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Uloha 1 - Stanoveni celkové bilkoviny v séru biuretovou
reakci

Princip:

Spektrofotometricky se koncentrace latky obvykle stanovi méfenim absorbance pii vinové
délce jejiho absorpcniho maxima a porovna se S absorbanci jednoho nebo vice standardi
0 znam¢ koncentraci stanovované latky.

Hodnotu koncentrace stanovované latky mizeme urdit:
1. graficky odec¢tem z kalibracniho grafu
2. vypoctem z kalibra¢niho grafu metodou kalibra¢niho faktoru
3. vypoctem metodou jednoho standardu

V 1€katstvi zjistujeme koncentrace celé fady latek v riznych biologickych materialech (sérum,
mo¢, mozkomi$ni mok a dalsi), které predstavuji slozitou soustavu obsahujici znaéné mnozstvi
latek rGzné chemické povahy. Kazdd z latek je charakterizovand individualnimi optickymi
vlastnostmi. Nekteré latky maji takové optické vlastnosti, které umoziuji jejich piimou
fotometrii. AvSak vlastnosti vétSiny latek nedovoluji jejich pfimé fotometrické stanoveni.
Je proto nutné konkrétni analyt pevést na produkt vhodny k fotometrii. K tomu jsou vyuzivany
ruzné chemické reakce, ozna¢ované jako indikacni.

Moznosti zjisténi koncentrace urCité latky spektrofotometricky budou demonstrovany
na piikladu stanoveni tzv. ,.celkové bilkoviny* v séru, pro niz je jako indikacni reakce
vyuzivana biuretova reakce. Je zalozena na vzniku barevné komplexni slouéeniny Cu?* s ionty
peptidovych vazeb v alkalickém prostfedi. Intenzita zbarveni komplexu je pfimo Umérna
koncentraci bilkovin a hodnoti se fotometricky. VySetfeni nerozliSuje konkrétni specifické
bilkoviny v analyzovaném vzorku.

Stanoveni celkové bilkoviny patii k zakladnim biochemickym vySetfenim v séru/plazmé.
Vysetfeni koncentrace celkové bilkoviny nam poskytuje orientacni informaci o biosyntéze,
utilizaci a exkreci bilkovin. Kvantitativni zmény ve sloZeni sérovych bilkovin mohou byt
diisledkem riiznych onemocnéni.

Reagencie:

K analyze je pouzita komer¢ni souprava Celkova bilkovina liquid 500 S Bio-La-Test od firmy
Erba-Lachema s.r.o.

1. Biuretové ¢inidlo

Siran méd’naty @@ 12,0 mmol/I

Vinan draselno-sodny 31,9 mmol/I

Hydroxid sodny 0,6 mol/l

Jodid draselny 30,1 mmol/I
2. Zasobni standardni roztok bilkoviny 100 g/l

3. Vzorek séra o neznamé koncentraci


https://www.erbalachema.com/attachments/BLT00054_%20BLT00055%20TP%20250_500_F-hPcNwTKcuW.pdf
https://www.erbalachema.com/attachments/BLT00054_%20BLT00055%20TP%20250_500_F-hPcNwTKcuW.pdf

Postup:
Piiprava roztoki pro kalibraéni kiivku

Ze zasobniho standardniho roztoku bilkoviny pfipravte 5 roztokli 0 koncentracich uvedenych
v tabulce. K fedéni pouzijte ¢isténou vodu.

1. Vypoctéte potiebné objemy zasobniho roztoku standardu bilkoviny a cisténé vody,
potiebnych k pfipravé 0,1 ml jednotlivych nafedénych standardi a hodnoty dopliite
do tabulky.

Koncentrace bilkoviny
ve standardnich
roztocich

Zkumavka Cidténs vod Zasobni standardni
& 1stena voda | yoztok bilkoviny

- 0,1 ml 100 g/l
80 g/l
60 g/l
40 g/l
20 g/l

G| B |W | N| P

2. Pripravte a oznacte 5 zkumavek (1-5). Do jednotlivych zkumavek pipetujte vypocitané
objemy zasobniho standardniho roztoku a cisténé vody a poté obsah ve zkumavce
promichejte. K odmétovani objemt pouzivejte automatické pipety — vysledky kvantitativni
analyzy zavisi na piesnosti pipetovani.

