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Protokol z praktického cvié¢eni z biochemie

Téma: Bilkoviny v séru a v moc¢i

Uloha 1 - Stanoveni celkové bilkoviny v séru biuretovou metodou
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Reagencie:

K analyze je pouZita komeréni souprava Celkova bilkovina liquid 500 S od firmy Erba-Lachema s.r.o0.

1. Biuretové &inidlo

Siran méd’naty % & 12,0 mmol/I
Vinan draselno-sodny 31,9 mmol/l
Hydroxid sodny 0,6 mol/l

Jodid draselny 30,1 mmol/l

2. Standardni roztoky bilkovin
Standard 1 (S1) 20 g/l

Standard 2 (S2) 40 g/l
Standard 3 (S3) 60 g/1
Standard 4 (S4) 80 g/l
Standard 5 (S5) 100 g/1

3. Vzorek séra o neznamé koncentraci

4. Destilovana voda






Pracovni postup:

Pripravime a oznaCime 7 zkumavek. Napipetujeme do nich prislu$né roztoky dle tabulky:

Zkumavka | Zkumavka | Zkumavka | Zkumavka | Zkumavka | Zkumavka | Zkumavka
Odmeérit 1 2 3 4 5 6 7
v ml Standard 1 | Standard 2 | Standard 3 | Standard 4 | Standard 5 | Neznamy Slepy
20 g/l 40 g/l 60 g/l 80 g/l 100 g/l vzorek vzorek
Standardn 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 - -
roztok 1-5
Sérum
(neznamy = = = - = 0,02 -
vzorek)
Destilovana 3 B _ _ B _ 0,02
voda
Biuretove 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
¢inidlo

Obsah zkumavek promichdme a nechdme 20 — 30 minut inkubovat pfi laboratorni teploté. Chranime pred
plsobenim ptimého svétla. Po skonéeni inkubace zméfime absorbance standardnich roztoka 1 az 5 (,A1¢ a2
,»A5%) a neznamého vzorku (,,A vzorku®) proti slepému vzorku v 1cm kyveté pii vinové délce 540 nm.
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3. Vysledky

0,4l

0,506

Vypocet koncentrace celkové bilkoviny v neznamém vzorku

a) Pomoci kalibraéniho faktoru

Vypocet kalibrac¢niho faktoru

Kalibraéni faktory pro jednotlivé standardy:

Koncenirace standardu 51 af §5
Absorbance standardu &lat A8

FlatF5 =

Napf. pro standard 1:

F1 = koncentrace S1 / absorbance A1l

Fa= 0

0,53/
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Vysledek:

Koncentrace celkové bilkoviny v neznamém vzorku je: 1103 8“ .

¢) Pomoci jednoho standardniho roztoku
Koncentrace celkové bilkoviny (g/l) = F3 x Asorku
Koncentrace celkové bilkoviny (g/l) = /mA(Og ' 0l534 = /104 | L{(o S”

Metoda jednoho standardu se v klinicko-biochemické diagnostice pro svou jednoduchost pouziva
nejcastéji. Moderni automatické analyzatory vypog&itavaji faktor na zaklad& zméteni standardu a
absorbance neznamych vzorki pak prepocitavaji na koncentrace.

4. Zavér

Porovnejte zjiténou koncentraci celkové bilkoviny v nezndmém vzorku s referenénim rozmezim.
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Uloha 2 - Stanoveni koncentrace albuminu v séru
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Reagencie:

K analyze je pouzita komeréni souprava Albumin liquid 500 Bio-La-Test Erba-Lachema s.r.o.

1. Cinidlo
Bromkresolova zelefi 0,21 mmol/l
Sukcinatovy pufr pH 4,2 100,0 mmol/]
Brij 35 2,0 g/l
Azid sodny 0,5 g/l

3. Standardni roztok albuminu (koncentrace je uvedena na §titku)
4. Vzorek séra o neznamé koncentraci

5. Destilovana voda

Pracovni postup:

Pfipravime a ozna¢ime 3 zkumavky. Napipetujeme do nich roztoky dle tabulky:

Odméfit v ml Zkumavka 1 Zkumavka 2 Zkumavka 3
Vzorek Standard Slepy vzorek

Cinidlo 1,0 1,0 1,0

Sérum 0,01 - -

Standard - 0,01 -~

Destilovana voda -~ - 0,01
Obsah zkumavek promichdme a nechdame inkubovat 1-5 minut pti laboratorni teploté.

Zmétime absorbanci séra a standardu proti slepému vzorku v 1cm kyvets pfi 600 nm.

Ao 0(‘ -:tqq 0(‘ QAb 0







3. Vysledky /(\ S(
H szorku
S —albumin (g/l) = —2°™_ .koncentrace standardu
stan dardu

-albumin = 0392 U : |
S-alb W— 5 %{%ﬂ\

4. Zaveér

Porovnejte zjisténou koncentraci albuminu v séru s referenénim rozmeznm
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Uloha 3 - Hodnoceni elektroforézy bilkovin v séru
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Uloha 4 - Kvalitativni stanoveni bilkovin v mo¢i
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Reagencie:
1. Kyselina sulfosalicylova dihydrat 200 g/

2. Vzorek moci s bilkovinou
3. Vzorek mo¢i bez bilkoviny
4. Diagnosticky prouzek s reakéni zénou pro bilkoviny

Pracovni postup:

Zkouska s kyselinou sulfosalicylovou: k asi 1 ml vzorku pfidame nékolik kapek roztoku kyseliny
sulfosalicylové. Sledujeme, zda vznikne zakal ¢i srazenina. Zménu je vhodné hodnotit proti tmavému
pozadi nebo proti strance s textem. Reakci provedeme se vzorkem s bilkovinou a se vzorkem bez

bilkoviny.

Zkouska diagnostickym prouzkem: Diagnosticky prouzek ponofime na 1 s celou funkéni zénou do
vzorku moci. Po vyjmuti poloZime prouzek na savou podlozku, aby se odstranil piebytek mo¢i. Po 60 s
odeéteme zbarveni srovnanim s barevnou stupnici na obalu tuby od diagnostickych prouZku.

Proved’te kvalitativni zkouSky na bilkoviny obéma metodami ve vzorcich mo¢i, vysledky
zaznamenejte a porovnejte.

3. Vysledky

Zkouska Vzorek moci s bilkovinou | Vzorek mo¢i bez bilkoviny
S kyselinou sulfosalicylovou | < lﬁJAm e ) ez or.
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Uloha 5 - Kvantitativni stanoveni bilkovin v mo¢&i

1. Princip Qlohy
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Pro analyzu je pouZita komeréni souprava Celkova bilkovina 600 M firmy SKALAB Svitavy qu 6@“\‘1\/\

2. Provedeni

Reagencie:

1. Pufr
Benzoan sodny ¢ 6,94 mmol/l
Kyselina jantarova 100,0 mmol/I
Molybdenan sodny 0,12 mmol/l
Stavelan sodny 2,09 mmol/l
Detergenty a stabilizatory

2. Chromogen
Pyrogallolova ¢erveii 0,14 mmol/l

Stabilizatory
3. Standardni roztok bilkoviny (koncentrace je uvedena na $titku)
4. Neznamy vzorek modi
Pracovni postup:

Pfipravime a ozna¢ime 3 zkumavky. Napipetujeme do nich roztoky die tabulky:

Odméit v ml Zkumavka 1 Zkumavka 2 Zkumavka 3
Vzorek Standard Slepy vzorek
Mog 0,03 - -
Standard - 0,03 -
Destilovana voda - - 0,03
Pufr 0,5 0,5 0,5
Chromogen 0,5 0,5 0,5
Obsah zkumavek promichame a nechame inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté. Zméfime
absorbanci vzorku moci a standardu proti slepému vzorku v 1cm kyveté pti vinové délce 600 nm.
Ao 0,502 0,6/ 0







3. Vysledky

Koncentrace bilkovin v mo¢i (U-protein): I ? 3‘ ‘
/

A
U-protein(g/l) = ki .koncentrace standardu
stan dardu

- i =0—"‘50L . = . "\
U-protein 0634 ©L A‘ng\

Ztraty bilkevin moéi za 24 hod (dU-protein):

dU-protein (g/24 h) = U-protein (G/l) - diuréza (1/24 h).

dU-protein = 4‘50( ﬁ\/\-A‘SK :Z{% q{IZL\hOOk
!

4. Zavér

Interpretujte naméfené hodnoty.
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Uloha 6 - Hodnoceni elektroforézy bilkovin v moéi

1. Princip ulohy
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2 Proveden

Reagencie a pomiicky:

. pristroj QuikRead
. programova karta

. pufr

. ¢inidlo (obsahuje latexové castice s protilatkami proti CRP; stabilizator: azid sodny ¥)
. odbérové kapilary a pisty

. kyvety

. pero a sterilni jehly pro odbér kapilarni krve

. dezinfekce a ¢tverecky buni€iny

. nadoby na biologicky odpad

O 00~ O L AW N -

Pracovni postup:

1. Zapnéte turbidimetr QuikRead. Start a automaticky test pfistroje trva asi 2 minuty, poté se na
displeji zobrazi ,,Nactéte kartu“. Protdhnéte magnetickou kartu §térbinou (magnetickym prouzkem
doli a k sob¢; lhostejno, jakym smérem). Na displeji se objevi ,,Pfipraven k méfeni — CRP*.

2. Stisknutim tlacitka davkovace odméite do specialni kyvety 1 ml pufru.

Odbér vzorku kapildrni krve
3. Do odbérového pera vlozte sterilni jehlu. Jeji kryt otocte a sejméte. Nasad’te kryt pera, nastavte
hloubku vpichu (obvykle €. 3). Pero natahnéte vytazenim zadni ¢asti (ozve se klapnuti).

‘-a,

4. Dezinfikujte btiSko prstu. Pravakim se krev obvykle odebira ze strany 3. ¢i 4. prstu levé ruky.
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5. Pripravte si odbérovou kapilaru: do konce oznateného modrym pruhem zasuiite ¢erny pist az
k bilé hydrofobni zatce.

6. Provedte vpich perem. Prvni kapku krve setiete, pak odebirejte kapilarni krev do kapilary az po
bilou zatku. Krev vzlina kapilarnimi silami, s pistem neni tfeba hybat. Odbér Ize usnadnit
kompresi prstu.

7. Zastavte dal3i kapilarni krvaceni pfiloZzenim buniciny s dezinfekci.

Priprava vzorku k méfeni
8. Ponoite kapilaru do odméteného pufru v kyveté (viz bod 2} a stisknéte pist az na doraz. Krev se
vytlaéi do kapildry, bila zatka v kapilare zdstane.

9. Kyvetu uzaviete patronou s ¢inidlem — NEmackejte modrou ¢ast patrony.

10. Pufr s krvi protfepejte. Kyvetu neobracejte dnem vzhiru. Pockejte, az bude vzorek zcela Ciry.

11. Kyvetu vlozte do turbidimetru. Vystupky na kyveté zapadnou do ,.kolejnic¢ek® v prostoru pro
kyvetu. Na displeji se objevi ,,Méfeni blanku* a zaéne se odpocitavat cas (40 s).

Méreni

12. Na displeji se objevi ,,Pfidejte ¢inidlo*. Ponechejte kyvetu v pfistroji a stisknéte
modrou ¢ast patrony s ¢inidlem.

13. Okamzité vyjméte kyvetu, otocte ji nékolikrat dnem vzhiru a obsah razantné
protiepejte.

14. Jakmile se na pfistroji objevi ,,Vlozte kyvetu®, vratte kyvetu do pfistroje. Prodleni v tomto kroku
vede ke zru$eni méfeni!

15. Na displeji se objevi ,,Probiha méfeni. Po dvou minutach se na displeji zobrazi koncentrace CRP
ve vzorku v mg/l.

16. Uzavienou kyvetu a pouzitou odbérovou kapilaru s pistem vyhod'te do uréené nadoby na
biologicky odpad. Jehlu z odbérového pera vyhod'te do nadoby na ostry biologicky odpad.

3. Vysledky
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4. Zavér

Srovnejte naméfenou koncentraci S-CRP s referenénim rozmezim.
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Protokol z praktického cviceni z biochemie

Téma: Hemoglobin a jeho derivaty

Uloha 1 Stanoveni koncentrace hemoglobinu v krvi
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Reagencie:

60%
1. Kyanidové ¢inidlo™ @ T

hexakyanozelezitan draselny 0,20 g;
kyanid draselny 0,05 g.
dihydrogenfosforeénan draselny 0,14 g;
voda do | 000 ml

2. Standard @T Q\j(gb/ [(O(M/[’{VQCQ

(roztok hemiglobinkyanidu obsahujici znamou koncentraci hemoglobinu v kyanidu
draselném 0,77 mmol/l, hexakyanozelezitanu draselném 0,61 mmol/l a fosfore¢nanovém
pufru 1,03 mmol/l (koncentrace je uvedena na §titku)

3. Nesrazliva krev — neznamy vzorek Infekéni material

Pracovni postup:

Do zkumavky odmérime davkovacem 5,0 ml kyanidového €inidla, pfidame 0,02 ml
krve, picku jesté trikrat proplachneme kyanidovym cinidlem a obsah zkumavky promichame.
Po 10 minutach zméfime absorbanci vzorku proti kyanidovému &inidlu pfi 540 nm. Zbarveni
je stalé nejméné 24 hodin. Déle zméfime absorbanci standardu, ktery je pfipraven v kyvetdch
u spektrofotometru

Ukol:
Ve vzorku krve stanovte koncentraci hemoglobinu (vypocet proved’te obéma zplisoby)
a porovnejte ji s referenénim rozmezim.
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Vysledky:

Avoke = M.

A standardu = - .Q( M&

Vypocet:

a) pomoci molarniho absorpéniho koeficientu

A x Mr x redéni vzorku

B-Hemoglobin (g/l)

g * §ife kyvety

WMW{G{A%@C\

Po dosazeni koeficient(:

1,61 x lO)redem
B-Hemoglobin (g/l) =

1,1 x 10°x 10

B-Hemoglobin (g/I)

1,1 x 10°x 10
B-Hemoglobin (g/l) = /ﬂ%ﬁ
b) postup se standardnim roztokem
A vzorku
B-Hemoglobin (g/l) = ———— X Cgandarau * TFedé€ni vzorku
A standardu

BYRAR
B-Hemoglobin (g/l) = —O-—— x O:}’ﬁg x 250

B-Hemoglobin (g/l) = 4161(”-:\'
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Uloha 2 Priikaz krve a krevniho barviva v mo&i
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Reagencie:

1. O-tolidin (3.3'- dimethylbenzidin) T 'v"‘ N
2. Heitz-Boyerovo ¢inidlo (bezbarvy redukovany fenolftalein v alkalickém

prostfedi, uchovavan s nékolika granulemi Zn) x i
)

talc

3. Kyselina octova koncentrovana
=
Lo

4. Peroxid vodiku (30 g/1)

. Ethanol ﬁ F
Diagnostické prouzky hemoPHAN nebo nékteré polyfunkéni diagnostické prouzky
(Erba Lachema s.r.o0.)

