Navod Kk praktickému cviceni z biochemie

Téma: Zlucova barviva a porfyriny

1. Diazotace a azokopulace
Reagencie:

1. Kyselina sulfanilova (Diazo I. ¢inidlo) 5 g/100 ml, 0,6 mol/l HCI ‘i @
Dusitan sodny (Diazo II. ¢inidlo) 5 g/100 ml dest. vody \/: ‘

3. uhlicitan sodny 10 g/100 ml dest. vody

B-naftol 2 g/100 ml ethanolu 0 @

5. tyrosin 0,2 ¢/100 ml 0,1 mol/l HCI

N

&

Pracovni postup:

1) K1 ml kys. sulfanilové (Diazo 1.) se pfida asi 5 kapek dusitanu sodného (Diazo I1.).
Do této smési se prikapava roztok B-naftolu, vznika ¢ervenooranzové azobarvivo.

2) K1 ml kys. sulfanilové (Diazo 1.) se pfida asi 5 kapek dusitanu sodného (Diazo II.),
po promichéni se prikapava asi 0,5 ml roztoku uhli¢itanu sodného do slab¢ kysel¢, az
neutralni reakce. Do této smési se ptikapava roztok tyrosinu, vznika dalsi ¢ervené
azobarvivo. Pokud by zbarveni nevznikalo, je tfeba pfidat opatrné roztok uhli¢itanu
sodného.

2. Stanoveni celkového bilirubinu v séru
Reagencie:

K analyze je pouzita komercni souprava BioSystems Bilirubin (celkovy — T — total)
1. Cinidlo AT: kyselina sulfanilova 29,0 mmol/l, kyselina chlorovodikova 0,2 mol/I,

cetrimid 50 mmol/l (tetradecyltrimethylammonimumbromid) s \/:
2. Cinidlo BT: dusitan sodny 11,6 mmol/l ‘

3. Pracovni ¢inidlo: jiz ptipraveno z piedchozich ¢inidel v poméru dle navodu ‘i

OO

4. Sérum — nezndmy vzorek (infek¢éni material)
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Téma - Zlucova barviva a porfyriny

Pracovni postup:

Podle tabulky pfipravime do 3 zkumavek reakéni smési takto:

Srovnavaci Srovnavaci Vzorek
roztok 1 roztok 2 séra
Destilovana voda 100 pl - -
Vzorek séra - 100 pl 100 pl
Cinidlo AT - 1ml -
Pracovni ¢inidlo 1ml - 1mil

Zkumavky promichat a nechat stat 2 min pii pokojové teplot¢.
Zmgéfit absorbanci vzorku séra a srovnavaciho roztoku 2 pfi 540 nm proti srovnavacimu
roztoku 1.

3. Stanoveni primého bilirubinu v séru

Reagencie:

K analyze je pouzita komer¢ni souprava BioSystems Bilirubin (ptimy — D — direct)
1. Cinidlo AD: kyselina sulfanilova 35,0 mmol/l, kyselina chlorovodikova 0,24 mol/l,

2. Cinidlo BD: dusitan sodny 3,5 mmol/l @ "

3. Pracovni ¢inidlo: jiZz pfipraveno z piedchozich ¢inidel v poméru dle navodu ‘i

OO

4. Sérum — nezndmy vzorek (infek¢éni material)

Pracovni postup:

Podle tabulky ptipravime do 3 zkumavek reakéni smési takto:

Srovnavaci Srovnavaci Vzorek
roztok 1 roztok 2 séra
Destilovana voda 100 pl - -
Vzorek séra - 100 pl 100 ul
Cinidlo AD - 1ml -
Pracovni ¢inidlo 1ml - 1ml

Zkumavky promichat a nechat stat pfesné 5 min pii teploté 37 °C.
Zméftit absorbanci vzorku séra a srovnavaciho roztoku 2 pii 540 nm proti srovnavacimu
roztoku 1.



http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?sid=166778

Téma - Zlucova barviva a porfyriny

4. Fluorescence a spektrofotometrie hematoporfyrinu
A) Fluorescence hematoporfyrinu

Reagencie:

1. Koncentrovana kyselina sirova ‘i /\:

Pii praci s koncentrovanou kyselinou sirovou dbejte zvySené opatrnosti. O¢i si chraiite
Stitem

2. Redéna krev (infekéni material)

3. Vzorky moce (infek¢éni material)

Pracovni postup:

V pfedem pripravenych vzorcich krve a moci s kyselinou sirovou pozorujte vznikly
hematoporfyrin,pod UV lampou pii 366 nm. Vzorek intenzivné cervené fluoreskuje.
Fluorescence pod UV lampou je dobie patrnd i po dals§im ziedéni vzorku. Soucasné¢ pod UV

lampu vlozte 1 zkumavku se samotnou kyselinou sirovou.
Podobna fluorescence je patrna i u moci obsahujicich porfyriny.

B) Spektrofotometrie hematoporfyrinu
Pracovni postup:

Stejné ptedchozi vzorky (jiz pripravené V uzavienych kyvetach) u fotometri proméite
v rozmezi vlnovych délek 350 — 700 nm proti ziedéné kyselin€ siroveé.