Provedeni biuretové reakce

3. Piipravte a oznaéte dalsi sadu 7 zkumavek (1-7). Podle tabulky do nich pipetujte ptislusné

roztoky.
Zkumavka| Zkumavka | Zkumavka| Zkumavka | Zkumavka Zkumavka | Zkumavka
Odméit v ml 1 2 3 4 > 0 !
v Standard 1 | Standard 2 | Standard 3 | Standard 4 | Standard 5 Neznadmy Slepy
20 g/l 40 g/l 60 g/l 80 g/l 100 g/l vzorek vzorek

]?iqretové 1.0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
¢inidlo
Standardni 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 - -
roztok 1-5
Sérum
(neznamy - - - - - 0,02 -
vzorek)
Cisténa voda — - - - - - 0,02

4. Obsah zkumavek promichejte a nechte 10 minut inkubovat pfi laboratorni teploté. Chrante
pied ptisobenim pfimého svétla.




5. Proméite absorp¢ni spektrum roztoku ve zkumavce €. 1 proti slepému vzorku (zkumavka
¢. 7) v oblasti viditelné casti spektra (380—740 nm). Urcete vinovou délku absorpcniho
maxima barevné komplexni slougeniny Cu?* s ionty peptidovych vazeb. Tuto vinovou
délku nastavite na svych spektrofotometrech.

6. Proti slepému vzorku (zkumavka ¢. 7) proméite absorbance u vSech standardnich roztokd
a také neznamého vzorku.

Vysledky:
1. Do protokolu zakreslete absorpéni spektrum barevné komplexni soli Cu?*sionty
peptidovych vazeb a vyznacte absorpéni maximum.

2. Zm¢etené hodnoty absorbanci roztokii ve zkumavkach 1-6 zapiste do tabulky.

3. Zvysledkd méteni sestrojte kalibracni graf a vypocitejte primérny faktor.
4. Urcete koncentraci celkové bilkoviny t€mito zplisoby:

e graficky odectem z kalibra¢niho grafu
e vypoctem z kalibra¢niho grafu metodou kalibra¢niho faktoru
e vypoctem metodou jednoho standardu

(Metoda jednoho standardu se v klinicko-biochemické diagnostice pro svou jednoduchost
pouzivéa nejcastéji. Moderni automatické analyzatory vypocitavaji faktor na zékladé¢ zméfeni
standardu a absorbance neznamych vzorkl pak pfepocitavaji na koncentrace.)

Uloha 2 - Stanoveni katalytické aktivity
laktatdehydrogenasy v séru Warburgovym
optickym testem

Princip:

Nikotinamidadenindinukleotid, popt. nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NAD, NADP) jsou
koenzymy rtiznych oxidoredukénich enzymti. NAD (NADP) jako diilezity pienasec redukénich
ekvivalentd existuje v oxidované a redukované formé jako NAD* a NAD*+H", které se 1isi
svymi absorp¢nimi vlastnostmi v UV oblasti. Redukovana forma vykazuje charakteristicky
absorp¢ni vrchol s maximem pii 340 nm na rozdil od formy oxidované, ktera pfi této vlnové
délce neabsorbuje.

Warburgiiv opticky test vyuziva odliSnych absorpénich vlastnosti oxidované a redukované
formy nikotinamidadenindinukleotidu (NAD* a NADH + HY). Oxidovand forma NAD"
je charakterizovana jednim absorpénim maximem pii 260 nm. Redukce, pfi niz se ztraci
aromaticky charakter pyridinu v NAD" a je nahrazen chinoidnim uspofadanim, je doprovazena
vznikem dalSiho maxima pii 340 nm.

