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Cviceni ¢.2: STANOVENI KONCENTRACE HORCIKU

TEORETICKA PRIPRAVA NA CVICENI

Hoi¢ik-vyznamny intracelularni kationt. Mg?* jako kofaktor v enzymatickych systémech, jeho
funkce v bufice, vyznam pro organismus. Komplex ATP- Mg*" , piiklady kde piisobi.
Hypermagnesemie, hypomagnesemie — pfic¢iny. Znalost principu spektrofotometrického
meéieni (Lambert-Beertv zadkon a jeho pouziti).

PRINCIP METODY

Hot¢ik ve vzorku reaguje s xylidylovou modii v alkalickém prostiedi, ¢imz vznika barevny
komplex, ktery lze méfit spektrofotometricky. EGTA je obsazena v ¢inidle k odstranéni
interferenci vapniku.

REAGENCIE — slozeni:

Cinidlo (A) : Uhli¢itan sodny 0,1 mol / I, EGTA 0,1 mmol / I, triethanolamin 0,1 mol / 1,
kyanid draselny 7,7 mmol / 1, azid sodny 0,95 g/ L.

NEBEZPECI: Cinidlo zptsobuje t&é7ké poleptani kiize a poSkozeni oli. PouZivejte
ochranné rukavice / ochranny odév. Pfi zasazeni klize (nebo vlast): okamzité odstranit /
odlozit veskery kontaminovany odév. Oplachnéte kiizi vodou / sprchou

Cinidlo (B) : Glycin 25 mmol / L, xylidylova modf 0,5 mmol / 1, chloracetamid 2,6 g / 1.

Piiprava pracovniho ¢inidla — PRIPRAVUIJE VEDOUCI CVICENT: Nalijte obsah ¢inidla B
do reagencniho roztoku A. Mirn€ promichejte. Pracovni €inidlo je stabilni po dobu 15 dnti pfi
2-8°C.

MATERIAL

Neznamy vzorek : Kalibrator Biosystems, hot¢ik neznamé koncentrace (moc)

Kalibrator je vyrobcem dodéavan lyofilizovany a pro pouziti jej budete mit pfipraven t€sné pred
cvicenim rekonstituovanim s deionizovanou vodou podle navodu vyrobce. Doba expirace
rekonstituovaného kalibratoru bude vyznacena na kazdé lahvicce

Rada standardi ho¥¢iku (0.25, 0.5, 1 a 2 mg/dl) ptipravené v mikrozkumavkéach
Reagencie jsou ptipraveny k pouziti.

PRACOVNI POSTUP:

1. Nachystame si pfipravené pracovni ¢inidlo, mikrozkumavky (1,5 ml), nezndmy vzorek a
kalibracni fadu hot¢iku (0.25, 0.5, 1 a 2 mg/dl)

2. Ptipravime 12 mikrozkumavek (1,5 ml), které ozna¢ime 1-12

3. Do mikrozkumavek pipetujeme podle tabulky duplikaty blanku (voda), standardd hot¢iku a
kalibrator (vzdy v 10 pl pfisluSného roztoku). Vzorky doplnime 240 pl pracovniho ¢inidla , a
promichame na VORTEXu

6. Prepipetujeme po 200 pl na ELISA desticku do jednoho fadku

Pi'esun do centralni laboratore

7. Zmétime na ELISA readeru pii 595 nm
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8. Z namétenych hodnot absorbance a zndmych koncentraci hot¢iku vytvofime kalibracni
kfivku a z ni odeCteme koncentraci neznamého vzorku.

Zkumavka | Koncentrace | Asos | Primér | Asos vz- Asos | Naméiena
Mg (osa x) Asos BLANK (0sa y) koncentrace
1 Blank (voda)
2
3 Standard 1
4 koncentrace
0,25 mg/dl
5 Standard 2
6 koncentrace
0,50 mg/dl
7 Standard 3
8 koncentrace
1,0 mg/dl
9 Standard 4
10 koncentrace
2,0 mg/dl
11 Neznamy
12 vzorek

Mg kalibracni primka

0,12

0,1 A y = 5E-05x+ 0,0091
R*=0,9742
0,08 -

0,06 -
0,04 -

Absorbance (AU)

0,02 -

O - T T T
0 0,5 1 1,5 2
Koncentrace Mg (mg/dl)

2. Porovnani s atestem.

Porovnejte vysledek koncentrace hoiciku ve vzorku kalibratoru ziskaného z vasich namétenych
a vypoctenych hodnot z kalibra¢ni pfimky s koncentraci hoi¢iku uvedené v atestu (piibalova
informace pro kalibrator). V piipad¢ odlisného vysledku proved'te analyzu moznych pficin
(napt. chyby pii stanoveni) a uved’te je v zavéru protokolu.

