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Cviéeni ¢.1B: STANOVENI KONCENTRACE GLUKOSY

TEORETICKA PRIPRAVA NA CVICENi{

Glykolyza, hormonalni regulace glukosemie, oGTT (oralni glukosotoleran¢ni test) —
diagnosticky vyznam, glykemicka ktivka, diabetes mellitus (DM).

Znalost principu spektrofotometrického méteni (Lambert-Beertiv zakon a jeho pouziti).

PRINCIP METODY

Stanoveni koncentrace glukosy ve vzorku pomoci setu BioSystems je zaloZzeno na principu
spektrofotometrického stanoveni na zaklad¢ enzymatické reakce. Enzym glukosaoxidasa
katalyzuje oxidaci glukosy kyslikem za vzniku laktonu glukonové kyseliny a peroxidu vodiku.
Vznikly peroxid vodiku je substratem v navazujici reakci katalyzované peroxidasou, v niz je
substituovany fenol a 4-aminoantipyrin oxida¢né¢ kopulovan na cervené zbarveny produkt,
jehoz intenzitu lze méfit spektrofotometricky. Intenzita zabarveni je Umérnd koncentraci
glukosy ve vzorku.

glukosaoxidasa
glukosa + 2 O + H>O — glukonat + H>O»
peroxidasa
2 H;O2 +4 - aminoantipyrin + fenol — — chinonimin + 4 H>O

REAGENCIE — slozeni:

Reagent (A) : fosfat 70 mmol/l, fenol 5 mmol/l, glukosaoxidasa > 10U/ml, peroxidasa > 1
U/ml, 4 - aminoantipyrin 0,4 mmol/l, pH = 7,5

Standard (S) : Biosystems (glukosa 100 mg/dl (5,55 mmol/l) nebo jiny.
Reagencie jsou pfipraveny k pouZiti.

Vlastni mo¢ (M) - Moc¢ pro analyzu prineste s sebou na cviceni!
VZORKY:

ULOHA 1_A: Analyzu proved'te ve vzorcich viastni mod&i a v nezndmém vzorku na zikladé
standardu doporuceného ke kalibraci metody na automatickych analyzatorech o
koncentraci 5,55 mmol/l (pokud neni uréeno vedoucim jinak).

STANDARD je vyrobcem dodavan ve vodném roztoku nebo lyofilizovany a pro pouZiti
bude piipraven tésné pied cvicenim rekonstituovanim s deionizovanou vodou podle navodu
vyrobce. Doba exspirace rekonstituovaného standardu bude vyznacena na kazdé lahvicce.

ULOHA 1_A: Spektrofotomerické stanoveni koncentrace glukosy ve vzorku
z jednoho standardu

1. Do stojanku si pfipravime dostatecny pocet centrifugacnich zkumavek (“ependorfek) a
zkumavky oznacime. Kazdy vzorek ptipravime dle tabulky do dvou zkumavek pro paralelni
stanoveni. Pipetujte az na dno zkumavky, zabratite stékani pipetovanych vzorki nebo ¢inidel
po sténach zkumavek (ztraty kvantity vzhledem k malému objemu vzorki!).
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2. Obsah zkumavek dobfe promichejte pomoci vortexu. Nechejte reagovat 10 minut pri
laboratorni teploté ( 16-25°C).

Po inkubaci proved’te métfeni obsahu zkumavek na spektrofotometru Hewlett Packard
89090A/HELIOS pfti vinové délce 500 nm. Méfeni proved’te v mikrokyvetach. Zbarveni je
stalé nejmén¢ 2 hodiny. Pii méteni dbejte na Cistotu stén kyvet, ptipadné pred vloZzenim do
drzéku kyvetu vylestéte. Méreni se provadi proti vodé (spektrofotometr je ,,vynulovan*
na kyvetu s vodou).

Objem | Reagent

zk | Koncentrace Glc Aso0 Pramér Asoo As00 VZ - A500 BLANK
vzorku A
! Blank 10 ul
an n

5 (vz. bez analytu) vody 1000 ul
3 Standard

koncentrace 10 ul 1000 pl
4 5,55 mM
5

Vzorek mo¢ 10 ul 1000 pl
6
7

Neznamy vzorek 10 wl 1000 pl

Cely objem zkumavky musite umistit do kyvety - pipetou.