7. Mo¢ — vzorek s krvi Infekéni material

normalni mo¢ Infekéni material

o W

Pracovni postup:

»Benzidinova“ zkouska

Nékolik zrni¢ek o-tolidinu rozpustime asi ve 2 ml ethanolu a okyselime
koncentrovanou kyselinou octovou. Pridame asi 2 ml peroxidu vodiku (roztok nesmi zmodrat)
a poté asi | — 2 ml vzorku mo¢i s krvi. Pozitivnim vysledkem je modré az modrozelené
zbarveni vzorku. Stejnou reakci provedeme i se vzorkem normdlni mo¢i. Zkousku s o-
tolidinem provedeme také s povarenym vzorkem moci s krvi, ktery pred reakci ochladime.
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Heitz-Boyerova zkouska

Ve zkumavce smichdame asi | ml vzorku mo¢i s krvi se stejnym dilem Heitz-Boyerova
¢inidla. Opatrné prevrstvime po sténé zkumavky peroxidem vodiku. V pfitomnosti
hemoglobinu vznikne na sty¢né ploSe ¢ervenofialovy prstenec. Reakci opakujeme se vzorkem
normalni mo¢i.

Prikaz krve diagnostickymi prouzky

Prouzek ponofime do vysSetfované moci. Otfenim o okraj nadoby odstranime
pfebytenou moé¢ a asi po 60 s hodnotime vzniklé zbarveni srovndnim s barevnymi
srovnavacimi stupnicemi pro detekci intaktnich erytrocytii — tec¢kovand stupnice a volného
hemoglobinu — homogenné zbarvend stupnice. Diagnostickym prouzkem vySetfime vzorek
moci s krvi i vzorek normalni mo¢i.

Ukol:
Ve vzorcich moé¢i proved’te vySe uvedenymi zpusoby priikaz krve.
Vysledky:
Zkouska Vzorek moéi s krvi Vzorek normalni moci

e . Nepovarena mo¢: ¢ (l"(WI\ (ﬂ/ ]
..Benzidinova* zkouska Povatend moé: & (ﬁum jdx(ﬁ(/u

Heitz-Boyerova zkouska &\UMQW l({\mﬁ\mm QQdMQ ZMW@(M

Diagnosticky prouzek @\réd\/!e WO ‘IMUU/]\ 50 ( —@{O}&UW Z,k},\u
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Uloha 3 Priikaz krve ve stolici — okultni krvaceni (Demonstraéni iiloha)
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Uloha 4 Spektrofotometrlcke vysetrem hemoglobinu a jeho deriviti
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1. HexakyanoZelezitan draselny K;[Fe(CN)g] S?“V-*‘Oéc’h mifhe M‘ﬂm Vaouy\ewro V( (ee % spetty

% 280de odeen’ pesunu, dosonRyilio Nage, Feddie Bue. o) b&am

2. Dithioni¢itan sodny Na;S,04 ?03‘”’\ Akl v W*V\k ¢ 200 %Vla pomx, COHo & 020 12 oy

3. Nefedéna nesrazlivé krev Infekcni material

4. Nefedéna nesrazlivé krev sycena CO Infekéni material

Pracovni postup:
U jednotlivych derivatii hemoglobinu proméiime absorpéni spektra v rozsahu
vinovych délek od 500 do 600 nm. Spektrofotometr vynulujeme proti destilované vodé.

Oxyhemoglobin (O;Hb)

Prevazuje ve vzorcich krve stojicich na vzduchu. Ke 4 ml destilované vody pfidame
0,02 ml krve a proméfime absorpéni spektrum. V piipadé vysokych absorbanci miizeme
zvolit vyssi fedéni.

Deoxyhemoglobin (Hb)

Piipraveny vzorek oxyhemoglobinu zredukujeme pfidanim malého mnoZstvi (Spicka
1zicky) dithioni¢itanu sodného a po 2 — 5 minutdch zméfime spektrum. Porovname vysledky
méieni O.Hba Hb a téz si v§imame zbarveni vzorkd.

Hemiglobin (methemoglobin)

Ke 4 ml destilované vody pfidame 0,02 ml krve a jako oxida¢ni ¢inidlo velmi malé
mnozstvi hexakyanozZelezitanu draselného. Asi po 5 — 10 minutdch zméfime spektrum a
porovname je s hodnotami ziskanymi meéfenim oxyhemoglobinu. Zaznamendme zménu
zbarveni. Poté roztok hemiglobinu zpétné¢ zredukujeme pfidanim malého mnozZstvi
dithioni¢itanu sodného. Pozorujeme zménu zbarveni a opét zmérime spektrum.

Karbonylhemoglobin

Ke 4 ml destilované vody pfiddme 0,02 ml krve sycené CO. Hodnotime zbarveni a
proméfime spektrum. VS§imame si posunu vrcholi spektra pfi vinové délce 570 nm ve
srovnani s oxyhemoglobinem, ktery ma vrchol pii 578 nm. Tohoto posunu se vyuziva pfi
stanoveni koncentrace karbonylhemoglobinu v krvi pti otravach CO. Pfidanim dithioniéitanu
se COHb nepievede na Hb (karbonylhemoglobin je stabilni).

Ukol:

Zakreslete absorpéni spektra piipravenych derivati hemoglobinu. Do tabulky zapiste
absorpéni maxima pro jednotlivé derivaty hemoglobinu a porovnejte, zda odpovidaji
literarnim Gdajum. V piipadé, ze nebylo méfeno kontinualni spektrum, zapiste do tabulky
hodnoty absorbanci pro uvedené vinové délky.







Téma — Hemoglobin a jeho derivaty

e T =
Vysledky: / ™,
CRRAJA: \
o b
VInova délka O,Hb HB‘/ MetHb MetHb—Hb COHb . | COHb—Hb
Y, P « % /o X
500 0,54 Ul‘m —0,20% Uy STV 0,228 0,244
510 0, 345 0,34 0,446 0285 0208 | 020
520 0,331 0,288 0 AL 0,40’ 0,1 0,406
530 0,428 0,324 QA3 (43K 0,366 0524
540 0442 0,52 0430 0444 WA 0,59¢
550 0,44 0,289 0 ASA 05% | 053} 0,58,
560 0,35% 0,2+ 0 A% O}\SZ?’ 0,53% O‘M 6
570 0,42 Q5 042X 084 | bMY 0,544
580 0,433 0,ZHY 013 oA [ 03%% (), 40K
590 U, 234 0402 0426 O BT [ 03 0255
600 0, A 0 0.4y 0,2 0, ASI% 0462
_ { -
zoarvent | V. | 100U | Stdoate o polednt (koo 02
Absorpeni | 540 aw - O | 523K -033Y | 544nm - ORY | 5L -0 St | 5BHAM - 0544, 54 sl
maxima (1) |53m - 0,483/ 530w~ 0 2 5o (’)(Ml

Absorpéni spektra vybranych derivati hemoglobinu

e Absorbance |A] O?QP\VA :
. ORRPUAY
ul - Mooty v oY Foﬂb |
2 ——3deonyiin |
el X Y et k! )
(=500 4o vedu(oun
04 - WA «mwa%

0,3 -

0,2 -

0,1 -

Wavelength [nm|
0,0

500,0 52I0 0 54'0 0 566 0 586 0 60;) 0 622) 0 646 0 66]0 0
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Uloha 5 Orientaéni stanoveni karbonylhemoglobinu v krvi

Princip: O\ignlatne, Zf L()\\OOV\&W‘M O\O\V\ 9‘(@[\0\&* Veam ¢ JrQV\iJffh@M MOO
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Reagencie:

|. Tanin

2. Redéna krev Infekéni material

3. Redéna krev sycena CO Infekéni material

Pracovni postup:

Zkouska na pritomnost karbonylhemoglobinu s taninem

Ve zkumavce smichame 0,2 ml fedéné krve a 1,0 ml taninu, v dalsi zkumavce
provedeme totéz s krvi sycenou CO. Obé zkumavky protiepeme a po | hodiné odecteme
zbarveni srazeniny. Krev bez CO dava hnédosedou srazeninu, krev obsahujici CO srazeninu
cervenou.

Ukol:
Ve vzorku normalni krve a krve obsahujici CO proved’te zkousku s taninem.
Porovnejte vznikla zbarveni.

Vysledek: ‘
Redan ey ~ iedo - xedo T 2LOsON
Tedel w +(0 - &3&% CexUAMQ

Zavér:
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Uloha 6 Pulzni oxymetrie — modelovy pokus

Princip: “Ma y ‘1(0 duo. 25 Q[AV\\ P(QV\(X ?N‘mm %0\} L)QO\\OK\L@@\GC(A Obw(m S@GQ
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Reagencie: /9
1. Vzorek nafedéné krve s vyssi saturaci kysliku — vzorek 1 Infekéni material

2. Vzorek natedéné krve s niz§i saturaci kysliku — vzorek 2 Infekéni material

3. Slepy vzorek — plazma nafedéna ve stejném poméru jako vzorky krve Infekéni material

Pracovni postup:

V nasi uloze se soustredime na spektralni stranku pulzni oxymetrie. Pfistroj vynulujte
na pfipraveny slepy vzorek (nafedéna plazma). Budeme mit k dispozici dva vzorky krve.
Hodnoty absorbance ziskané mérenim vzorku s vys$s$i saturaci kysliku budou v experimentu
nahrazovat pulzujici slozku absorbance. Hodnoty absorbance ziskané méfenim krve s nizsi
saturaci kysliku budou predstavovat statickou slozku absorbance. Vzorky a slepy vzorek jsou
pripraveny v kyvetach u spektrofotometrt.

Ukol:
U obou vzorkii zméite hodnoty absorbanci pii 660 nm a 940 nm. Vysledky zaznamenejte
do tabulky.

Vysledky:
Vzorek Aso Agso
Vzorek 1 ()' /160\ O( Z@}
Vzorek 2 0(2_/((& 0,237
Vypodet:

3. < 422- 25. 065
Nameérené hodnoty dosad’te do vzorce a vypoctéte hodnotu R:
A660 vz 1 0 ! Iubq 502" I(Qb*qg
Agso vZ 2 Q)\?«AO\ 0\’.}}

R= A l = < = \() GJE,’
940 VZ Ql 284 ,1( ,10\ {
A940 vz 2 ()\29}

Hodnotu saturace krve kyslikem zjistéte z kalibraéni kfivky nebo z rovnice:sO, = 122 — 25 x R.
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Uloha 7 Stanoveni koncentrace Zeleza v séru kolorimetrickou metodou

d gp . . -
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Reagencie: LR el

K analyze je pouzita komeréni souprava Bio-La-Test Zelgo PST firmy Erba Lachema s.r.o.

1. Pracovni roztok x M N

3-(2-pyridyl)-5,6-bis-(4-sulfofenyl)-1,2,4-triazin dvojsodna stl
(ferroZin - PST) 1,15 mmol/l;

thiomodovina 11,90 mmol/l;

kyselina askorbova 85,80 mmol/l;

kyselina chlorovodikova 1,6mmol/I]

(koncentrace odpovidaji hodnotam v reakéni smési)
]

=
2. Kyselina chlorovodikova = C (0,08 mmol/l)

3. Standardni roztok Fe?* (koncentrace je uvedena na ititku)
4. Sérum — neznamy vzorek Infekéni material

c
Pracovni postup: Z—O{UAM((

Zkumavka 1 Zkumavka 2 Zkumavka 3 Zkumavka 4

Odmérit v ml:

Vzorek séra Standard Slepy vzorek 1 [ Slepy vzorek 2
Sérum 0,5 - - 0,5
Standardni roztok - 0,5 - i
Deionizovana voda - - 0,5 )
HCl : . . 15

Pracovni roztok 1,5

Absorbance q%g -O(/{% O, O(OX 0{4 db

Zkumavky nechame inkubovat 15 minut pfi pokojové teploté a pak zméfime
absorbance vzorku, standardu a slepého vzorku 1 a 2 proti destilované vodé v 1 cm kyveté pfi
550 nm.
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Ukol:

Ve vzorku séra stanovte koncentraci zeleza a vysledek porovnejte s referenénim

rozmezim.
Vypocet:

Koncentrace zZeleza v séru (S-Zelezo):

A vzorku sera = (A slepeho vzorku 1 +A slepeho vzorku 2)

S-Zelezo (umol/l) =
Aslandardu - Aslcpeho vzorku |

% C standardu

Sedezotmol) = o IR 0.

S-Zelezo (umol/l) = %gkg
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o.

Navod a protokol z praktického cviceni z biochemie

Téma: Sacharidy

1. Reakce sacharidu

Molischova reakce

Prmclp ﬂO[ASﬁ"IWO\ renlce AC
NW\ mw WWQ 2 mongsadt

Vouslou o Sochat
wob; NGOy B \1600 b obomiS it} pliadatiiy Voncauliouane 4,30,

\EM“M le ()MMW\ \L M’W oo gho dexwm Vowdﬂ/\w} S o olebalomi
wqg‘%o(u o ) W\ se_avéln 0\)&0 V\e\oo \dlu W&o e &;ede)m
1ozSepain 9 yogdnu ) uo;ag Wv & awe o
Reag)enge ﬂ]?fo 0 d Vcag(& dASac\AO\\l(aM a PO(QX : f@hﬂt@j& &M@L
a) Roztoky sachari
Glukodza 10 g/l del “\ QVOWWZ@M(W\ VeQ\[uM/\ ee Vo
Maltéza 10 g/ {dou) azdn.
Sacharo6za 10 g/l &
b) Molischovo ¢inidlo:
roztok a—nlﬁolu 100 g/l v 96 % ethanolu
a-naftol
ethanol
¢) Koncentrovana kyselina sirova CT
Pracovni postup:
Do zkumavek podle tabulky pfipravte nasledujici reakéni smési:
Zkumavka 1 Zkumavka 2 Zkumavka 3 Zkumavka 4
GLUKOZA MALTOZA | SACHAROZA | SLEPA ZKOUSKA
Glukéza ccal ml - - -
Maltéza - cca 1 ml - -
Sachar6za - - cca l ml N
Destilovand voda - - - cca 1 ml
Molischovo ¢&inidlo cca 2 kapky cca 2 kapky cca 2 kapky cca 2 kapky
Obsah ve zkumavkach promichame. Poté opatrné podvrstvime koncentrovanou kyselinou sirovou.
V piitomnosti sacharidu se na styéné plo3e vytvofi fialovy prstenec.
-, \ o y { { \
Visltek Jolou yt &\almu e oot aede ve2ogu
' ™ ) N

Zavér a zdivodnéni vysledki:
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Bialova reakce

Princip: M()\}a \eaVee se m U Odgl:;;“ i od \AQ)(?Z\Y’
Z poloz (oldoe Wao Uekod uzm ! chitveotAlcom o\ Ve '3
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-ﬂaozgétz wick dua,mu uzw‘(a 5-hyghe v»eA odliwe bowvany -Zluke 0z
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Reagencie:

a) Roztoky sacharidli
Xyléza 10 g/l
Glukoza 10 g/l

b) Bialovo ¢inidlo:

0,3 g orcinolu ve 100 ml 30 % HCl a 5 kapek FeCl; 100 g/l c

Pracovni postup:
Do zkumavek podle tabulky pfipravte nasledujici reak&ni smési.