Seznam potirebného vybaveni a chemikalii: Neznamy vzorek , hot¢ik rtizné koncetrace pro
kalibra¢ni kfivku, pracovni ¢inidlo, voda, ELISA reader, pipety, Spicky, mikrozkumavky,
zkumavky, 96 jamkova desticka
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Protokol: - princip, namétené hodnoty, kalibra¢ni kiivka, vypocet koncentrace neznamého
vzorku.

Referencéni hodnoty - ¢lovék:

Magnesemie — sérum, plasma: 0,70-0,98 mmol/l

Hypermagnesemie : pfi¢iny — akutni a chronické selhani ledvin, snizené vyluCovani hoic¢iku,
zvySeny piijem hot¢iku dietou — potravni dopliiky, 1éky, dehydratace

Hypomagnesemie: pii¢iny — onemocnéni srdce, ventrikularni arytmie, gastrointestinalni
malabsorpce, ztrata tekutin

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
pohlceného zareni zavisi na mnozstvi analyzované latky ve vzorku: ¢im vy$8i je koncentrace dané latky,
tim vice zareni je pohlceno. Mnoho latek pfitomnych v biologickych tekutinach (hlavné krvi a moci) je v
klinickych laboratofich analyzovano spektrofotometricky.

Schéma spektrofotometru:

! /

G — 0D .
- O — —> - —
o 0 N
zdroj ¢ocka e
Stérbina ) onochrométor vzorek detektor

v kyveté

Pro spektrofotometrickou analyzu barevnych roztokl se pouziva elektomagnetické zareni v oblasti
viditelného svétla (VIS, A = 400 - 800 nm), zdrojem svétla je Zarovka. Dale je Casté pouZiti ultrafialového
zarfeni (UV, A =190 - 400 nm), kterym mizZeme 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 ur&ité vinové délky se oznacuje jako monochromatickeé.
Ziska se rozkladem polychromatického zafeni (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.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Spektrum
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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. doplfnkovou (komplementarni) barvou k barvé pohicené (viz. sloupec
vpravo):

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
(zelend), propusténé zafeni a tudiz i zbarveni roztoku budou vnimany v barvé Cervené;
puvodni bilé svétlo obsahovalo vSechny vinové délky VIS v urcitém poméru, tento pomeér byl
priichodem svétla roztokem narusen a svétlo tudiz zménilo barvu

e 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 ¢ervenym roztokem pohlcovano

Obr.1 Komplementarni barvy se nachazeji v kolecku 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

-4 -



Biochemie FAF2018_Cviceni ¢-horcik-2.docx

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 zafeni riznych, kontinualné ménénych vinovych délek (viz. Obr.2). Pro vlastni analyzu se
vybira vinova délka, ktera je analyzovanou latkou nejvice pohlcovana.

Rhodamine 123
100, 000

a0, 000 -

G0, 00 -

40,000

Molar Extinction Coefficient

20,000 -
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200 300 400 SO0 a0 700

Wavelength Crml
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 prichodu svételného toku roztokem tak dochazi k jeho zeslabeni, protoze Castice
latek pfitomnych v roztoku &ast elektromagnetického zareni pohlti (absorbuji). Zafeni, 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 = (1/1p) x 100 tj. nabyva hodnot 0 az 100 %

MnoZstvi 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-Beertv zédkon: A=c.l.e nebo T=10¢c!e
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A = absorbance; ¢ = molarni koncentrace; | = délka kyvety, resp. tloustka vrstvy roztoku, kterou prochazi
zareni; e = molarni absorp¢ni koeficient (tabelovana hodnota); T = transmitance; Lambert-Beerlv zakon
plati pro monochromatické zareni a obor nizkych koncentraci, fadové mensich nez 102mol . I,