Zm¢éite absorbance blanku (Agi), standardu (As¢), vzorku moci (Avzm), 1 neznamého vzorku
(Avzn) a hodnoty zapisujte do protokolu.

Z paralelnich hodnot vypocitejte priméry. Proved’te vypocet obsahu glukosy ve vzorku vlastni
moci a neznamého vzorku.

Vysledek uvadéjte vzdy s jednotkou (mmol/1).

VYHODNOCENI - VYPOCET

Pro vyhodnoceni v§ech namétenych vysledkl pouzijeme vzorec:
vypocet koncentrace glukosy v moci a neznamého vzorku pomoci standardu ze vztahu:
Avzorku - ABlanku

x CSt(Glu) = C glukosy (mmol/l)
AStandardu — ABlanku

Koncentrace standardu: Cst (Glu) = 5,55 mmol/l (dle vedouciho cviceni)
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ULOHA 1 B: Stanoveni glukosy pomoci diagnostického prouzku
(SIEMENS - Multistix 10 SG)

Ponofite vSechny testovaci zony prouzku do vzorku moci a poté je okamzité vytahnéte.
Zapnéte stopky

Porovnejte jednotlivé testovaci zony s barevnymi poli na etiketé lahvicky

Odecitejte kazdou zénu po uplynuti doby uvedené na etiketé (glukosa po 30 sec). Drzte
prouzek co nejblize barevnému poli a porovnavejte peclivé. Odecet provadéjte za dobrého
osvétleni.

b e

ZAVER: Uvedte vysledek stanoveni, porovnejte oba zptisoby

Do svého protokolu uved'te:

princip metody,

reakci pomoci strukturnich vzorcd,

Lambert-Beeriiv zdkon, matematické odvozeni vztahu (1), naméfené hodnoty A, priméry,
kalibra¢ni pfimku, zhodnoceni, porovnani metod, porovnani s atestem a zaver.
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TEORETICKA PRIPRAVA:

Referenéni hodnoty — ¢lovék ( na la¢no):

glykemie (glukosemie): 4,4-6,1 mmol/l - v kapilarni krvi, 3,9-5,5 mmol/l - v zilni krvi
hypoglykemie: < 3,3 mmol/l

hyperglykemie: > 5,5 mmol/l

Po jidle nepievysSuje ve venosni plazmé 11 mmol/l. Netrva-li toto zvyseni déle nez 60 min po
piijmu potravy je povazovano za fyziologicke.

POZNAMKA:

Vyskyt glukosy v moci
U cloveéka se ztraty glukosy moci vétsi nez 0,72 mmol/24hodin oznacuji jako glykosurie.
Glykosurie je nejéasté¢jsim nalezem v moci vedoucim k odhaleni diabetes mellitus (DM).

Glukosa filtrovana do primarni moci z plazmy se aktivnim transportem zpétné resorbuje v
proximalnich tubulech. Organismus si chrani glukosu pfed zbyte¢nymi ztratami, proto maji
ledvinné tubuly zna¢nou rezervni kapacitu. Za fyziologickych okolnosti je transportni systém
vytizen jen asi z jedné tietiny. Pii hyperglykemii vyuziti transportniho systému stoupa, a
prekroci-li glykemie (odborn¢ glukosemie = koncentrace glukosy v krvi) hodnoty kolem 10
mmol/l -tzv. ledvinny prah pro glukosu, je kapacita tubularni resorpce piekrocena a glukosa
pfechazi do moci. Glykosurie je nejcastéjSim ndlezem v moc¢i vedoucim k odhaleni DM.
Negativni nalez glukosy v moc¢i vSak toto onemocnéni nevylucuje. Stanoveni glukosy v moci
proto nepatii mezi zdkladni biochemické parametry pouZzivané pro diagnézu a sledovani DM.