Zkumavka 1 Zkumavka 2 Zkumavka 3
XYLOZA 5 GLUKOZA SLEPA ZKOUSKA
Xyldza cca 5 kapek = -
Glukéza - cca 5 kapek -
Destilovana voda - - cca 5 kapek
Bialovo ¢inidlo ccal,5ml cca 1,5 ml cca 1,5 ml

Zkumavky vlozte do horké vodni 1azné a sledujte zménu zbarveni.
Po 2 - 3 minutach odedtéte vysledky.

(
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Zavér a zdivodnéni vysledki:
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Selivanova reakce

Princip: MMMWO\ veolce S\m L VO&M( Q‘dO“UéJ’ZO\ \(@20»\93(6%

OdRen! ootz o Veddiee \e 2ioZamo o 2w wekosh i e g
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‘Deplok podulhe S who vl twdowol. tondaieig. © vsadiolom
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Reagencie: ‘DUOCMO\W dﬂm o llohevoan \'ﬂvé MUE\ WUQ"\N\A “(’&m

a) Roztoky sacharida e o' musd 0\0(1,4- 20 ué\fm 10240. Holo
chica ' 1001 (f i i | et N
Sacharéza 10 g/l wez (o VBKOZIA((Q)& e SJEUW)W‘ S QUMEM\ Q@ e, \Iﬁh{ﬂj

b) Selivanovo ¢inidlo:
roztok resorcinolu 5 g/l v kyseliné chlorovodikové 200 g/l

resorcinol n

kyselina chlorovodikova s ¢

Pracovni postup:
Do zkumavek podle tabulky pfipravte nasledujici reakéni smési.

Zkumav'ka 1 Zkumavl’(a 2 Zkumavkg 3 Zk’umavka t}
GLUKOZA FRUKTOZAK SACHAROZA | SLEPA ZKOUSKA
JA Al
Glukodza cca 0,5 ml - - -
Fruktéza - cca 0,5 ml - -
Sacharoza - - cca 0,5 ml -
Destilovana voda - - - cca 0,5 ml
Selivanovo ¢inidlo cca 1,5 ml cca 1,5 ml cca 1,5 ml cca 1,5 ml

Zkumavky vloZzte do vrouci vodni ldzné a sledujte zménu zbarveni,
Po 1 — 2 minutdch odectéte vysledek.

i 208 | o 2. ot e ezl

Zavér a zduvodnéni vysledkii:
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Reakce s Schiffovym €inidlem

Princip:fallce. 3 St doaln dviden s ozl po dliaz uoi a&w
Sd&égm twidlo e v a\oumoexteaéh wewm ‘MU\ L i, wii:ém
oo BIETHON - ) o s: ad;g&\m ool u(m o&()n ally w ol

‘%(1« N

\’cdww 0\ 210N 6 bezloowu vo Py
b «uﬁw S ol i, smo?é\tkm % wdze. o aldeluydoy
fis i FR L i
“‘MS ot Mﬁ%“w W 2 ol odu\.wo )
eagencie: \“ﬂd N QMP‘“& (%)P?’
a) Roztoky sacharidi
yGlukc’>za 10 gl yeoiomu. Cimc iﬂx e, U{M ZWA\\Q O (eolcee de%

Frukt6za ii
b) Formaldehyd ngl-

¢) Schiffovo €inidlo (fuchsin odbarveny hydrogensiti¢itanem sodnym) B]

Pracovni postup:

Do zkumavek podle tabulky pfipravte nasledujici reakéni smési.

Zkumavka 1 | Zkumavka 2 Zkumavka 3 Zkumavka 4

GLUKOZA | FRUKTOZA | FORMALDEHYD | SLEPA ZKOUSKA
Glukéza cca l ml - — -
Fruktéza - cca |1 ml - -
Formaldehyd - - cca l ml -
Destilovand voda - - - cca l ml
Schiffovo ¢inidlo cca 2 kapky cca 2 kapky cca 2 kapky cca 2 kapky

Obsah ve zkumavkach promichejte a odectéte vysledek.
- e \ .
Vysledek 9, (e -\l kﬂ\w - AOL
~E ‘L__li

Zavér a zdivodnéni vysledkii:

bowg.

¢ 2Alimouee 3 ydo e |

Peomey  qlde M%ioué iy - une oomeet Seliddoun wnidly

Potadli poue

L dna, ga&w







Benedictova reakce

Princip: Beaedltoe, wealoe Yozt « dblazn odokdl S weduci viedesiim.
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& Roztoksz]zlilck};aZr;du 10 g/l ?oz‘fﬂ'NV\\ ZVG.EMU W . &V\Q S((XL{{}/\( o redulenimg
Malt6za 10/ (nlly W ud \t\& ol
o 901 gygg&% % i ke . o e

il deém [
b) Benedictovo &inidlo: } m Uﬂ H&ﬁ( 'k' Pw\ld/l

CuS0O, 5 H,O 17,3 g se rozpustz asi ve 100 ml estzlovane fy.
Na;CO; 100 g a citronan sodnyl73 g se rozpusti asi v 700 ml destilované vody.
Oba rozto?z se smisi a objem se doplni destilovanou vodou do 11

CuS0O,

Pracovni postup:

Do zkumavek podle tabulky ptipravte nasledujici reakéni smési.

Zkumavka 1 | Zkumavka 2 Zkumavka 3 ﬁ?&a&k}:ﬁ Zkggggi‘l >

GLUKOZ?-D MALTOZ% SACHAROZ<% ASKORBOV ‘€> ZKOUSKA
Benedictovo ¢inidlo cca l ml cca l ml cca | ml cca 1 ml cca | ml
Glukéza cca 4 kapky - - - -
Malt6za - cca 4 kapky - - -
Sachardza - - cca 4 kapky - -
Kyselina askorbova - - - cca 4 kapky -
Destilovana voda - - - - cca 4 kapky

Obsah ve zkumavkéch promichejte a vloZte do vrouci vodni 1azné.
Po 3 — 4 minutach odectéte vysledek. Hodnotime zménu zbarveni a vznik sraZeniny.

Vysledek
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Barfoedova reakce

Princip: fomod, &0w o\()\a vmm rodXuy C\M-e_
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a) Roztoky sacharidi v
Glukéza 10 g/]
Fruktéza 10 g/1
Maltéza 10 g/l
Sacharéza 10 g/

b) Barfoedovo &inidlo:
13,3 g neutrdiniho krystalického octanu médnatého rozpustime v 200 ml destilované

vody, prefiltrujeme a pFidame 1,8 ml ledové kyseliny octové

Gﬂ
ledova kyselina octova &/c

octan médnaty

Pracovni postup:

B2
n 2N

Do zkumavek podle tabulky pfipravte nasledujici reakéni smési.

Zkumavlga 5
Zkumav’ka 1 Zkumavl;a 2 Zkumav’ka 3 Zkumavkgi 4 SLEIZA
GLUKOZA FRUKTOZA MALTOZA | SACHAROZA | ZKOUSKA
Glukéza cca 0,5 ml - - - -
Fruktdza - cca 0,5 ml - - -
Maltéza - - cca 0,5 ml - -
Sachar6za - - - cca 0,5 ml -
Destilovana voda - - - - cca 0,5 ml
Barfoedovo ¢inidlo ccal ml ccal ml cca l ml ccal ml cca 1l mi
Zkumavky vlozte do vrouci vodni lazné.
Po 3 — 4 minutach odettéte vysledek.
P — N X ‘ . = gl (
VYsledek A90zalino, | SO, & ezl © uet W |2 g s,

Zavér a zdivodnéni vysledki:
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Reakce na priikaz S§krobu

Princip: Pl A0z Ihovin <o mZUO. \ea\loe. o Luﬁ)(g% N MO%(OV@M

[0, (ol i@ Wou, 2¢ sowdshd M\&W@WO\ v " B
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D RoadhA RN e %i@wgw kOl ceseilvee’ Yz cevad showent
Glukéza 10 g/l
I}/Ia;l;coza 10 g/l 4 ('b 'wbduuu MGOU [Mﬂ\a a}lMM'eMO
b) Lugo]sfll(v rgztok: o ﬁdﬂ&ﬂd’l& dete fercae. &BW‘M 3 Mw\ ?t%élu%
EN QE oexeng | Wﬁ'\m NS W\fﬂ()\&/\\
Wneeadvock i’&
- Sk

-2 vealed mono- a haudll ¢ L b
Pracovni postup: WC\M Vleaa’pﬂzt V(, ANAne, MW()J\%) (g

Do zkumavek si podle tabulky pfipravte nasledujici reakEni smési.

roztok jodu 3 g/l v roztoku jodidu draselného 50 g/l

jod c T

Zkumav'ka | Zkumav,ka 2 Zlgumavka 3 Zkymavka 4}
GLUKOZA MALTOZA SKROB SLEPA ZKOUSKA
Glukoza ccal ml - - -
Maltdza - cca 1 ml - -
Skrob - - cca | ml -
Destilovana voda - - - ccalml
Lugoliv roztok cca 2 kapky cca 2 kapky cca 2 kapky cca 2 kapky
Obsah ve zkumavkach promichejte a odectéte vysledek.
(
Vysledek @ , a . mm}\u\ %’
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2. Analyza neznamého vzorku

Reagencie
a) Molischovo €inidlo e) Barfoedovo ¢inidlo
b) Selivanovo ¢inidlo f) Lugoldv roztok
¢) Bialovo €inidlo g) Koncentrovana kyselina sirova
d) Benedictovo ¢inidlo h) Neznamé vzorky sacharidi

S nezndmym vzorkem provadéjte postupné€ reakce podle niZe uvedeného schématu. Dopliite
do ného vysledky. Na zékladé provedené analyzy bliZe charakterizujte neznamy vzorek, napt. zda se
jednd o redukujici sacharid ¢€i neredukujici, hex6zu nebo pentézu apod.

Neznamy vzorek

Molischov:a zkouska %‘(@Z Sldj\ﬂ\ltdﬁ« ‘M&th &Q\m‘& P‘MMC/
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3. Tenkovrstevna chromatografie sacharidu

Princip: ken\‘touwgwm C‘I\\J 04\( \e qd W 2 \MM bw@(ﬂ%ﬁ)\ P&\ oML %dAO\V\m.
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Standardy ~ vodné roztoky ga aktozy, maltozy a laktozyN 0 g/l
Neznamy vzorek

b) Ethylacetat- 'Z]i

c) Isopropanol L& F
d) Difenylamin
e) Anilin .T [ 2N

f)  Kyselina fosfore¢nd 85 % c
g) Aceton F

Detekéni ¢inidlo:
4 g difenylaminu, 4 ml anilinu a 20 ml 85 % kyseliny fosfore¢né se rozpusti ve 200 ml acetonu.

Pracovni postup:

1. P¥iprava vyvijeci smési
Do chromatografické komory odméfime 15 ml ethylacetitu, 12 ml isopropanolu a 3 ml destilované
vody, uzavieme a promichdme. Komoru nechame asi 15 minut sytit. Pracujeme v zapnuté digestofi.

2. Priprava desky a nanaSeni vzorki

Na desku Silufolu o Sifce 7,5 cm vyznaéime tuzkou asi 1,5 cm od dolniho okraje 4 body nanaSek
(starty). Vzdalenost mezi nimi je asi 1,5 cm. Na hornim okraji desky nad pfislu§nymi starty ozna¢ime
kédy nana$enych latek. Do 3 oznaCenych starti nanaSime asi 5 pl standardnich roztoki galaktdzy,
maltézy a laktozy, do 4. startu nezndmy vzorek. Velikost nanaSek by neméla ptekrocit 0,5 cm. Starty
nechame dobfe oschnout.

3. Vyvijeni

Desku opatrné vlozime do chromatografické komory s pfipravenou vyvijeci soustavou a ihned
uzavieme. Starty nesmé&ji byt ponofeny. Chromatogramy nechame vyvijet cca 1,5 hodiny. Poté desku
vyjmeme a vysu$ime v su$arné vyhtaté na 85 °C.

4. Detekce

VysuSenou desku postiikdme detekénim ¢inidlem a pak vloZime opét na 2 — 3 minuty do vyhfaté
suSarny. Po zahfati vystoupi barevné skvrny cukri. Detekci provadime v zapnuté digestofi.

V laboratofi nesmi hofet otevieny plamen!






Vyhodnoceni:

1. Zakreslete schéma chromatogramu. Zaznamenejte zbarveni skvrn, uréete hodnoty Ry vzorkl

sacharidl a vysledky zapiste do tabulky.

2. Porovnanim hodnot R¢ skvrny neznamého vzorku s Ry standardii uréete sacharid v nezndimém

vzorku.

Schéma chromatogramu:

ob» 00 ollow oo vez b= e

Vzdalenost a Vzdalenost b
Zbarveni skvrny | (start — stfed skvrny) (start — celo
vem rozpoustédla) v cm

R¢

Galaktoza ‘\W\ . N@d\lt"m\w" 4 \1 J

0525

Maltéza (\C\AWOW\\M W)dll(l\ %‘ +

0l kezs

0 3%35

§
Laktoza *\W\ \\\Q&UN (E, %\A 8
Neznamy vzorek \QO\W\BW(M Wﬂd\d 3\‘& 2

0(\6((925

Zavér:
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4. Inverze sacharézy

Princip: &QWM WK m \/JW U ‘QMA oo POM@& (’M MW\
D00 \wem e el (Mo\dm\ g DAl
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LACHPROZA (Ve QU

a) Roztok sachar6zy o neznamé koncentraci th o0
b) Koncentrovana HCI Qc @ 0 “ Oyt O o
M HQ‘_ n ~ K e
B 1. ¢ 0
¢) Benedictovo cmldlo.@ Moo @Z& So“}‘ " >‘ Y . }
Pracovni postup: OH CllQ\v\ noM (
! oo on

1. Zméreni optické otacivosti roztoku sacharézy

Polarimetrickou trubici naplnime roztokem sachardzy a zméfime optickou otacivost.

Po zméfeni optické otaéivosti polarimetrickou trubici vyprdzdnime a vyplachneme ji destilovanou
vodou.

2. Hydrolyza sacharézy

Do kadinky odméfime 30 ml roztoku sacharézy a pridame 5 kapek koncentrované kyseliny
chlorovodikové. Na kadince oznaéime vy$ku hladiny. Okyseleny roztok sachar6zy zahfivame cca 10
minut, poté nechame roztok vychladnout. Odpafenou tekutinu doplnime destilovanou vodou ke zna&ce
a promichame.

3. Zméfeni optické otacivosti v hydrolyzatu sachardzy
Polarimetrickou trubici naplnime ochlazenym roztokem hydrolyzatu sacharézy a zméfime optickou
otdcivost. Poté roztok pielijeme zpé&t do kadinky a trubici vyplachneme destilovanou vodou.