Z Lambert-Beerova zakona vyplyva, Ze ¢im je koncentrace latky v roztoku vyssi, tim je vyS$i hodnota
namérené absorbance (tj. absorbance je pfimo Umérna koncentraci a naopak). Tato zavislost je linearni,
nebot Lambert-Beerlv zakon pfipomina rovnici pfimky (A =c .l.e = y = kx + g, kde x odpovida
hodnoté c, hodnota l.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, koncentrovanéjsi roztok).
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Obr.3 Zavislost absorbance na
koncentraci

Transmitance (propustnost) je nepfimo umérna koncentraci: &im vy3ssi 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
kfivku. Kalibraéni kfivka (Obr.4) pro fotometricka 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 rtizné koncentraci. Lze je nejlépe pfipravit
naredénim 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
vesly mezi nejnizsi a nejvyssi hodnotu kalibracni kfivky. Vzhledem k tomu, Zze koncentrace nekterych
latek v moci je vysoka, je nutno vzorek moci pfed analyzou 100x nafedit destilovanou vodou. Vysledek
koncentrace x odecteny z kalibracni kfivky je proto nutné vynasobit 100, abychom ziskali skute¢nou
koncentraci této latky v nenafedéné modi.

Vynesenim naméfenych hodnot absorbanci standardnich roztok(i (osa y) proti jejich koncentracim (osa
x) ziskame linearni zavislost mezi absorbanci a koncentraci (viz. Lambert-Beerlv zakon). P¥i
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sestrojovani kalibra¢ni kfivky nepropojujeme jednotlivé body pfimo, ale prolozime jimi pfimku
prochazejici co nejblize vSem bodum. Kalibraéni pfimka by méla prochazet také nulou (prisecikem 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 kalibracéni kfivky
vyneseme do kalibraéni kfivky namérenou hodnotu absorbance neznamych vzorka. Spusténim kolmice
od bodu, kde hodnota absorbance odpovida bodu na kalibraéni kfivce odeteme na ose x hodnotu
koncentrace latky v analyzovaném vzorku.

12 4!‘ -
kalibragni pfimka—— .~

09 o l
S 46l AX=051 |
8 #“m
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koncentrace, mg/L

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

Absorbanci mérime proti tzv. slepému vzorku (= slepy pokus, blank). Jedna se o roztok obsahujici
stejné mnozstvi vSech pfidanych ¢&inidel jako obsahuje analyzovany vzorek (standard nebo vzorek
0 neznamé koncentraci), avSak s vyjimkou vlastni stanovované latky. Pipetovany objem stanovované
latky (standardu nebo modi) nahradime ve slepém pokusu stejnym objemem destilované vody. Vyraz
»,me&Fime proti slepému pokusu“ znamena, Ze fotometr pfed vlastnim mé&fenim absorbanci vynulujeme
na slepy pokus: do kyvety nalijeme tento roztok a namé&fenou absorbanci poloZime rovnou nule. Pfi
méfeni absorbanci standardnich roztokd i vzorkd 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 Cinidla, coz by
bez pouziti slepého pokusu zpUsobilo naméreni faleSné vysSi absorbance a tim i faleSné vySSi 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, namé&fena hodnota absorbance se zapiSe (pro
kontrolu, pfi pfistim méFfeni 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
nameérené absorbance standardu &i vzorku hodnotu absorbance slepého pokusu odecist samostatné.
Teprve tehdy je zajisténo, ze pfi méfeni vzork(l odpovida absorbance pouze stanovované latce.
Hodnota absorbance, a tudiz i vysledna koncentrace, nebude pak zkreslena jinou latkou, ktera je
soucasti roztoku.

Vysledna hodnota kvantitativniho stanoveni (= zjiStujeme koncentraci, tj. kvantitu) zavisi na pfesnosti
a peclivosti pfi zpracovani. Pridani pouze ,pfiblizného” mnozstvi ¢inidla, nepfesné pipetovani vzorkda,
nespravna prace s fotometrem (nepfesné vynulovani, Spinavé kyvety, zbytky koncentrovanéjsiho
roztoku v kyveté pfi méfeni roztokd méné koncentrovanych, nafedéni vzork( vodou, ktera zlstala
v kyveté po proplachovani) - to vSe vede k ziskani nepfesnych vysledku.

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