Nalez glykosurie je nutno hodnotit spole¢né s vysi glykemie nalaéno. Na zéklad¢ hodnot
glykemie rozliSujeme dva typy glykosurie:

Hyperglykemicka glykosurie - je typickym nalezem pii DM. Vyskytuje se u
hyperglykemickych pacienti s DM. Pfi déletrvajicim onemocnéni se ale zvySuje rendlni prah
pro glukosu a glykosurie mize dokonce i vymizet. Proto jde pouze o orienta¢ni vySetieni a
nelze podle ného usuzovat na ptitomnost nebo nepfitomnost tohoto onemocnéni. Prechodné se
muze vyskytnout i tzv. ,,alimentdrni glykosurie” jako diisledek stravy bohaté na sacharidy nebo
v prubéhu oGTT ( glukoso toleranc¢ni test).

Normoglykemicka renalni glykosurie - pii ni koncentrace glukosy v krvi neni zvySena. Je
dasledkem poruchy ledvinnych tubuldrnich buné€k, které zajistuji zpetnou resorpci glukosy.
Muze byt projevem autosomalné recesivniho onemocnéni a znaci zanétlivé nebo jiné poskozeni
ledvin postihujici funkei proximélniho tubulu.
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PRILOHA

POUZITA ANALYTICKA METODA -SPEKTROFOTOMETRIE

Analyty v klinické biochemii se nejCastéji stanovuji spektrofotometricky, pouzivané pfistroje se nazyvaji
spektrofotometry. Spektrofotometrie je analyticka metoda zaloZzena na interakci elektromagnetického
zafeni s analyzovanym roztokem. Cast zafeni je pohlcena (absorbovana) analyzovanou latkou,
zbyvajici zafeni, které analyzovanym roztokem projde, je detekovano detektorem. Intenzita zafeni po
prichodu vzorkem (l) je mens$i nez plvodni intenzita zafeni (lo) do vzorku vstupujici: | < lo. MnoZstvi
pohiceného zareni zavisi na mnozstvi analyzované latky ve vzorku: ¢im vysSi je koncentrace dané latky,
tim vice zareni je pohlceno. Mnoho latek pfitomnych v biologickych tekutinach (hlavné krvi a modi) je v
klinickych laboratofich analyzovano spektrofotometricky.

Schéma spektrofotometru:

! /

¥F— —~ 0 3
O — — - —
o 0 ~_
zdroj docka .
Stérbina ) onochrométor vzorek detektor

v kyveté

Pro spektrofotometrickou analyzu barevnych roztokd se pouziva elektomagnetické zareni v oblasti
viditeIného svétla (VIS, A = 400 - 800 nm), zdrojem svétla je zarovka. Dale je Casté pouziti ultrafialového
zarfeni (UV, A =190 - 400 nm), kterym mizeme analyzovat i roztoky bezbarvé, zdrojem svétla byva
nejCastéji deuteriova vybojka. Kazda latka absorbuje zafeni urcité vinové délky (obsahuje tzv.
chromofory schopné toto zafeni pohltit). Zafeni urcité vinové délky se oznaduje jako monochromatické.
Ziské se rozkladem polychromatického zéfeni (u VIS jde o rozklad bilého svétla emitovaného Zarovkou)
pomoci optické mfiZky nebo hranolu. Vhodnym nastavenim &térbiny za monochromatorem vstupuje do
kyvety jen zafeni o urCité vinové délce, ostatni vinové délky se odrazeji pod jinym uhlem. Podle oblasti
elektromagnetického zareni se voli pouzité kyvety: sklenéné pro VIS, kfemenné pro UV oblast (UV
zéfeni je sklem pohlcovano); v sou€asné dobé se pouZivaji i specialni plastové kyvety.

Principem analyzy provadéné v praktickém cvi€eni je metoda, ktera je zalozena na vzniku barevné
latky, mGzeme ji stanovit spektrofotometricky ve viditelné oblasti spektra.

