Zaklady fotometrie, vyuziti v
klinické biochemii



Zakladni vztahy ve fotometrii

transmitance (propustnost): T= 1/ |,

absorbance: A=log(l,//l)=log(1/T)=-logT

Lambertiv-Beeriv zakon A, =¢,/c

Lamberttliv-Beerliv zakon plati pouze pro:

monochromatické zareni

zfedéné roztoky (< 1072 mol I71)

homogenni roztoky (nedochazi k rozptylu zareni na ¢asticich vzorku)
vzorky, které nefluoreskuji ani nefosforeskuji pri dané vinové délce
monomerni latky, které v roztoku neasociuji



Absorpcni spektrum

Zavislost absorbance na vinové délce nazyvame absorpcni spektrum
(absorpéni krivka).

Absorpcni spektrum je charakteristické pro danou slouceninu. (viz napr
spektrofotometri hemoglobinu a derivatu)

Prakticky vyznam maji absorpcni maxima krivky a jim prislusejici vinové

délky. Ke stanoveni koncentraci absorbujicich latek se voli zpravidla vinové
délky téchto maxim

A
max }'.-



Urceni koncentrace vzorku

V podstaté vzdy pfri spektrofotometrickych stanovenich koncentrace

vychazi z kalibracniho grafu.

K jeho zhotoveni se pripravi z nejCistSiho preparatu stanovované latky

(standardu) standardni roztok a jeho redénim rada kalibracnich roztokd.

Kazdy kalibra¢ni roztok se zpracuje stejnym postupem jako vzorky s

neznamou koncentraci.

Poté se zméri jejich absorbance proti rozpoustédlu nebo Cinidlu bez
mérené latky (slepému vzorku/pokusu, angl. blank).

Namérené hodnoty se vynesou do grafu jako

zavislost absorbance kalibracnich roztokd na jejich koncentraci.

Zavislost je linearni pro rozsah koncentraci, ve kterém plati LambertQv-

Beeruv zakon.

Odchylky od prfimky jsou bézné u vysokych

koncentraci. Body lezicimi v linearni ¢asti grafu se prolozi primka (jejiz obecna
rovnice jey =k x + q).



Kalibracni graf

Pokud se méri absorbance proti
slepému vzorku, tak kalibracni
primka prochazi pocatkem
souradnic:

A=kc
k je smérnice primky (tj. tangenta

Uhlu, ktery svira pfimka s osou x):
k = BRERCc

Prevracena hodnota smérnice
pfimky 1/k se nazyva kalibracni
faktor (F):

F=1/k=Ac/AA

Pro vypocet koncentrace analytu v neznamém vzorku potom plati:
c,=AXF



Vypocet koncentrace srovnanim
absorbance vzorku a standardu

Ponévadz standard i analyzovana latka maji za danych experimentalnich
podminek stejnou hodnotu molarniho absorpcniho koeficientu t;j.

Estd =&

X

ziskame po dosazeni z Lambertova-Beerova vztahu za € rovnici
Agdlce | =AJc, .|
z které pro koncentraci analytu v neznamém vzorku vyplyva:

Cy = Cy Ay / Ay



Které latky lze stanovit fotometricky?

e Latky barevné (tj. latky vyrazné absorbujici viditelné zareni) Ize
spektrofotometricky stanovit primo.

» Latky bez vyrazného absorpcéniho maxima ve VIS/UV oblasti je tfeba nejprve
reakci s vhodnym cCinidlem (derivatizaci) prevést na zbarveny produkt.

* Podminkou je, aby mnozstvi barevného produktu bylo umeérné koncentraci
stanovované latky. Intenzita zabarveni roztoku timto barevnym produktem
je pak pfimo umérna koncentraci analytu v puvodnim analyzovaném
roztoku a lze ji zméfrit spektrofotometrem.



Krev

Zilni krev - odebira se nejcastéji
Kapilarni krev — méné cCasto

Arteridlni krev - odebira pouze vyjimecné, hlavné pro analyzu
krevnich plynd.



Plazma, sérum

Plazma a sérum

Plazma : priprava centrifugaci
nesrazlivé krve.

Sérum : priprava centrifugaci
srazlivé krve

Protisrazlivé prostredky:
heparin,

citrat, EDTA, oxalat - vazba Ca?t




Moc¢

Odbér moci
* Pro zakladni chemické vysetreni moci - zpravidla prvni ranni
moc, ktera je pomeérné koncentrovana.

* Pro kvantitativni stanoveni se vysetfuje vzorek moci sbirané
urcity casovy interval (obvykle 3, 6, 12 nebo 24 h).

Pacienta je tfeba poucit o podminkach odbéru a transportu. Pro
vetsSinu vysetreni se pouziva stredni proud moci. Moc se zachyti
do dobre vymyté nadoby. U Zen je nutné zjistit posledni
menses, upozornit na nutnost omyti genitalii vodou (ne
dezinfekénim prostfedkem).



Pokyny pro spravny sbér moci v delSim casovém
intervalu

* vySetrovany se vymoci napt. v 7:00 h rano a tato moc se vylije do
odpadu.

* Od tohoto okamziku zacina sbérné obdobi a shromazduje se
vesSkera moc (v zakryté nadobé v temnu a chladu, prip. s
pridavkem konzervacniho Cinidla).

 Posledni odbér je v okamziku, kdy konci sbérné obdobi.
* Cely sbér moci se dobre promicha, vodmérném valci zméri objem

a poznamena do privodky. Pak zpravidla postaci k vysetreni
vzorek 10-20 ml.



Princip a vyznam stanoveni aminotransferaz (AST a
ALT).

Viz Principy laboratornich stanoveni

= enzymy otazky

Kinetickd metoda stanoveni enzymi



Stanoveni katalytické koncentrace ALP v séru

Viz Principy laboratornich stanoveni

= enzymy otazky

Metoda konstantniho ¢asu



Enzymové stanoveni glukosy v séru

Viz Principy laboratornich stanoveni

= enzymy otazky

Vyuziti enzymu jako analytickych ¢inidel