4. Prikaz redukujicich monosacharidia v hydrolyzatu sacharézy
V roztoku sachardzy pted hydrolyzou a v hydrolyzatu sachar6zy provedeme Benedictovu zkousku.

Vysledky:

Opticka %Eé.c':ivost sachar6zy pfed hydrolyzou:
T ewe ( .........

Optické otacivost hydrolyzdtu sacharézy:

a= lf (LN\

Vyhodnoceni:

1. Vypoététe vychozi koncentraci roztoku sacharoézy

K vypo¢tu koncentrace sachardzy pouZijte vzorec:

w(g/ 1) =—22100

ol
Délka polarimetrické trubice je 0,2 m.,
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Hodnoty specifické otagivosti:
Pro sacharozu: [a]p* ¢ = + 66,55 °

50,5

Koncentrace sacharézy: =¥{(=.l¥

2. Ovéite, zda probéhla kompletni hydrolyza sacharézy

Vypoctéte optickou otacivost, kterd oc-l%owda kompletni hydrolyze sachardzy, a srovnejte ji
s namé&fenou hodnotou. K- 6:‘ 0Ny
100
PH kompletni hydrolyze sacharézy vznikd ekvimolarni smés glukézy a fruktodzy, jejichz
koncentrace odpovidaji koncentraci sacharozy pted hydrolyzou.

Postup p¥i vypoétu:

Do vzorce pro vypocet optické otacivosti se dosazuji hmotnostni koncentrace. Proto je nutné
prevést hmotnostni koncentraci sacharozy na latkovou a zpétné prepocitat latkovou koncentraci
glukézy a fruktézy na hmotnosti koncentraci'.

Hmotnostni Latkova Specificka
Cukr Mr koncentrace koncentrace otacivost
g/l mol/l [a]p™*
Sachardza 342 50t ad + 66,55 °P
D-Glukoza DatsozA 180 AT 0 +525°V
D-Fruktoza (g3 180 W4 0,‘ 2924 ° oot
Ay

Poté hmotnostni koncentrace glukozy a fruktozy dosadime do vzorce:
1 xw 1l x w OQ 264 2 ZQ,
a B oA i1 3 \
+ [alo” “Detrukom X z 52‘5 oo (M\L‘
100 100

_ 20°C
a = [alp” "Degluksza X

--TonL

Pokud se teoretickd hodnota shoduje s namétenou hodnotou, prob&hla kompletni hydrolyza

sachar6zy. Vy38i hodnoty (méné negativni) svédéi o pfitomnosti nehydrolyzovanych molekul
sacharézy. V

0
(ustie € Co %‘%, D Mol oewA V,KU{L{Z/

50,3 2L - Nowetong Veduolo se whi < g
;( /\X 0 “Qﬁnoduv\) ¢ howdrua hoduoio, Ala
D e e ?066 ~2°10' a1, (0. 034002 4@
(500> -0 L mm@ = ‘ﬁ“dgg& gvc&e “&due(ﬂae,
(= Ll %l( sadawdad s meq

= Z “Biglo DW ch\ Wuexen
hodh®ten y W [&O&\ o0y (iwe/

Q- | \}—%ul\\\{gwmx b 2400t etnci6eh e g,

120

' Nelze jednoduse vydélit hmotnostni koncentraci sacharézy dvéma, protoZe pii hydrolyze vstupuji do reakce
molekuly vody, které se stavaji soucasti molekul uvolnéné glukézy a fruktozy.
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Navod a protokol z praktického cviceni z biochemie

Téma: Vybrana vySetifeni u pacienti s diabetes mellitus

1. Stanoveni glykemie a oGTT
Princip: Yo S\OVOJ?,V\\ gﬂ\(’, g WUEWC\ ' ) @Mﬂdwqﬁ\ WV(A (M‘((DZ;WO\QW O»MdC\
Vs W Yea a% s wdm ke, oGelogi - \u,\(ma'& W2AA (L &WYQV\
W’ 2 LN eskee W%AW@M (A - a0 Moluly wt{@mdazazé wa\((e

Wy gl \ea\(u M@WW 0200, veo 0 & wgaqu f\md‘x
50

el Wll WISt pavoridi

s v\mlvﬁw dAvowo&mem A, Lopul f solpldt [otlou wo S Yozpusar toug e (Oe. \éwm
@ C“LOK c‘lz_OH 4 ( O .
. dlieor. @ S §
ph e o +“ZO \B’:"” Mo * i Q.L(Z,O 2 L\HLO + N \
Reagencie:
K analyze je pouZita komeréni souprava Bio-La- Test Glukosa Liquid 500 S firmy PLIVA- Lachema/ 0
a.s. Wi -
5 a—
1. pracovni roztok %
glukézaoxiddza > 166,0 pkat/l RS
peroxiddza 2 16,0 pkat/] }
3-metylfenol 10,0 mmol/I
4-aminoantipyrin 1,0 mmol/l
fosfore¢nanovy pufr, pH 8 140,0 mmol/l
2. standardni roztok glukézy 10,0 mmol/l
3. sérum | — vzorek odebrdn nalac¢no Q
sérum 2 — vzorek odebrdn 60 minut po zatéZi glukézou
sérum 3 — vzorek odebran 120 minut po zdté€zi glukézou
Pracovni postup:
Odméfit v ml: Vzorek séra | | Vzorek séra2 | Vzorek séra 3 Standard Slepy vzorek
(zkumavka 1) | (zkumavka 2) | (zkumavka 3) (zkumavka 4) | (zkumavka 5)
Pracovni roztok 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50
Sérum 1 (¢as 0) 0,01 - - - 5
Sérum 2 (Cas 60°) - 0,01 - - -
Sérum 3 (¢as 120°) - - 0,01 - -
Standardni roztok - - - 0,01
Destilovana voda - - - - 0,01
Obsah zkumavek promichat a inkubovat 30 minut pfi laboratorni teploté v temnu.
MEéfit absorbanci pii 500 nm proti slepému vzorku do 30 minut po skonéenf inkubace.
0
Aso 0202 O(EZ(O 0 {%M 0[%0







Vypocet:

Koncentraci glukézy v jednotlivych vzorcich vypoéteme dle vzorce

S _Glc — szorku
A

" Cgtandardu
standardu

V ¢ase 0 minut:

S— Glc (mmol/l) = —O_lz_qlﬁ—.]o= L 5t
060 ‘
V case 60 minut:

0,52
S—Glc (mmoll)=—4"=¢ ___.10=
O(L(Q)O /M\L‘B

V ¢ase 120 minut:

S*Glc(mmolll)=_Oi’5q—4#.10= &‘5

0460
oGTT
20
15
E
1y
E
2
E &5 /\
q’ 1
-
v
5
0
0 60 120
cas (minuty)
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2. Stanoveni glykovanych proteinu (fruktosaminu)

Princi
U %:um m ;omm ! zwa () yioso jvmoxcmmu v olUalickény
dox‘stedi Wy eu % vtosl« u\Alﬂ&ava@\no jgu Prusp aa0dvn v guﬁ

Jgau‘cO\M@Y @\Q(tho WM S NRT e vl gloddzy, \( cheten! h&&@oc&\éuwﬂm
G N o vl b i@W(XZ(MA 2 A Wwowe lopeauoo,

Reagencie:

1. ¢cinidlo:
uhli¢itanovy pufr, pH 10,3-10,4
Na-CO; 75,0 mmol/l
NaHCO; 25,0 mmol/l
nitrotetrazoliova modi (NBT) 0,48 mmol/I

2. standardni roztok glykovanych proteinii 250,0 pmol/l
3. vzorek séra

Pracovni postup:

Fotometrické kyvety piedehiejeme na 37 “C. Piimo v kyvetdch pak smisime

Odméfit v ml: Vzorek Standard
Sérum 0,1 -
Standard - 0,1
Cinidlo 1,0 1,0

Promichdme a inkubujeme 10 minut (pfesné) pti 37 °C.
Zméiime absorbanci pii 530 nm proti destilované vodé.

A1 G(L('(O\ 0[ mq

Inkubujeme 10 minut (pfesné&) pti 37 °C.
Zméiime absorbanci pii 530 nm proti destilované vodé.

A: 6, GOL 0{’;@
\ ,

Vypoéet:
S— lekprOt — 2vzorku A1vzorku - Cgrandards
2standardu A1slandardu
S —glyk.prot. = Oi(ool 0('-( A .250 = XL{:I 12 pmont
035 - 0,244

o gedg e 4,2 q{/mm/ ol o Mvw gl Yowperzaci DN
u%dmyva \(G)V\Apet/lzac& i do 30 WO






3. Kvalitativni a semikvantitativni prikaz glukoézy v mo¢i

Reagencie:
1. Fehlingiv roztok I - pentahydrat siranu méd’natého 70 g/1 ¥
2. Fehlinglv roztok Il — hydroxid sodny 250 g a tetrahydrat vinanu draselno-sodného 350 g v 1 1
destilované vody 2
3. Kyselina sulfosalicylovd dihydrat 200 g/l
4. diagnostické prouzky glukoPHAN nebo né&ktery polyfunkéni diagnosticky prouZek
5. vzorky moci: moc s glukézou
moc¢ s glukézou a kyselinou askorbovou
mo¢ s fruktézou
fyziologickd mo¢

Fehlingova zkouska

3'2""”‘&11“& m‘(xvlgm wm ookt 1 velogalin teliim - &;1 e vedulg %uo
o, M. Tely eg&ow\zau&osko 2 Wi, Cu™imky 2
o\v&ﬂm -Sodudio, | dvu mwt% WL gvm 3 feel 0oy %\moﬁi Ao S@du&m \W/&

ze@x uie. QValiole presteeds. fehw Ao Queite 2ooneeul \ gstouimsk
| 0z o wu&m emo\ m\w "o\ Lo . &MM& il

0 T
Pracovni postup: ? Wml

Mot nesmi obsahovat bxlkovmy, je proto vhodné nejprve provést zkousku kyselinou sulfosalicylovou.
V pozitivnim pfipadé odstranime bilkoviny srdZenim a filtraci (asi ke 2 ml mo¢i pfiddme ptiblizné 0,2
ml acetatového pufru o pH 4,7, promichdme, povaiime asi 1 minutu a sraZeninu odstranime filtract).

Cerstvy pracovni roztok Fehlingova ¢&inidla pfipravime smichanim Fehlingova roztoku I a Il v poméru
pfiblizné 1:1. Samotné ¢inidlo nesmi pii povafeni ménit barvu. Asi k 1 ml mo¢i pfidime stejny dil
Fehlingova ¢inidla a povaiime. V piitomnosti glukézy vznikne zelenoZlutd, Zlutd aZ cihlové ervend
sraZzenina. Barva sraZeniny zdvisi na koncentraci redukujiciho cukru v mo¢i (zelend sraZenina — cca 25
mmol/l glukézy, hnédocervend sraZzenina — cca 100 mmol/l glukézy, cervend sraZenina — nad cca 150
mmol/l glukézy).

Stanoveni glukédzy dlagnostlckyml prouzky

Princip: oqesiclé posEhy 10 20102810, Y0 ubonddzone 1Rl (g™ figna
?ote\one é{(\)uﬁ\ " \*ohu ovenlenl 22 p&ﬁ“u e Vsl a&\labom I dq@r\‘
w\ ul 0(1\cu T fozkm useally wollou @ \MM% koo

Ud(w@ue V\adOhAk . mwm oulend Sihe. 2w 2wt venlen ZO\% PR podiile
i 0, et 2ekenol. T Speti fiolin o iy

Pracovni postup:

ProuZzek ponofime na 1-2 s do vySetfované moci tak, aby se reagenéni zéna smocila. Poté odstranime
piebyte¢nou mo¢ otienim o okraj nddoby. ProuZek ponechdme ve vodorovné poloze. Po 60 sekundédch
srovndme zbarveni reagencni zény prouzku s barevnou stupnici na obalu tuby. V pfitomnosti
vysokych koncentraci kyseliny askorbové je vyvin zbarveni zpomaleny.

Ukoly:
Ve vzorcich moci proved'te Fehlingovu zkousku a vySetieni diagnostickymi prouzky. Vysledky
zapiSte do tabulky a vysvétlete.






Vzorek Fehlingova zkouska | Diagnosticky prouzek
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. roztok nitroprustdu sodného (pred pouzmm rozphstime asi 10 mg — na $picku noZe nitroprusidu

v asi 3 ml destilované vody)

2. hydroxid sodny 100 g/l & i

3. Kkyselina octovd koncentrovand &4

4. Lestradetovo ¢inidlo — siran amonny 20 g, uhli¢itan sodny bezvody 20 g, dihydrat nitroprusidu
sodného 0,2-1,0 g

5. ketoPHAN nebo néktery z polyfunkénich diagnostickych prouzku

6. vzorky moci

Legalova zkouSka

Pracovni postup:

Asi ke 2 ml mo¢i pfidime 2-3 kapky nitroprusidu sodného a zalkalizujeme 3 kapkami NaOH.
Vznikne ervené zbarveni zpusobené reakei kreatininu. Cervené zbarveny roztok rozdélime do dvou
zkumavek a do jedné ptiddme nékolik kapek koncentrované kyseliny octové. Pokud jsou pfitomné
ketoldtky, zbarveni se zméni do cerveno-fialova, pokud se roztok odbarvi, bylo ¢ervené zbarveni
zpusobeno pouze kreatininem (fyziologickd soucast moci).







Lestradetova zkouska

Pracovni postup:
Navlh¢ime filtraéni papir, nasypeme na néj malé mnoZstvi praSkového Lestradetova ¢inidla a priddme
1-2 kapky mo¢i. Asi do 1 minuty se v pfipadé pfitomnosti ketolatek vytvoii fialové zbarveni.

Stanoveni ketolatek diagnostickymi prouzky

Pracovni postup:

ProuZek ponoiime na 1-2 s do vySetfované modi tak, aby se reagen¢ni zéna smocila. Poté odstranime
piebyteénou mo¢ otfenim o okraj nadoby. ProuZek ponechidme ve vodorovné poloze. Po 60 sekundéch
srovndme zbarveni reagenéni zony prouZku s barevnou stupnici na obalu tuby. Pozitivni reakce se
projevi zménou indikaéni zény z krémové bilé do fialové. Srovndvaci stupnice je kalibrovdna na
koncentraci kyseliny acetoctové.

Ukol:
Ve vzorku mo¢i proved'te Legalovu a Lestradetovu zkouSku a vySetfeni diagnostickymi
prouzky.

Vzorek Legalova zkouSka | Lestradetova zkouSka | Diagnosticky prouzek
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5. Stanoveni glukozy a ketolatek v neznamém vzorku mogéi

Ukol
Proved’te kvalitativni zkousky na glukézu a ketolatky ve vzorku moéi.