Doplrikové barvy viditelného svétla (viz. také Obr.1):

Pokud roztok absorbuje uréitou vinovou délku viditelného spektra (viz. prostfedni sloupec tabulky),
jevi se nam tento roztok jako barevny. Ostatni vinové délky roztokem projdou, avSak pozorované
zbarveni roztoku je dano tzv. doplfkovou (komplementarni) barvou k barvé pohicené (viz. sloupec
vpravo):


http://cs.wikipedia.org/wiki/Spektrum
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vinova délka absorbovana cast VIS komplementarni - propusténa
(nm) spektra barva
(= uréuje zbarveni roztoku )
350 - 430 fialova Zluta
430 - 475 modra Zlutooranzova
475 - 495 zelenomodra oranzova
495 - 505 modrozelena ¢ervenooranzova
505 - 555 zelena cervena
555 - 575 Zlutozelena purpurova
575 - 600 Zluta fialova
600 - 650 oranzova modra
650 - 700 Cervena zelena

Priklady:

e pokud roztok absorbuje zafeni mezi 400 a 480 nm (modrofialova), bude propoustét vSechny
ostatni barvy, které budou okem vnimany jako barva Zlutooranzova; znamena to, ze

Zlutooranzova barva je komplementarni k barvé modrofialové

e pokud nechame prochazet bilé svétlo roztokem, ktery absorbuje zafeni mezi 505 a 555 nm
(zelena), propusténé zafeni a tudiz i zbarveni roztoku budou vnimany v barvé ¢ervené;
puavodni bilé svétlo obsahovalo vS§echny vinové délky VIS v urcitém poméru, tento pomér byl
priichodem svétla roztokem narusen a svétlo tudiz zménilo barvu

o pokud nechame prochazet ¢ervenym roztokem Cervené svétlo, bude toto zafeni propusténo,
nebot ¢erveny roztok Cervené zareni neabsorbuje; naopak zelené zareni (zelena je
komplementarni k ¢ervené) bude pfi prichodu éervenym roztokem pohlcovano

Obr.1 Komplementarni barvy se nachazeji v kole¢ku naproti sobé

Z uvedeného vyplyva, Ze pro spektrofotometrické stanoveni musime vybrat takovou vinovou délku, ktera
bude analyzovanou latkou nejvice pohlcovana. Optimalni je, pokud je tato vinova délka soucasné co
nejméné pohlcovana ostatnimi latkami pfitomnymi v roztoku. Vhodna vinova délka se zjiStuje pred
vlastni spektrofotometrickou analyzou: proméfi se tzv. absorpéni spektrum jako zavislost schopnosti
absorbovat zareni riznych, kontinualné ménénych vinovych délek (viz. Obr.2). Pro vlastni analyzu se
vybira vinova délka, ktera je analyzovanou latkou nejvice pohlcovana.
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Obr.2 Priklad absorpcéniho spektra analyzované latky:
maximalni absorbce byla nalezena kolem 500 nm

Princip spektrofotometrie:

PTi spektrofotometrii vychazime z Lambert-Beerova zakona, ktery vyjadiuje vztah mezi koncentraci
latky v roztoku a jeji absorbanci, tj. schopnosti molekul latky pohlcovat elektromagnetické zareni o
dané vinové délce. Pfi prlichodu svételného toku roztokem tak dochazi k jeho zeslabeni, protoze ¢astice
latek pfitomnych v roztoku Cast elektromagnetického zafeni pohlti (absorbuji). Zareni, které projde
kyvetou dopada na detektor, ktery méfi jeho intenzitu. Z tohoto divodu je zavedena veli¢ina zvana
transmitance (propustnost), ktera je definovana vztahem:

T=1/l

kde o = intenzita zafeni vstupujiciho do kyvety; | = intenzita zafeni po prichodu kyvetou; transmitance
(T) nabyva hodnot 0 az 1:nulovou hodnotu ma pokud je veSkeré zafeni pohlceno, hodnotu 1 naopak
tehdy, pokud kyvetou veskeré zafeni projde

Nékdy se transmitance vyjadfuje v procentech: T = (1/1lp) x 100 tj. nabyva hodnot 0 az 100 %

MnozZstvi absorbovaného zafeni Ize vypoditat z hodnoty transmitance:

A=-logT =log (1/T) = T=10"*

Veli¢ina A se nazyva absorbace a je definovana jako zaporné vzaty dekadicky logaritmus transmitance.
Nabyva hodnot od nuly vySe, vétSinou méfime v rozmezi 0 az 1,5 (nebo méné). VysSi hodnoty
absorbance jiz byvaji malo pfesné, méfeni vzdy zavisi na citlivosti detektoru (nebot napf¥. A = 2 odpovida
T = 0,01, tj. pouze jedno procento z puvodni intenzity zafeni dopadlo na detektor; pro A=3je T = 0,001,
tj. na detektor dopada jen 0,1 % z puvodni intenzity zafeni).

Lambert-Beertiv zakon: A=c.l.e nebo T=10¢c!e

A = absorbance; ¢ = molarni koncentrace; | = délka kyvety, resp. tloudtka vrstvy roztoku, kterou prochazi
zéareni; e = molarni absorpéni koeficient (tabelovana hodnota); T = transmitance; Lambert-Beer(v zakon
plati pro monochromatické zareni a obor nizkych koncentraci, fadové mensich nez 10-2mol . I,

Z Lambert-Beerova zakona vyplyva, Ze ¢im je koncentrace latky v roztoku vyssi, tim je vySSi hodnota
naméfené absorbance (tj. absorbance je pfimo umérna koncentraci a naopak). Tato zavislost je linearni,
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nebot Lambert-Beerlv zakon pfipomina rovnici pfimky (A =c .|l .e = y = kx + g, kde x odpovida
hodnoté c, hodnota |.e odpovida k, tj. smérnici pfimky; q = 0, tj. zavislost absorbance na koncentraci
prochazi poCatkem), viz. Obr.3

U barevnych roztok(l naméfime ve viditelném spektru tim vétsi absorbanci, ¢im vétsi je jejich intenzita
zbarveni (= tmavsi, koncentrovang;jsi roztok).

H 0,4 /
2
©03

0 20 40 60 80 100 120 140 160

koncentrace ¢ (mol/l)

Obr.3 Zavislost absorbance na
koncentraci

Transmitance (propustnost) je nepfimo umérna koncentraci: &im vySsi je koncentrace latky, tim méné
zareni vzorek propusti, tj. méné zareni projde kyvetou — méné zafeni dopadne na detektor. Mezi
koncentraci a transmitanci je exponencialni zavislost (T = 10-¢!e),

Aby bylo mozno ur€it koncentraci stanovované latky je nejprve nutné promeéfit a sestrojit kalibracni
kiivku. Kalibraéni kfivka (Obr.4) pro fotometrickd stanoveni je grafické znazornéni zavislosti
absorbance roztoku na koncentraci v ném pfitomné stanovované latky. Kfivku Ize zpracovat na
pocitadi, na praktiku v8ak budeme pouzivat ruéni zpracovani, je nutné pfinést si milimetrovy papir. Pro
sestrojeni kalibracni kfivky pouzivame tzv. standardni roztoky stanovované latky (tzv. kalibracni
roztoky). Standardnim roztokem se rozumi roztok latky o znamém sloZeni a koncentraci. V praxi se
pouzivaji minimalné tfi, radéji vSak vice, standardni roztoky o rizné koncentraci. Lze je nejlépe pfipravit
nafedénim koncentrovaného, tzv. zasobniho roztoku standardu na nékolik nizSich koncentraci.
Rozmezi koncentraci by mélo byt tak Siroké, aby se vysledky analyzy vzork(i o neznamé koncentraci

latek v moci je vysoka, je nutno vzorek moci pfed analyzou 100x nafedit destilovanou vodou. Vysledek
koncentrace x odecteny z kalibraéni kfivky je proto nutné vynasobit 100, abychom ziskali skute¢nou
koncentraci této latky v nenafedéné moci.