NAD" + 2H" = NADH + H'



Absorpéni spektrum NAD* a NADH

A 1,54
- NAD*
1,0 1
___ NADH
0,5
0,0 T T T T T T -r d
240 260 280 300 320 340 360 380 400

nm

Sledovanim ubytku absorbance (pii oxidaci NADH+H" na NAD") nebo naopak pfirtistku
absorbance (pii redukci NAD* na NADH+H") pii 340 nm za ¢asovou jednotku (AA/At, obvykle
za 3 minuty) lze méfit rychlost enzymovych reakci, jejichz koenzymem
je nikotinamidadenindinukleotid. Plati, Ze zména absorbance je piimo umérna poctu
pfeménénych molekul koenzymu a ze pfeména jednoho molu koenzymu odpovida preméné
jednoho molu substratu.

Warburgtiv opticky test slouzi napt. pro stanoveni aktivity enzymi, které vyzaduji NAD pro

svoji reakci, nebo substratli, které mohou byt pfeménény oxidoredukénimi enzymy s NAD
(NADP) jako koenzymy.

Jako ptiklad vyuziti Wartburgova optického testu v naSem cviceni bude stanoveni aktivity
enzymu laktatdehydrogenasy (LD, EC 1.1.1.27).

Miuzeme pfipravit reakéni smés z enzymu laktatdehydrogenasy, koenzymu (NADY)
a ptislusného substratu (laktatu) a za optimalnich podminek zjistovat reak¢ni rychlost méfenim
zmén absorbance NADH pfi vinové délce 340 nm.

CH3-CHOH-COOH + NAD" 47' CH3-CO-COOH + NADH + H*
laktat pyruvat

Aktivita enzymu se projevi v kyveté spektrofotometru s UV-zdrojem, kterd obsahuje reakéni
smés s enzymem, substraitem a NAD*, plynulym vzestupem absorbance pfi 340 nm.

Pti znalosti molarniho absorp¢niho koeficientu NADH pfi této vinové délce a prepoctu na
fedéni a ¢asovy interval jedné sekundy je mozné vyjadiit aktivitu LD v séru v ukat/l. Neni- li
k dispozici kontinualni méfeni absorbance v €ase, je mozné provadét méfeni v kyveté s reakéni
smési diskontinualng, napt. métenim poklesu absorbance pii 340 nm v intervalech po 1 minuté
(AA340 nm), a pfepocist na interval 1.



Reagencie:

K analyze je pouzita komeréni souprava Lactatedehydrogenase-l Bio-La-Test od firmy Erba-
Lachema s.r.o.

1. Cinidlo1:  N-Methyl D-glukamin 406 mmoI/I

2. Cinidlo2:  N-Methyl D-glukamin 406 mmol/l©
L-laktat 62,5 mmol/I

3. Cinidlo 3: NAD* 50 mmol/l©

Sérum

Postup:
1. Kyvety a roztoky jsou vytemperovany na 37 °C
2. Do kyvety pfipravte slepy vzorek: 800 pl Cinidla 2 (pufr a L-laktat)
200 pl ¢inidla 1 (pufr)
20 pl séra
3. Promichejte.

4. Podle pracovniho navodu pro spektrofotometr Lightwave 1+ nastavte méfeni A pii vinové
délce 340 nm (Lightwave Il+ - zjednoduSeny navod).

5. Vynulujte spektrofotometr na slepy vzorek.

6. Do druh¢ kyvety napipetujte: 800 pl ¢inidla 2 (pufr a L-laktat)
200 pl ¢inidlo 3 (NAD™)
20 pl séra

7. Dobfe promichejte a pfesné za 1 minutu zméite A pro vinovou délku 340 nm a zapiste
do tabulky.

8. Meéfeni opakujte jesté 5x v pfesné jednominutovych intervalech, absorbance zapiste do
tabulky v protokolu.

9. Znaméfenych hodnot absorbance Ao vypocitejte rozdily absorbance za minutu (AAsso)
a z rozdilt absorbance urcete primérnou hodnotu. Ziskanou primérnou hodnotu AAszso
pouzijte pro vypocet katalytické aktivity LD vztazené na 1 | nefedéného séra a interval
1 s pfi aplikaci molarniho absorpéniho koeficientu koenzymu NADH pro 340 nm:

LD (ukat/l) = A Asso - 136,7



Vysvétleni vypoctu:

Pii vypocétu enzymové aktivity vychazime z Lambert-Beerova zakona:

(1)
A==¢ed-c
(2)
A e A
cTed cT e d
(3)
katalyticka aktivit _4A 1 106 [-171.s71
atatyticka a Lmaenzymu—s_d 60 v umo S

Pro zménu koncentrace pouZzijeme vyraz z rovnice 2, 1/60 je ptfepocet z minuty na sekundy
aV/v vyjadiuje fedéni séra. Jednotkou enzymové aktivity je kat = mol's. V klinicko-
biochemickych stanovenich se pouzivaji pkataly (1 kat = 10®pkat).

Pti stanoveni konkrétniho enzymu, v naSem ptipad¢ laktatdehydrogenasy dosadime do rovnice
3 resp. 4 konkrétni tidaje.

(4)

e AAzgg 1V
katalyticka aktivita enzymu LD = ——

(5)
Ms, 1 1,02-1073

r—r————10%mol - 71 - 571

katalyticka aktivita enzymu LD = 622-10° 60 002-10-3

(6)

katalytické aktivita enzymu LD = AAsy, - 136,7 pkat. 171



symbol jednotka konkrétni udaje pro LD
a pouzitou metodu

V | celkovy objem vzorku v kyveté I 1,02:103

vV | objem pfidaného séra I 0,02:10°3

¢ | molarni absorpéni koeficient I'molt-ecm™ | 6,22-103

(pro NADH pfi 340 nm)

d |sitka vrstvy v kyveté cm 1
10® | pfevod z mol na umol 108

60 |pfevod z min na Sec 60

Pozn. prvnitti udaje (vytisténé tueéne) se méni se stanovovanym enzymem a pouzitou metodou,
dalsi tii - sitka vrstvy v kyveté, pievod z mol na gmol, pievod z min na sec jsou zpravidla stejnd
pro vSechna kineticka stanoveni enzymovych aktivit stanovovanych Warburgovym optickym
testem.

Referenéni hodnoty LD v séru (37 °C): 29-8,6 nkat.|?

Uloha 3 - Spektrofotometrické vysetfeni mozkomisniho
moku

Princip:

Analyzu absorp¢niho spektra 1ze pouzit pro identifikaci latky, nebot’ pro danou latku je
absorp¢ni spektrum charakteristické a miiZze mit jedno, ale i vice absorpénich maxim.

Jednou z mozZnosti vyuziti vySetfeni absorpéniho spektra je prukaz subarachnoidalniho
krvaceni pomoci absorpcniho spektra mozkomisniho moku.

Pti subarachnoidalnim krvaceni pronikd do mozkomisniho moku krev. V mozkomiSnim moku
potom muzeme prokazat jiz za 4-8 hodin po zacatku krvaceni hemoglobin, ktery vykazuje
maximalni absorbanci pii vinové délce 415 nm a mensi vrcholy jsou patrné pii 540 nm a 580
nm. U starSiho krvaceni mizeme najit v mozkomiSnim moku bilirubin, na ktery se preméiuje
hem. Bilirubin ma maximum pii 450 nm.

Fyziologicky je spektrofotometricka kiivka mozkomisniho moku plochd nebo mirn¢ zvysena
smeérem od 600 nm do 370 nm. V oblasti viditelné asti spektra jsou absorbance nizsi nez 0,02.

Reagencie:

Vzorky mozkomiSniho moku

Postup:

Proméite spektra tfi vzorkii mozkomisniho moku proti ¢isténé vodé v rozsahu vlnovych délek
od 350 do 600 nm.

Vysledky:

Zakreslete absorp¢ni spektra vzorkd mozkomisniho moku, popiste polohu absorp¢nich maxim
a vyhodnot'te, zda se jednd o Cerstvé nebo starsi krvaceni, popf. neptitomnost krvaceni.
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