Vysledky: &
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6. Stanoveni glykemie osobnim glukometrem

Princip: Lapix \)\M Lok \LW'C Q (Aﬂmﬁ e, "!’}A@\IO& O(A%Va &C\\'w V“OJ \'2-\\“0‘ M
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Méfeni glykemie osobnim glukometrem bude demonstrovdno vyuéujicim.
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Nivod a protokol z praktického cviceni z biochemie

Téma: Lipidy

Uloha 1 Stanoveni koncentrace celkového a HDL-cholesterolu v séru

Princip;
o\;aﬂ CELUQVEND CHOESTERAY:

@ tihe, extenly aoleskeii (euc\ na, vy chesterol L(CH) 0. Wt e () pOMOC ezl
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Reagencie:
K analyze je pouzita komeréni souprava Bio-La-Test Cholesterol 2500 a HDL-Cholesterol
— srazeci roztok firmy Pliva-Lachema, a.s.
1) Cinidlo [PIPES-pufr 50 mmol/I (pH 6,9), fenol 24 mmol/l, cholan sodny 0,5 mmol/l; 4-
aminoantipyrin 0,5 mmol/l; cholesterolesterasa > 3,3 pkat/l; cholesteroloxidasa > 4,1 pkat/l;

peroxidasa > 16,5 pkat/l ] (koncentrace odpovidaji hodnotdm v reak&ni smési) @ T
2) SraZeci roztok (kyselina fosfowolframova 0,56 mmol/l; chlorid hofecnaty 30,0 mmol/l)

c Do i&eMaA \n(dhow

3) Standardm’ roztok cholesterolu d —q
4) Sérum pro celkovy cholesterol — neznamy vzorek C\’\ 0 b WMO[[ \

5) Sérum pro HDL-cholesterol — neznamy vzorek \'\b\— 9 4+ A W\MQ{ I

WL -C N
o/ + AZV\AV\\OU\ W ahuvn V\Z\VOU\Q

- fiVo
Priprava vzorku na stanoveni HDL-cholesterolu: AW“MO l 7{\ OGV@VO}\A@U@ U (A

K 0,10 ml séra pridame 0,20 ml sraZeciho roztoku, promichame a nechame stat 10 minut pfi
laboratorni teploté. Pak centrifugujeme 10 minut na malych stolnich centrifugach. Supernatant
musi byt ¢iry.

Pracovni postup:







Lipidy

Podle tabulky pfipravime do zkumavek 1 — 4 reakéni smési:

ZKUMAVKA 1 | ZKUMAVKA 2 | ZKUMAVKA 3 | ZKUMAVKA 4
Odméfit vml: | Celkovy cholesterol | HDL-cholesterol Standard Slepy vzorek
Cinidlo 1,0 1,0 1,0 1,0
Sérum 0,01 - - -
Supernatant - 0,10 - -
Standard - - 0,01 -
Destilovana voda - - - 0,01

Promichame a inkubujeme 5 minut pti 37 °C. Do 20 minut po skonéeni inkubace zmé&fime
absorbance vzorku séra (zkumavka 1), supernatantu (zkumavka 2) a standardu (zkumavka 3)
proti slepému vzorku v 1 cm kyveté pfi vinové délce 500 nm.

Vysledek (Asoo) 0,30 0,08y 0,38( 0

Vypocet:

1. Koncentrace celkového cholesterolu v séru:

szorku séra

S-Celkovy cholesterol (mmol/l) = ————— x cstandar’zu 5 W\WIO(“
Astandardu

S-Celkovy cholesterol (mmol/l) = —Oﬂp—— X S ...... = q\O%W\W\O[/ ‘

2. Koncentrace HDL-cholesterolu v séru:

A supernatantu X 3
S-HDL-cholesterol (mmol/l) = X Cstandardu
A standardu X 10

4252

Gofed g - 3%l
0,386 10
Zavér: 5(8(0
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S-HDL-cholesterol (mmol/) =
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Lipidy

Uloha 2 Stanoveni koncentrace triacylglyceroli v séru

Princip: L'\gog‘oke«“nmd gz l@hh@xe \A(dd oulm To o gperol o L. oy
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Reagencie:

K analyze je pouzita komeréni souprava Bio-La-Test Triacylglyceroly T 500 firmy Pliva-

Lachema a.s.

1) Cinidlo [ PIPES-pufr (pH 7,0) 125,2 mmol/l; N-ethyl-N-(3-sulfopropyl)-m-anisidin (ESPAS)
643,7 umol/l; adenosin-5-trifosfat (ATP) 352,8 pmol/l; 4-aminoantipyrin 140,6 pmol/l; L-a-
glycerolfosfatoxidasa 95,4 pkat/l; glycerolkinasa 15,8 pkat/l; peroxidasa 157,4 pkat/l;
lipasa lipoproteinova 31,9 pkat/l; detergent a stabilizatory] (koncentrace odpovidaji hodnotdm

v reakéni smési) Q@;&&@A@A(\ hodmofa

2) Standardni roztok triacylglyceroli
3) Sérum — neznamy vzorek ao 4(1 W“M 0 ’ H

Pracovni postup:

Podle tabulky pfipravime do zkumavek 1 — 3 reakEni smési:

ZKUMAVKA'1 | ZKUMAVKA 2 | ZKUMAVKA 3
Odméfit v ml: Vzorek Standard Slepy vzorek
Cinidlo 1,5 1,5 1,5
Sérum 0,01 - -
Standard - 0,01 -
Destilovana voda - - 0,01

vzorku pii 540 nm v 1 cm kyveté.

Promichame a inkubujeme 20 minut pfi laboratorni teploté. Do 60 minut po
skonceni inkubace zmétime absorbance vzorku séra a standardu proti slepému

Absorbance (Asap)

O, lef

0,46
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Vypocet:

Koncentrace triacylglycerolii v séru:

A vzorkuséra 7 3 Q(a W\WlO/ (|

X Cstandardu

S-Triacylglyceroly (mmol/l)
A standardu

S-Triacylglyceroly (mmol/l) —OlM X 5 q(a Z{/‘SMMO/ “
0,290

Zavér:
Hoduole, T wam YA 246 o |1 (202 awdg\awxa V\mgﬁ vm‘tm\&
jﬂW&)\/ OAQNQEJL@(O&A

Uloha 3 Vypoéet koncentrace LDL-cholesterolu

Princip: ?{0 V\@P{T\W\{’ ELO,V\OJ&M LD\_ - se ?{anua ?\ed&m dAW UﬂX@C‘
ko] 10 Wedden Wi, Tize e BN PouEe v pide Ze
o, T vl o ez 45 ol el I oot

Friedewalduv vzorec

TG
(mmol/)
LDL-cholesterol = celkovy cholesterol — HDL cholesterol —
(mmol/l) (mmol/l) 2,2
Vypocet:
LDL-cholesterol = q\o:} ....... - O{?Dg ..... - —i\-Ng—
2,2

e iy bodiol, L choesaol e o |

Tolo  w0ne

ekt hodiole, o 3 mino/ Wed&wwle vt/&zmawﬂ podil 10 1020y
0 Slevo)
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Uloha 4 Vypoéet aterogennich indexi

Aterogenni index
1. Celkovy cholesterol/HDL-cholesterol
Vypocet:
1. Celkovy cholesterol/HDL cholesterol = QQO:{'fO\gﬁ .............

Zavér:

oo urgoly aforodgt Tuey s oot e M&ow W\

Uloha 5 Vyhodnoceni elektroforézy sérovych lipoproteinii

Princip: L\woktuwow Easkce Se ddi v eleldclem pdn pocke il Lok powd/\weho Mbo'je
coz it pooliivzeo vordiugm wizsii ot v \\@0\\!\0& i\a\w\ch ke \\&c\\\@ ¥y Ogash
gmi\ou | it e e (U dhsabgm poteled - lpop “BQ ho o ez 62 o (oo
e m U VDL 0¥ DL e ob%é wd&&auu oy vqan A&X\ kol o M@W
vc‘oloﬂ« QX ou oty pollucd oo, B i v =2, 2 umh sad. pok W{
m o (l g m& \’(DLQ D¢ Wizt owa omm ke i, skollc\ oo &mw @)-Lpla
Wa%aé\g g{:eaﬂéaé Joc po wlc &&aosvz\é%a ttvf\g\ T’(ﬁfm dlekko f 000 %)
otedl e elrto (3, SUOU W ghim (L o ge fuz)
‘@MM i e e L

Elektroforéza 1

Denzitometricky zdznam:
Hodnoty lipoproteinovych frakci:

6 Relativni et il
Frakce o hodnoty
Q{ ’ v relativnich %
Chylomikrony 0
pee(> B-lipoproteiny | 62,42 | 42-63
pre-B-lipoproteiny| 5,43 3-18
o-lipoproteiny 29 45 23 — 46
\
Zavér:

Teto  z02vam v o, \Ldl 5 Yoo, &> \gowew w Wig |

ot ok @il ool V2l L doue PJ—QFO?N'\@W\% weddauie

DL fe W% dobdaol  -5- WEie 2 000 vgi&@&r@m oduods

N a0 WA kevoaﬂ gto wiitmale oyt [Vonvelonk dloduotiahz
wetou hodvol CpL.
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Elektroforéza 2

Denzitometricky zdznam:

& d Hodnoty lipoproteinovych frakei:
- Normalni
w0 (5 Frakce Relf}/towm hoc.inoty
v relativnich %
Chylomikrony 0
f-lipoproteiny 5% 24 42 — 63
pre-B-lipoproteiny| 10, 53 3-18
o-lipoproteiny 36, % 23 - 46

Zavér:

Teo 106l odpoil vt oot

Elektroforéza 3

@ Denzitometricky zdznam:

Hodnoty lipoproteinovych frakci:

ﬁ)

‘} Frakce Relativni Tl?)rclnr:iigi

¢ d % v relativnich %
Chylomikrony 0,36 0
B-lipoproteiny 55 0A 42 — 63
pre-B-lipoproteiny ?;o‘l 57 3-18
a-lipoproteiny 1534 23-46

Zavér: .

- Onfo le‘%{ mwe ol 0o R Woduem oo oy v bt

20 e podnk velodkzed o obu LORAL o Yeto e “wize

Te t

Aedmd%
He-a UW‘ M%W
mguww k&v 4300 vilo

«0l- lipo \eM &mu Yvdimov{iw 4 HOL \L&@v& o&&um
?reb Mﬁ 0‘@%@@ e b L e 1

alod e gk wplbue el o vaflow0)
oot po il 0 Stevpty h vozig) Lo

o, w\amb o pfulc

ULDL phse 7 o \u&mh\aa T >
R0 O ) ¢ lalyofe.

0 aoslles
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Uloha 6 Prikaz nenasycenych vazeb v mastnych kyselinach

Princip: %U—C!W\OLV\ dOSQV\UO\\ \AdXO\UM UQZV Aol V(’J\M\ (’Z‘“\Ie i O\Lfdod 0 —
RS P‘Wg W§‘07 wilog. g@fio\aa ok iy

ool
mggvl’(’sﬂ(lm fadlitho il uow‘ﬁ alicnol. v prlon veuee, % wagpulom
é\; iy Y\:\_’dg(\;gi@\ Wizl 0 doniet sele Yoo dooven, o vm?&

VAL VIR

Reagencie:
1) kyselina palmitova (pevné substance)
2) kyselina olejova

3) rostlinny olej

4) KMnOg4 6 o x n %N 0,05 mol/l

5) Ethanol & F

Pracovni postup:

Podle tabulky pfipravime do zkumavek 1 — 4 reakEni smés:

Odméte: Zkumavka 1 | Zkumavka 2 | Zkumavka 3 | Zkumavka 4
(slepa zkouska)
Kyselina palmitova / $petka - - -
Kyselina olejova \/ml - 0,5 - -
Rostlinny olej l/ ml - - 0,5 -
Ethanol ml 0,5 0,5 0,5 0,5

Obsah zkumavek promichame.

KMnO, kapky 1-2 1-2 1-2 1-2

Obsah zkumavek promichame.

OStve lude-  [tnae’  [Falove!
Hodnoceni “Sade N 1aove
ru2eve \/meolc'

Zavér:
Popiste zmény zbarveni a vysledky zdivodnéte.

(- 2o wededlo © cpalunnein medeim Zooxuen Leody, oz oo \o‘ﬁ( 270
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Uloha 7 Stanoveni malondialdehydu S1iv

Prmclp A ¥ \AO\(\OA@ \(O\A(T)\JM QM\L{ d(l(@ %MM \‘\GGM m)[\
s pou U posouzan ey, iRt (Tl U 20t OJMM“ \wial #u\lu u pofd
Sl se vea\fa s semtow x‘onkmow uu&sdéw prety VZNV‘i ooty ?WGMH
haa VWW&\MA Am(@m\ Oue 0 &d\‘qw WOIRUIOW 1YOA,. Denlfttl Prody)

0 VK’JOO% o ?nmde oVomeviC
i@ﬁ%}z 43%6% W fﬂw\ Pbowuﬁ Mm M " Vﬁ

or > o /N
(", -=0 OH -0 =
- \0;  O=CACH,-CH «ano
gencie:

1) <¢inidlo s kyselinou thiobarbiturovou (kyselina 2-thiobarbiturova 29 mmolfl v 2,19 mola’l

kyseliné octové) |ﬁ"" c x n
2) rostlinny olej cerstvy
3) rostlinny olej s proSlou expiraci
4) kyselina palmitova

Pracovni postup:

Podle tabulky pfipravime do 4 zkumavek reakéni smés:

Odmétte: Zkumavka | | Zkumavka 2 | Zkumavka 3 | Zkumavka4

(slepa zkouska)
Destilovana voda ml 2,0 2,0 2,0 2,0
Rostlinny olej erstvy 5 kapek - - -
Rostlinny olej s pro§lou expiraci - 5 kapek - -
Kyselina palmitova - - Spetka -
ticbarbitusovon m | 10 Lo Lo 10

Zkumavky vlozime do vodni lazné (kadinka s vodou) a zahfivame 20 — 30 minut.

Hodnoceni: \/OC,%&QQV\)O\( Yuzov o Voéw(f UO\/ l/oa(/oaw U OJ

Zavér:
Porovnejte rozdily intenzity zbarveni v jednotlivych zkumavkach a vysledky zdlivodnéte.

Hﬂémo&# ThA e \vaafﬂ;{jl bize v/ det o o @mm C\ (e
d(ouotz@ﬂoA L \Aeomw&&u 2 M@&m g\ﬂ@w% Hop > vz Zbaswe

mm\m 20D % m hepglgilo yioldzak TION

.
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Uloha 8 Hydrolytické $tépeni tuki pankreatickou lipasou

peincio bl 5060 huthizuite. peedei lonoue esrond vody To.

ozl ool hastg m 4 e M\AOU\ ool 00 vy duositay
soluj. poltoilorluotp moze iUt € e samen odalulftle (oot

el | gw\oaocogﬁdléu«vw mﬁm\&émw [ploawet oubeakidla g

Reagenme
1) prevarené kravské mléko ochlazené na 37 °C
(ptevafenim se inaktivuji viechny enzymy v mléce)

2) NaOH [& .C 0,02 mo/l
3) extrakt pankreatické lipasy pfipraveny z drazé Pancreolan forte
(30 drazé Pancreolanu forte se po odstranéni polevy rozpusti

v 600 ml smési glycerol-voda v poméru 1:1 a ptefiltruje)
4) roztok fenolftaleinu v ethanolu x i 2g/
5) deoxycholat sodny x n 100 g/l

Pracovni postup:

a) Do Erlenmeyerovy baiiky odpipetujeme 30 ml pfevaieného mléka a pfiddme 3,5 ml extraktu
lipasy. Smés promichame.

b) Ptipravime 5 zkumavek, které oznacime 1, 2, 3, 3D a 4 a jednu titra¢ni bariku, do kterych
pipetujeme po 5 ml smési. (Zbytek v Erlenmeyerové barice vylijeme). Do zkumavky oznaené
3D pfidame 1 ml deoxycholatu sodného.