Vynesenim naméfenych hodnot absorbanci standardnich roztok(l (osa y) proti jejich koncentracim (osa
x) ziskame linearni zavislost mezi absorbanci a koncentraci (viz. Lambert-Beerlv zakon). P¥Fi
sestrojovani kalibraéni kfivky nepropojujeme jednotlivé body pfimo, ale prolozime jimi pfimku
prochazejici co nejblize vSem bodum. Kalibra¢ni pfimka by méla prochazet také nulou (priisecikem os
x a y). Standardni roztoky je vhodné zpracovavat sou€asné se vzorky o neznamych koncentracich, aby
byly zachovany stejné podminky analyzy, v€etné& pfipadnych nepfesnosti, napf. pfi pipetovani. Po
proméfeni absorbanci standardnich roztok( i neznamych vzorkd a sestrojeni kalibracni kfivky
vyneseme do kalibraéni kfivky namérenou hodnotu absorbance neznamych vzorkd. Spusténim kolmice

-
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od bodu, kde hodnota absorbance odpovida bodu na kalibraéni kfivce ode¢teme na ose x hodnotu
koncentrace latky v analyzovaném vzorku.

kalibracni primka

-
.

A(x)=0,51

08+

absorbance

» o(x)=25,3 mg/L
00 T T T T T T
4] 10 20 30 40 50 60

koncentrace, mg/L

Obr.4 Kalibracni kfivka (x = neznamy vzorek, A = absorbance, ¢ = koncentrace)

Absorbanci méfime proti tzv. slepému vzorku (= slepy pokus, blank). Jedna se o roztok obsahujici
stejné mnozstvi vSech pfidanych cinidel jako obsahuje analyzovany vzorek (standard nebo vzorek
0 neznamé koncentraci), avSak s vyjimkou vlastni stanovované latky. Pipetovany objem stanovované
latky (standardu nebo moci) nahradime ve slepém pokusu stejnym objemem destilované vody. Vyraz
,meéfime proti slepému pokusu“ znamena, ze fotometr pfed vlastnim méfenim absorbanci vynulujeme
na slepy pokus: do kyvety nalijeme tento roztok a naméfenou absorbanci polozime rovnou nule. Pfi
mérfeni absorbanci standardnich roztokd i vzorki o neznamé koncentraci tak bude automaticky
odedtena pfipadna ,absorbance pozadi“, ktera neni dana absorpci zafeni analyzovanou latkou
(v nékterych pfipadech mohou totiz dané monochromatické zafeni absorbovat i pfidana €inidla, coz by
bez pouziti slepého pokusu zpUsobilo naméfeni faleSné vyssi absorbance a tim i faleSné vy$Si hodnotu
zjisténé koncentrace).

V praxi se vétSinou fotometr nejprve vynuluje na vodu (bezbarva kapalina, samotné rozpoustédlo,
s absorbanci = 0). Po té se do kyvety nalije slepy pokus, naméfena hodnota absorbance se zapise (pro
kontrolu, pfi pfistim méFeni bychom pfi spravné pfipravé reakéni smési méli ziskat stejnou absorbanci)
a fotometr se pak opét vynuluje. Pokud je fotometr vynulovan pouze na vodu, je pak tfeba od kazdé
naméfené absorbance standardu €i vzorku hodnotu absorbance slepého pokusu odecist samostatné.
Teprve tehdy je zajisténo, Ze pfi méfeni vzorkl odpovida absorbance pouze stanovované latce.
Hodnota absorbance, a tudiZz i vysledna koncentrace, nebude pak zkreslena jinou latkou, ktera je
soucasti roztoku.

Vysledna hodnota kvantitativniho stanoveni (= zjiStujeme koncentraci, tj. kvantitu) zavisi na presnosti
a peclivosti pfi zpracovani. Pfidani pouze ,pfiblizného” mnozstvi €inidla, nepfesné pipetovani vzorka,
nespravna prace s fotometrem (nepfesné vynulovani, Spinavé kyvety, zbytky koncentrované&jsiho
roztoku v kyveté pfi méfeni roztoki méné koncentrovanych, nafedéni vzork( vodou, ktera zlstala
v kyveté po proplachovani) - to vSe vede k ziskani nepfesnych vysledkd.

http://www.novatin.com/stanoveni-glykovaneho-hemoglobinu/