¢) Zkumavky vlozime do termobloku temperovaného na 37 °C a poznamename si €as. ll :

d) Vzorek v titratni bafice, ktery slouzi jako slepa zkouska, titrujeme po pfidani indikatoru
(fenolftaleinu) NaOH 0,02 mol/l do prvniho riizového zbarveni (srovnavame s bilym
zabarvenim pivodniho vzorku mléka). Zaznamename spotiebu NaOH. §

e) Za 20 minut po vloZeni zkumavek do termobloku odebereme zkumavku 1, obsah prelijeme do
titraéni baiiky a opét titrujeme stejn€ jako v bodé€ d). Za dalSich 20 minut (tedy ve 40. minuté)
titrujeme obsah ve zkumavce 2. V 60. minuté provedeme dvé titrace — budeme titrovat obsah ve
zkumavce 3 a 3D. V 80. minut€ titrujeme obsah ve zkumavce 4.

Vyhodnoceni:
Pribéh hydrolyzy zaneseme do grafu. Na osu x vyneseme €as a na osu y spotiebu NaOH
0,02 mol/l vml.

204 A58 -

. 1 M AE - dowl

(0. 50 I Q’X "\\L\\N-.\, ‘
0z O
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/\SLW}( 6(27‘\{’ Graf pribéhu hydrolyzy triacylglyceroli

poledon |
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Zavér:
Zdivodnéte naristajici spotiebu NaOH (0,02 mol/l) a vyznam deoxycholatu pro hydrolyzu
tuka.

S sl Tome pouliesk (i Sefa e Yl
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Aq.

Niavod a protokol z praktického cviceni z biochemie

Téma: Zlu€ova barviva a porfyriny

yuoama& M\UAQ Yole ) um e @A&WOAW W%MQM V(xzelo %lbmt o)m,o\ o U‘g())

Uloha 1 Diazotace a azokopulace

Princip: A({MdA()\iOV\lOM SO(A \vzm\m\ vealol ovowohio awdad s clusdonesn sodiudm oé\ A H‘U
3 ovomaelii olckuouulini vouj - OWiMO - SoLZATO v Vhom - et ze, 4k

o Lo viditele’ oolg Lo { se uﬂuzwc\ O slaouenlO)
v ichemis.
/

“ @ ‘ _ >-Soum

Reagencie: /2 _n (030
o e dxmbaw 10
1. kyselina sulfanilova (Dlazo L. led ) n 5 g/100 ml 0,6 mol/l HCI
Nl
2. dusitan sodny (Diazo II. €inidlo) o T L3N 5 g/100 ml dest. vody
3. uhlicitan sodny . 10 g/100 ml dest. vody
X

4. B-naftol n LN 2 /100 ml ethanolu
5. tyrosin 0,2 g/100 ml 0,1 mol/l HCI

Pracovni postup:

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

2) K 1 ml kys. sulfanilové (Diazo I.) se pfida asi 5 kapek dusitanu sodného (Diazo I1.), po
promichani se ptikapava asi 0,5 ml roztoku uhli¢itanu sodného do slabé kyselé, az
neutralni reakce. Do této smési se pfikapava roztok tyrosinu, vznika dalsi ¢ervené
azobarvivo. Pokud by zbarveni nevznikalo, je tfeba pfidat opatrné€ roztok uhli€itanu
sodného.
Vysledky a zavér:
[, A} i ¥ R 5 [ X s A
Thaoane Zoede 2ot v o pipadeds 2 Zyisdndie - ozollopulien;
(ko 26 upilu GZouwitg, | Do Q0o obosorbu § ol vowa%uokouz

vt e vitelne gliask.







Téma - Zlucovd barviva a porfyriny

Uloha 2 Stanoveni celkového bilirubinu v séru

Princip: Loi\ugouuy AIMbY veditie s didolouvion Wdivow sullomulmoin wiwo & wyiie -
G dé\rgq 0k Ycalc‘t.lgéyum Ul e oML %}w« gg?mb;v\. % \ .
Letowuogou) LIV, el se. oot vZROUSH ve. WCRZ @ e e B o Oy
Ve XS WiRoTN g \e&'\ 0, 2o0Uen @ \“ﬁ“& 0T Vo peidding olesleatoul -

\ [y : 4
WepRWD, Vi den w‘ﬁ“‘”“\ Noolee? 1o alee CVtor So vy Lie muavﬂé\ a\gtoht%. o
Awsdedior  uSnodaie* wea‘(u{ giazoti@iw giclem fmze poclal (el W luiny, 2 Lmhz
o albunty & VORI &Mm Jtndn uodxvm%g\ wiESHUL et I jrzpusgrd - e, b, (00
ot oeclorglo e omatwuwm\(o epé%)o Wil ) .
liolieck olrelolon veoquy VDY yung WAl > WiZewe widk cellody kM.
K analyze je pouzita komeréni souprava Bio-La-Test Bilirubin firmy PLIVA-Lachema a.s.
Diazo I (kyselina sulfanilova 30,0 mmol/l v kyseliné chlorovodikové 150,0 mmol/l)
Pufr (vinan draselno-sodny 0,93 mol/l v roztoku hydroxidu sodného 1,9 mol/l)

Akcelerator ( kofein 0,26 mol/l, benzoan sodny 0,52 mol/l) A0 aie Vo N '
Diazo II (JED) (dusitan sodny 0,025 mol/l) fuz000icle odoly.

Fyziologicky roztok (NaCl 0,150 mol/l) CZWLU& b‘{\z\u\{)z\/\ dQ A:\_ M( 1

I N

Sérum - neznamy vzorek

Pracovni postup:
Podle tabulky pfipravime do zkumavek 1 — 3 reakéni smési

. ZKUMAYK;?; 1 ZKUMA'VK,fx 2 ZKUMAVKA 3
Odméfit v ml: Srovnavaci Srovnavaci Vzorek séra
roztok 1 roztok 2 r

Diazo I (kyselina sulfanilova v HCI1) 0,20 0,20 0,20
Diazo II (dusitan sodny) 0,05 = 0,05
Akcelerator (kofein, benzoan sodny) 1,00 1,00 1,00
Fyziologicky roztok 0,20 0,05 -

Sérum - 0,20 0,20

Obsah zkumavek promichame, ulozime do temna a v rozmezi 10 - 30 minut pfiddme

Pufr 1,00 1,00 1,00

Promichame, uloZime do temna a v rozpéti 5 - 60 minut zméfime absorbanci vzorku séra a
srovnavaciho roztoku 2 proti srovnavacimu roztoku 1 v 1 cm kyveté pfi vinové délce 605 nm.

Absorbance (Agos) 0 OIO%,L 0‘ ’{M







Téma - Zlucova barviva a porfyriny

QOd absorbance vzorku odedteme absorbanci srovnavaciho roztoku 2. Hodnota
absorbance srovnavaciho roztoku 2 koriguje vlastni zbarveni séra.

vipotet: 0 18- 0,032 015
Koncentrace celkového bilirubinu v séru:

a) pomoci kalibraéniho grafu

Z hodnot koncentraci n€kolika fedéni standardu a odpovidajicich absorbanci sestrojime
kalibraéni graf jako zavislost absorbance standardu na obsahu bilirubinu v jednotlivych

standardnich roztocich. Z kalibraéniho grafu odeéteme koncentraci celkového bilirubinu.

Kalibraéni kiivka pro stanoveni celkového bilirubinu
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Koncentrace S-celkového bilirubinu odectend z kalibra¢ni kiivky je ...............







Téma - Zlucovd barviva a porfyriny

b) pomoci kalibraéniho faktoru

Kalibra¢ni faktory pro jednotlivé standardy:

Standard ¢.

1

4

5

Koncentrace bilirubinu v umol/I

JE

MY

3
5

¥

e

Absorbance (Agos)

0,048

01467,

0042

il

OﬁZO

Kalibra¢ni faktor f1 — 5
(koncentrace standardu/
absorbance standardu)

25

0,6

50

18 (3

525

f1+f2+£3+{4+f5

Priumérny kalibra¢ni faktor =

5

Primérny kalibra¢ni faktor = /Hg H;IL((O

S-Celkovy bilirubin (umol/l) = Ayzerky X prumérny faktor = /H(\’a"'((o o

R4 25+

5

R’

Koncentrace S-celkového bilirubinu v séru vypoétena pomoci kalibra¢niho faktoru je ZL[W ((

Zavér:







Téma - Zlucovd barviva a porfyriny

Uloha 3 Stanoveni p¥imého bilirubinu v séru

Prmclp Pncipem Q/ O\{O\(OW\Q(M\ ‘(fam \/)\ \“\L\’)\V\U\ ¢ dioOhiUoU Sl h&mﬁ\ 5

o2l gttt g, Suldgullong e ol veollr Vel sutiguflone

o dustoneity Sedhvim \lwadl/)(&(\ gchvk Aloiovodiue -Vom ol 2exoliot,
dAOzO\(eaVR Bl W\ﬂ%w \(ea S diazoModUy Wemi 24 vl ‘OC\WM
oexioucen vodi ch \l Ui Cheu QQQMOUM

Wﬁ ifindaly [vo lmﬂo\v\ V0O 9 dinzotouuou mﬁm«m Alalouou
POy w 7V\e %0 w&ew ollgelddtoc. Toguloojella o 100, do B\
Reagencie:

K analyze je pouZzita komeréni souprava Bio-La-Test Bilirubin firmy PLIVA-Lachema a.s.
1. Diazo I (kyselina sulfanilova 30,0 mmol/l v kyselin€ chlorovodikové 150,0 mmol/l)

2. Diazo IT (JED)(dusitan sodny 0,025 mol/l)

3. Fyziologicky roztok (NaCl 0,150 mol/l)

4. Sérum - neznamy vzorek

Pracovni postup:
Podle tabulky pfipravime do zkumavek 1 — 3 reakéni smési

L ZKUMA,VK‘,A* 1 ZKUMAYKA, 2 ZKUMAVKA 3
Odméfit v ml: Srovnavaci Srovnavaci Vzorek séra
roztok 1 roztok 2 zor
Diazo I (kyselina sulfanilova v HCI ) 0,20 0,20 0,20
Diazo Il (dusitan sodny) 0,05 — 0,05
Fyziologicky roztok 1,20 1,05 1,00
Sérum - 0,20 0,20
Promichdme, uloZime do temna a pfesné po 5 minutach zméfime absorbanci vzorku a
srovnavaciho roztoku 2 proti srovnavacimu roztoku 1 v 1 cm kyvet€ pti vinové délce 535 nm.
Absorbance (As3s) 0 O\ A}Li OlZ(O;L

Od absorbance vzorku odeéteme absorbanci srovnavaciho roztoku 2.
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Téma - Zlucovd barviva a porfyriny

Vypocet: 0(2(9’:* - O(/ﬂ‘-\’* O(Oqg

Koncentrace primého bilirubinu v séru:

a) pomoci kalibra¢niho grafu

Kalibraéni kiivka pro stanoveni pfimého bilirubinu
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b) pomoci kalibraéniho faktoru

Kalibraéni faktory pro jednotlivé standardy:

Standard ¢.

1

2

3

4

Koncentrace bilirubinu v pmol/l

X{}

H i

]

{1

150,95

Absorbance (As3s)
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0.4

il

O4¥

Kalibraéni faktor f1- f5
(koncentrace standardu/
absorbance standardu)
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Téma - Zlucova barviva a porfyriny

F1+2-+£3+F4+f5 180, 4+ ML 151574152, 31 A€ (3

Il
|

Primérny kalibraéni faktor
5 5

.’1@{(110%

Il

Prumérny kalibraéni faktor

.......

S-Piimy bilirubin (umol/l) = Ayzorky x pramérny faktor = 0\m}° '{(1’6\(05(:0
2, fo

Koncentrace S-pfimého bilirubinu v séru vypoctena pomoci kalibraéniho faktoru je 4 frerone

Zavér:

Uloha 4 Priikaz fotosenzitivity bilirubinu

Princip: Nsdiim @ m@le woam % U%w o bERn dlo
rechootmehmol exg*mn@go s*aagkﬂczxpvodu Wd ou olpte. 7F bgewum UMch\ 0 SHaloyd
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Pracovni postup:

1) Do zkumavky pripravte 2,2 ml destilované vody a ptidejte 0,02 ml bilirubinu.

2) Roztok bilirubinu rozdélte do dvou kyvet ke spektrofotometrim po 1,1 ml.

3) Zméite absorbance roztoku bilirubinu v obou kyvetach pti 450 nm a vysledky
zaznamenejte do tabulky.

4) Jednu z kyvet (kyveta 1) zabalte do nepriihledné hlinikové folie, druhou kyvetu (kyveta 2)
vystavte plisobeni denniho svétla (postavte na okno).

5) Po 30 minutich zméite absorbance vzorkl v obou kyvetach pti 450 nm. Pfed méfenim
obsah v kyvetach promichejte. Po méteni kyvetu 1 opét peclivé zabalte do hlinikové folie
a kyvetu 2 postavte na okno.

6) Meéreni opakujte v dalSich dvou 30minutovych intervalech.

7) Vysledky zaznamenavejte do tabulky a zaneste do grafu.
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Téma - Zlucova barviva a porfyriny

Vysledky:
v Vzorek bilirubinu Vzorek bilirubinu
Cas R . .. S
(minuty) chranény pied svétlem || vystaveny pusobeni svétla
A45() A450
0 _ 0,08 0065
60 0,408 0014
90 0,063 0,066
Fotosensitivita bilirubinu
&
0({‘2-1:: i 22t
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it
oy Er
05 s
i =
¥ T
OlOSO s i
S
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. - g hY
0 60 50 eas [min{

Zavér: _
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Téma - Zlucova barviva a porfyriny

Uloha 5 Fluorescence a spektrofotometrie hematoporfyrinu

Princip: O?F\ ?(MLSL bio%ﬂ('é homa, v o QV\IW wilze dOOWi?fA- ¢ W(ﬁd’av\( “QW\OU‘&O)
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Reagencie: ' wﬁ&\«lﬂ T ﬂ&c\ yvesi o, Vouegntvan pro daire
1. Koncentrovana kyselina sirova @ C (Pti praci s koncentrovanou kyselinou sirovou

dbejte zvySené opatrnosti. OCi si chraiite Stitem)
2. Redéna krev (infek¢éni material)

Pracovni postup:

Asi k 1 ml koncentrované kyseliny sirové ptidame 40 pl fedéné krve a opatrné
promichame. Vznikne hematoporfyrin, ktery asi po 5 minutach pozorujeme pod UV lampou
pti 366 nm. Vzorek intenzivné Cervené fluoreskuje. Fluorescence pod UV lampou je dobie
patrnd i po dal§im ziedéni vzorku 1 ml koncentrované kyseliny sirové. Souc¢asné pod UV
lampou vlozime i zkumavku se samotnou kyselinou sirovou.

Podobna fluorescence je patrna i u moci obsahujicich porfyriny.

Vysledky:
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Téma - Zlucova barviva a porfyriny

Spektrofotometrie porfyrini

Reagencie:
=

I. Kyselina sirova “dsic 0,5 mol/l
2. Redéna krev (infek¢ni material)

Pracovni postup:
0,5 ml fedéné krve se smisi ve zkumavce s 4,5 ml fedéné kyseliny sirové a zméti se

absorbance vzorku na spektrofotometru v rozmezi vinovych délek 350 — 500 nm proti fedéné
kyselin€ sirové.

Vzorky budou jiz pFipraveny v uzavienych kyvetiach u velkych fotometru

Vysledky:

nadoum Uy | oo e

Zavér:
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Navod a protokol z praktického cviceni z biochemie

Téma: VySetreni jater a pankreatu

g

KrouZek ng

Uloha 1 Stanoveni katalytlcke koncentrace aspartatammotransferazy (AST)
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Pro stanoveni je pouZita komer¢ni souprava Bio-LA-Test AST-UV 600 P firmy Pliva- Lachema a.s.

1. Pracovni roztok [(maldtdehydrogendza > 8,3 pkat/l, laktitdehydrogendza > 12,5 pkat/l,
NADH 183,3 umol/l, tris-pufr( pH 7,8) 80,0 mmol/l, L-aspartit 200,0 mmol/l, pyridoxal-
5’-fosfat 100,0 umol/1)] (koncentrace odpovidaji hodnotdm v reakéni smési)

2. Startér (2-oxoglutarat 12,0 mmol/l) (koncentrace odpovidaji hodnotdm v reakéni smési)

nezndmy vzorek

4. Zasobni roztok pro slepou zkousku (dvojchroman draselny 0,001 mol/l)

3. Sérum -

Pracovni postup:
Roztok 2-oxoglutardtu pted analyzou predehiejeme alespoii 5 minut na teplotu 37 °C.
Kyvetu, ve které budeme provadét méreni, nechdme rovnéz alespori 5 minut vyhtat na 37 °C.

¥\0&\m¥u\l
¢"do O\BéMbJ
%o 0 ylbby

X
Odméfit v ml do kyvety: Vzorek
§ Pracovni roztok 1,00
0L -Ch- en-c,ob' 0, _ml_%_%« Sérum 0,10
iy AT poo Promichdme a inkubujeme 5-10 minut pii 37 °C
Asp ooy a pak pfiddme
Vi \)
KGO8 000 -ty At Startér (2-oxoglutardt) [ o010
k T {
0
Wy Promichdme a inkubujeme 1 minutu pfi 37 °C
2-ojod vt el
9
0%y - 4 TeOLCHy CH -Coo”
5 Q‘V ol
oraineeti \_//' \\/ Mook
UADH WY NADY



Téma - Jdtra a pankreas

Béhem jednominutové inkubace pfipravime spektrofotometr k méfeni nastavenim
vlnové délky 340 nm a nulové absorbance proti slepé zkouSce (roztok dvojchromanu
draselného). Po jednominutové inkubaci zmé&fime absorbanci. Pak pokrafujeme v méfeni
absorbanci v jednominutovych intervalech (pfesn€) po dobu 5 minut v 1cm kyvet€ pii vinové
délce 340 nm proti slepé zkousce.

Vypocdet:
1. Rozdily absorbanci za 1 minutu AA:

v

Cas A AA

0 A, QHD

Lminta A, 0L Ag-A, — AA O*O@&
pomimta Ay Ol A A o AA U
iminna A OF Ae- A o AA 0005
4.minuta  A; 235 Az - Ay o AA OOZL
5.minuta  As E{ZE’Z, As- As — AAs [07}

2. Primérnd zména absorbance AA:

AA +AA +AAs+AA+A As ..@ ........... + 00024 0022002
AA340/min =

A A340/min = 0[ I{D&

3. Katalytickou koncentraci AST vypo&itdime s pouZitim molarniho absorp&niho koeficientu pro
NADH ze vztahu:

5 5

AAsge % 100 % 1,2 x 107 x 10°
S-AST (ukat/) = = AAsp X 31,7
631 x 1000 x 0,1 10 x 60

S-AST (ukat/l) = 5\1(7/&@”(1

Zaver:
fodugle SAST 1) OWGM mLMt QWW@ ‘m\oo e ez, | \bgte e
Swodn cicen. Toks hodiotes Movxd(k AR \MT&\ 0Q, -
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Uloha 2 Stanoveni katalytické koncentrace alaninaminotransferazy (ALT)

Doudupnowi ¥eakee U e znzdmovt veoles (e g VodoWgououa a\mmowgvawu\
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Pro stanoven{ je pouZita komer¢ni souprava Bio-La-Test ALT-UV 600 P firmy Pliva- Q dQ O ((a dw]jy,“
Lachema a.s. 1 {
1. Pracovni roztok [laktitdehydrogendza > 16,7 pkat/l, NADH 183,3 umol/l, tris-pufr o dOO(Y@M

(pH 7,5) 100,0 mmol/l, L-alanin 500,0 mmol/], pyridoxal-5-fosfat 100,0 umol/1]
(koncentrace odpovidaji hodnotdm v reak¢ni sméesi)
2. Startér (2-oxoglutardt 15,0 mmol/l) (koncentrace odpovidaji hodnotdm v reakéni smési)
3. Sérum - neznamy vzorek
5. Zasobni roztok pro slepou zkousku (dvojchroman draselny 0,001 mol/l)

Pracovni postup:
Roztok 2-oxoglutaritu pred analyzou alespofi 5 minut predehiejeme na teplotu 37° C.
Kyvetu, ve které budeme provadét méteni, nechdme rovnéZz alespoii 5 minut vyhiat na 37 °C.

Odmeéfit v ml do kyvety: Vzorek
Pracovni roztok 1,00
Sérum 0,10
Promichdme a inkubujeme 5-10 minut pfi 37 °C
a pak pfidame
Startér (2-oxoglutart) | 0,10

Promichdme a inkubujeme 1 minutu pii 37°C

Béhem jednominutové inkubace pfipravime spektrofotometr k méfeni nastavenim
vinové délky 340 nm a nulové absorbance proti slepé zkouSce (roztok dvojchromanu
draselného). Po jednominutové inkubaci zméfime absorbanci. Pak pokralujeme v méreni
absorbanci v jednominutovych intervalech (piesn€) po dobu 5 minut v lem kyvet€ pii vinové
délce 340 nm proti slepé zkousce.
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Vypocet:

1. Rozdily absorbanci za 1 minutu AA:

v

Cas A AA

0 Ao 04“’

| mina A, 030 Ao-AI — AA .O(.Q.A.L*
2.minuta A, 0% A As o A Q0N
tmimta A QA A-Ay o oaa, Q02
tminuta A OA25 As - Ar o AAs YWD
sminsta As U125 As- As — AAs QWL

2. Spoditejte primérnou zménu absorbance AA:

AA +AA+AA3+AAL+A As Q{.O.'{L.h .O;'Q(::-’# 0103 O(M?fl-o OOZ_
A A340/min = =
5 5

......

A Aszgo/min = O&OA‘Z/Z

3. Katalytickou koncentraci ALT vypocitime s pouZitim moldrniho absorp&niho koeficientu pro
NADH ze vztahu:
S-ALT (pukat/l) = AAspx317 = 0\'Sq .......

Zaveér:

wofimle. SAET e ool ne 034 et (e ey N
P po Wze dalt po Sl
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Uloha 3 Stanoveni katalytické koncentrace v-glutamyltransferazy (GGT)

Wi skadenl vl 2 vealee aiou GET Vallipuie oo, v o\%‘&m
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K analyze je pouZita komer¢ni souprava GGT KIN 100 Bio-La-Test PLIVA-
LACHEMA.
1. Pufr
2. Substrat (obsahuje L-y-glutamyl-3-karboxy-4-nitroanilid)
3. Sérum - neznidmy vzorek

Pracovni postup:
Pufr, substrat a kyvetu pfedehiejeme 5 minut na 37° C. Déle postupujeme podle
tabulky.

Do kyvety odméiime v ml : Vzorek
Pufr 0,6
Substrat 04
Sérum 0,1

Promichdme, inkubujeme pfiblizn€ 30 s pii 37° C a pak zmé&iime v 1cm kyvet€ proti
destilované vodé poatecni absorbanci (Ag) pii 405 nm. Déle pokradujeme
v jednominutovych intervalech po dobu 5 minut v odecitani dalSich absorbanci (A |—As).

Vypocet:

1. Prumérnd zména absorbanci za minutu:

Cas A AA

0 a  MGLE

1. minuta A /1 %/\ A -Ap— AA 0\03@
2minua A, {376 Ag- A= AA, Ho4s
3. minuta A3 4 %a/} A3 - A2 — AA3 o UA?
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4ominuta A W0 As- As— AAg e
5. minuta As }\L\% As- Ay — AAs O(kﬂ)’(

AMi+AAs+AAs+AAAAs 0% 015 QO OOTR 000K

A A405/ min = =

5 5
AAygs/min. = 0[’{00\

2. Koncentraci katalytické aktivity GGT v séru vypoéitdme pomoci moldrniho absorp&niho
koeficientu kyseliny 5-amino-2-nitrobenzoové. Primémou absorbanci dosadime do vzorce:

GGT ( wkat/l) = AAos /min. x 19,3 = i/l

Zavér:

beT e i hopbsoti ez by wela b T o@pou\da
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Uloha 4 Stanwveni katalytické koncentrace pankreatické amylazy v séru
(S-pAMS)

lo vzadky e e(pve prokIER(o ulToon 3‘/«“ i Q\m«ﬂlag % St
Prmc:p ?;}(ﬁw " m omeéVt?kO d/z,mew V\Q[ e\' dl\% CO{MOVV\ ‘LO
¢ Vo dow v\ ama o\www\ \Lowu fikn Ao
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WS* vgmuo&doygao\oza o gux\tmdc\za doaée ca(ﬂim 14 Yozu Wit \(omu wlaoa
C‘_MW‘{ZV& M - eoMenou MOW(’JM ¢ osyar W)«& M/J:& Mdud%(m/\ aw%\dwu
et ollewm (ot 2y dncvien |
gﬁggﬁg\(a gl S-pAMS - 022- O Wisk|(

K analyze je pouZita komeréni souprava Pancreatic a-amylase EPS (Boehringer
Mannheim)

1. Pufr s monoklondlnimi protilatkami proti SAMS (a-glukosiddza > 67 pkat/l, dvé
monoklondln{ protildtky proti SAMS > 105 mg, HEPES pufr 52 mmol/l pH 7,1)

2. Substrat (4,6-ethyliden-p-nitrofenyl-o-D-maltoheptaosid 22 mmol/l, HEPES pufr 52
mmol/l pH 7,1)

3. Sérum - neznimy vzorek
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4. Standard - standardni sérum s aktivitou pAMS 3 pkat/l

Pracovni postup:
Pracovni roztok a kyvetu pfedehiejeme 5 minut na 37° C. Déle postupujeme podle
tabulky.

- Vzorek Standard Blank
Odméfime v ml:
Pufr s protildtkami proti slinné 0,80 0,80 0,80
amylaze
Vzorek 0,02 — -
Standard - 0,02 -
Destilovana voda - — 0,02

Promichame a preinkubujeme 5 minut pii 37 °C

Substrat | 020 | 020 | 020

Promichdme, inkubujeme pfesné 2 minuty pfi 37 °C a pak zméfime v 1 cm kyveté
proti blanku absorbanci pfi 415 nm

Vypocet:

S-PAMS = Qgtandard * szorek / Aslandard

Zavér:
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Protokol z praktického cvic¢eni z biochemie

Téma: Chemické vysetfeni modci

Uloha 1 - Kvalitativni stanoveni vybranych fyziologickych soucasti mogci

|A. Priikaz chloridi v m(;El]

Princip: Chlol'd(lle' ml(& Vg‘\ﬁ\:@‘ v Uéyjém p»ogf}ed{ $Aﬂ+ bloy SOEQMW.MA?, VOW‘ v QW(W.QVJ,\ ,
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Reagencie:

3 kg
1. Dusi¢nan stiibrny fhdi) C N 20 g/l
2. Kyselina dusi¢na zfedéna . c 120 g/l

3. Vzorek fyziologické moci
Pracovni postup:

K asi 1 ml fyziologické mo¢i pfidame asi 3 kapky zfedéné kyseliny dusiéné a nékolik kapek
dusi¢nanu stfibrného. V pfitomnosti chloridl se vytvofi bild sraZenina.
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Reagencie:
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1. Kyselina dusi¢na koncentrovana = c cca 650 g/kg

2. Molybdenan amonny | C 100 g/l
3. Vzorek fyziologické moci

Pracovni postup:

K asi 1 ml fyziologické mo¢i pfiddme né&kolik kapek koncentrované kyseliny dusi¢né. Obsah
ve zkumavce zahfejeme na vodni lazni a pfidame asi 1,5 ml molybdenanu amonného. Povafenim
vznikne Zlutéa sraZenina fosfomolybdenanu amonného.
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1. Kyselina fosfowolframova 25 g/l

2. Uhligitan sodny x i 10 g/l
3. Vzorek fyziologické moci

Pracovni postup:

K asi 1 ml normélni mo¢i pfidame asi 0,5 ml kyseliny fosfowolframové a nékolik kapek

uhli¢itanu sodného. Vytvofi se modré zbarveni, které rychle vymizi. 4~ “ 0" ﬁ u
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. Jolow womplex

1. Kyselina pikrova C 0,04 mol/l
2. Hydroxid sodny @ C 80 g/l
3. Dihydrat nitroprussidu sodného ® 200 g/l

4. Vzorek fyziologické moci

Pracovni postup:

e Jaffého reakce

K asi 0,5 ml fyziologické moci pfidame asi 1 kapku hydroxidu sodného a 1—- 2 kapky kyseliny
pikrové. Vyvine se oranzovocervené zbarveni.
¢ Reakce s nitroprussidem sodnym

K asi 0,5 ml moci pfiddme asi 1- 2 kapky roztoku nitroprussidu sodného a zalkalizujeme asi
1- 2 kapkami NaOH. Vyvine se ¢ervené zbarveni, které po pfidani nékolika kapek kyseliny octové
vymizi.






Ukoly:
Ve vzorcich moéi proved'te priitkaz uvedenych fyziologickych soucésti. Vysledky zapiste do tabulky.

Vysledky a zavér:
Priikaz Pozorovany vysledek
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Uloha 2 - Kvalitativni vysSetFeni hlavnich patologickych souéasti
moci
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Kyselina sulfosalicylova dihydrat C 200 g/l

Diagnosticky prouzek AlbuPHAN nebo polyfunkéni prouzek PHAN (Erba-Lachema s.r.0.)

Vzorek mo¢i s bilkovinou
Vzorek fyziologické modi
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Pracovni postup:
e Zkouska s kyselinou sulfosalicylovou

K asi | — 2 ml vzorku s bilkovinou pfikdpneme nékolik kapek kyseliny sulfosalicylové. V
ptitomnosti bilkoviny vznikne zakal aZ srazenina. Zakal se hodnoti proti tmavému pozadi nebo proti
strance s textem. Stejnou reakci provedeme i ve vzorku bez bilkoviny.

Semikvantitativni hodnocenf intenzity reakce

Nalez Hodnoceni PribliZna koncentrace
bilkoviny v g/l
Opalescence stopy 0,05-0,1

Lehky zékal @ 0,1-0,2
(pruhledny, lze ¢ist podloZeny text)

MIléény zakal ++ 0,5-1,0
(neprihledny, bez vioéek)

MIléény zékal s tvorbou vioéek +++ 2,0-5,0
Vlo€kovita sraZzenina +++ >5,0

e Stanoveni bilkovin v moé¢i pomoci diagnostickych prouzku

Diagnosticky prouzek albuPHAN nebo néktery z polyfunk&nich prouzki ponofime celou
indikacni ¢asti asi na 1- 2 s do mo&e. Po vyjmuti odstranime ptfebytek moci, ktery ulpél na prouzku,
otfenim jeho hran o okraj nadoby. Po uplynuti reakéni doby (60 s) ode€teme vysledné zbarveni
ptislu§né indikaéni zony srovnanim s barevnou stupnici na Stitku obalu, ve kterém jsou prouzky

ulozeny.
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Reagencie:

. O-tolidin (3,3~ dimethylbenzidin) T %N

2. Heitz-Boyerovo &inidlo (bezbarvy redukovany fenolftalein v alkalickém

—_—

prostiedi, uchovavan s nékolika i anulemi Zn) ’ ‘ i

3. Kyselina octova koncentrovana C

4. Peroxid vodiku .C 30 g/l

5. Ethanol a

6. Diagnostické prouzky hemoPHAN nebo nékteré polyfunkéni diagnostické prouzky (Erba — Lachema
S.I.0.)

7. Vzorek mo¢i s krvi

Vzorek fyziologické moci

&

Pracovni postup:
e Benzidinova“ zkouSka

Neékolik zrni¢ek o-tolidinu rozpustime asi ve 2 ml ethanolu a okyselime koncentrovanou
kyselinou octovou. Pfidame asi 2 ml peroxidu vodiku (roztok nesmi zmodrat) a poté asi 1 — 2 ml
vzorku moéi. Pozitivnim vysledkem je modré az modrozelené zbarveni vzorku. Reakci provedeme se
vzorkem mo¢i obsahujicim krev a se vzorkem fyziologické mo€i.

o Heitz-Boyerova zkouska

Ve zkumavce smichdame asi 1 ml moéi se stejnym dilem Heitz-Boyerova &inidla. Opatrné
ptevrstvime po sténé zkumavky peroxidem vodiku. V pfitomnosti hemoglobinu vznikne na sty¢né plose
¢ervenofialovy prstenec. Zkousku provedeme se vzorkem moci obsahujicim krev a se vzorkem
fyziologické moci.

e Prikaz krve diagnostickymi prouzky

Prouzek ponofime do vySetfované mo¢i. Otfenim o okraj nddoby odstranime piebyte¢nou mo¢
a asi po 60 s hodnotime vzniklé zbarveni srovndnim s barevnymi srovnavacimi stupnicemi pro detekci
intaktnich erytrocyti — te¢kovana stupnice a volného hemoglobinu — homogenné zbarvena stupnice.
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Reagencie:

Fehlinguv roztok I (pentahydrat siranu méd’natého) % 70 g/l

2. Fehlinglv roztok 11 (hydroxid sodny 250 g a tetrahydrat vinanu draselno-sodného 350 g v 11
destilované vody)

3. Diagnostické prouzky glukoPHAN nebo né&ktery polyfunkéni diagnosticky prouzek (Erba -
Lachema s.r.o0.)

4. Vzorky mo¢i s glukézou

5. Vzorek fyziologické moci

—_—

Pracovni postup:
o Fehlingova zkouska

Cerstvy pracovni roztok Fehlingova ¢&inidla ptipravime smichanim Fehlingova roztoku I a Il
v poméru pfiblizné 1:1. Samotné ¢inidlo nesmi pfi povafeni ménit barvu. Asi k 1 ml mo¢i pfiddme
stejny dil Fehlingova €inidla a povafime. V piitomnosti glukdézy vznikne zelenoZluta, Zluta aZ cihlové
¢ervend sraZzenina. Barva sraZeniny zavisi na koncentraci redukujiciho cukru v moc€i (zelena srazenina
— cca 25 mmol/l glukdzy, hnédocervena srazenina — cca 100 mmol/l glukoézy, ¢ervend sraZzenina — nad
cca 150 mmol/l glukdzy). Reakei provedeme se vzorkem moci obsahujicim glukézu a se vzorkem
fyziologické mo¢i.

e Stanoveni glukézy diagnostickymi prouzky

Prouzek ponofime na 1 —2 s do vySetfované moci tak, aby se reagenéni zona smocila. Poté
odstranime pfebyte¢nou mog¢ otfenim o okraj naddoby. ProuZzek ponechdme ve vodorovné poloze. Po
60 sekundach srovname zbarveni reagenéni zény prouzku s barevnou stupnici na obalu tuby. V
pfitomnosti vysokych koncentraci kyseliny askorbové je vyvin zbarveni zpomaleny.
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1. Lestradetovo ¢inidlo (siran amonny 20 g, uhli€itan sodny bezvody 20 g, dihydrat nitroprussidu
sodného 0,2-1,0 g)
2. Dihydréat nitroprussidu sodného (pfed pouZitim rozpustime nékolik krystali ve zkumavce

s destilovanou vodou) 38
3. Hydroxid sodny et [ 100 g/l
-f
4. Kyselina octova koncentrovana foah C
5. Diagnosticky prouzek KetoPHAN nebo néktery z polyfunkénich prouzkii PHAN (Erba —
Lachema s.r.0.)

6. Vzorek moéi s ketolatkami
7. Vzorek fyziologické modi







Pracovni postup:
e Lestradetova zkouska

Navlhéime filtraéni papir, nasypeme na né&j malé mnozZstvi praSkového Lestradetova ¢inidla a
pfidame 1 — 2 kapky mo¢i s ketolatkami. Asi do | minuty se v ptitomnosti ketolatek vytvoti fialové
zbarveni. Zkousku provedeme s mo¢i obsahujici ketolatky i s fyziologickou mo¢i.

e Legalova zkouska

Asi ke 2 ml moci ptiddme 2 — 3 kapky nitroprussidu sodného a zalkalizujeme 3 kapkami
NaOH. Vznikne &ervené zbarveni zpiisobené reakei kreatininu. Cerveng zbarveny roztok rozdé&lime do
dvou zkumavek a do jedné ptfidame né€kolik kapek koncentrované kyseliny octové. Pokud jsou
ptitomny ketolatky, zbarveni se zméni do Cervenofialova, pokud se roztok odbarvi, bylo ¢ervené
zbarveni zplisobeno pouze kreatininem (fyziologickd souc¢ast moci). ZkouSku provedeme s moci
obsahujici ketolatky i s fyziologickou mo¢i.

o VysSetieni moci diagnostickymi prouzky

ProuZek ponofime do vySetfované moci. Otfenim o okraj nddoby odstranime pfebyte¢nou moc
a asi po 60 sekundach hodnotime vzniklé zbarveni srovnanim s barevnou stupnici na Stitku tuby.
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Reagencie:

1. Polyfunkéni prouzek PHAN (Erba-Lachema s.r.0.)
2. Vzorek moc¢i s dusitany
3. Vzorek fyziologické moci

o VySetfeni modi diagnostickymi prouzky

Pracovni postup:

Prouzek ponofime do vySetfované moci. Otfenim o okraj nddoby odstranime piebyte¢nou mo¢ a
asi po 60 sekunddch hodnotime vzniklé zbarveni srovnanim s barevnou stupnici na §titku tuby.

I'Jkoly:
1. Ve vzorcich mo¢i proved'te vSechny uvedené zkumavkové reakce a vysledky zaznamenejte do
tabulky.

2. Ve vzorcich moci proved'te vySetfeni diagnostickymi prouzky. Vysledky zapiste do tabulky.






Vysledky a zavér:

Zkumavkové reakce

Vzorek Pozorovany vysledek
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Vysetieni diagnostickymi prouzky

Vzorek Pozorovany vysledek

Bilkovina
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Uloha 3 - Jednoduché chemické reakce v modi pouzivané pfi
vysetieni dédiénych poruch metabolismu aminokyselin
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Pracovni postup:

Do ¢isté zkumavky odlijeme pfiblizné | ml mo¢i s kyselinou fenylpyrohroznovou a pfidame
2 — 3 kapky roztoku FeCl; a promichame. V pozitivnim pfipadé se vyvine modrozelené zbarveni.
Zkousku proved’te i s fyziologickou mo¢i.

[ B. Brandova zkouska s nitroprussidem sodnym |

Princip: hipopussidl mmmm us(u olValickom prostieds se %\gﬂgdu \mxﬁm\ sl 20, vaallia vuzovgt))

02 puvpuioit 2‘”‘"“@ PRI [Fe ()M +% 5 [Fe' ()RS

D‘S“‘S‘ (i, o ot veolds nepesiifuy, o ?;0#0 st »,ﬂx e vedudiovly vor uolad mtghgdv&\w Supiv aWahe\«y\
Wi

u@mdm )(dk;\ws‘amdm 06 o wnddh i podezrel WO cusMN ROk igeddl 2 e Gtk
Reagencie: Jauovelin U&(M('DUQV\( (ﬁ&‘-\m i} dl‘dl?&\%]) (T M et

. eada 1o zbacen
1. Hydroxid sodny (& 80 g/l = .
2. Nltropru551d sodny & 200 g/l aAS‘(’AV] P LoVl
3. Vzorek moéi s cysteinem (]A 5 GO,
4. Vzorek fyziologické mo¢i d)

b {
Pracovni postup: uams%ld G&UW
K asi 1 ml mo¢i, kterou zalkalizujeme 3 — 4 kapky NaOH, pfikdpneme 1 — 2 kapky OA‘W‘I\

nitroprussidu sodného a promichdme. V pozitivnim pfipadé se vyviji vidiiové Cervené zbarveni, které
postupné vymizi. Zkousku proved'te i s fyziologickou moci.

] C. Tests 2,4-dinitrofenylhydrazi_nem l

Princi
2 eforfn Vo gt - eokslitam ve vod Seohe. o2 hybozony i <2
o\mgw vﬂ nnwmmw 2ioawmu4 Po 2 {est- je Mew mgwéwo daschiu wo@n o Qi Mg@;d

Q4 °z O

ﬂ
é.‘-*O + “zk) ﬁ NGy —— C,’N N—©p0L+“L0

l (Zt
oy '@”01 ut wN {)M No”
24 z
%‘eagence L W e thZOM e, ’W ‘ " d
]
2] Zomen — h‘%d \
=5 hedowad e
1. 2,4-dinitrofenylhydrazin (1 g 2,4-dinitrofenylhydrazinu v 11 HCI 2 mol/l) Salc @
-]
[ ="
2. Hydroxid sodny & ¢ 80 g/l Y& (&Ww Zhawien
3. Vzorek moéi s ketokyselinami )hHQIiOUWIOVE/
4. Vzorek fyziologické mogi (o

Ve il rl d+ hyedounoe
racovni postup: )MMUJI“WQ

Asi k 0,1 ml mo¢i pfidame stejny objem 2,4-dinitrofenylhydrazinu a nechdme 5 minut stat.
Pak ptikapneme asi 3 kapky NaOH a zamichdme. V pfipadé pozitivity ihned odeéitdme hnédovinove
zbarveni, které po promichani nemizi. Reakci provadime souéasné se vzorkem moéi s ketolatkami i
s fyziologickou moéi.

Ukoly:
Ve vzorcich mo¢i proved’te vSechny uvedené zkumavkové reakce. Vysledky zapiste do tabulky.
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Vysledky a zavér:

Vzorek Pozorovany vysledek

Féllingova zkouska s chloridem Zelezitym

ML W, s Tels i oa@%&\/\\ vk,
Mog¢ s kyselinou flec & Wﬂ@u &j‘ﬂ %\JO("}%\”WU d&\ﬂ_ Z@l@A.Q Z(OC(\(WM .

fenylpyrohroznovou
ol 2o ‘whg pclbed piowest | W\m«dﬁ(@@é

Brandova zkouska s nitroprusidem sodny
g0l g o wikopSTRE Sofidw > bezhoieind.
Mot s cysteinem | TI0C, %MV[QJM 4 (/I-:WOQWSN* w% > 0000 —JOO\NM
Ooz0ynuy o0y ‘e gzl st i

Fest s 2,4-dinitrofenylhydrazinem

v F&thﬁg\dﬁ& W s 20 O{AMM el > loez: Zopd o
S lmokyselinami |10 S Ueldysdiaum <2 dhi %Mdmm > 2kt -predoutioee
felcuugk [olistn e Dbz ik ndoeafhian (o
W o Wiplizag wadlo Ug szdm‘\w%
Uloha 4 - Demonstrace poloautomatického reflexniho fotometru

pro objektivni semikvantitativni analyzu moci pomoci
diagnostickych prouzki

—

Princiv: Jooviant @liGA) 70 oSkl ) Poll e obielChue Yodiokt RONC,
e Spelthomen. Nkl &e% e sdtie deodyg Au \wded @dm oluZeueho
o @i politva. Yodywemt dio O O\ DOUAx Pomn vekagilg lotowehy
woul  valozdil o @bme% zai«é@m %W

Vysledek:

le el e polbanly oy 1 oo, 03 bvd e bif o
W?M e w poskende 9L U oty ouptiea
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Uloha 1 /M /

Oxidace alkoholu
Princip: WlWO\'V\\ QWO(& Qe U\(\(ﬁww\l odeCV\\Wu \M(d% W*du} e aldd/l&d(é/ Q ()\O_\Q
L se oz

oy \lOkbOxt v \ L h(}ldﬁ/\ ooy, se ovdup o \I«e}@u o a0
& Lﬁw B uvmc\cllm Ic‘%[o oot oo ouzyieme CWUM(W)()\

YR, \&em sl s pimiit newS eelundiril oo \Iedu\w\é 1 2eleny Swon

ano

o. :wx  pindivich & seluobsath ollighel v&uz e odliuia vhx\moxi« Q\M@w

0 olowy . A“W‘% v(m\un &mﬁ(m oudlo.

Reagencie:
1-Propanol & .

2-Propanol L)

Chromsirova smés (dichroman draselny v kyseliné sfrové)s&
Schiffovo ¢inidlo (fuchsin odbarveny oxidem sifi¢itym) €S
Pracovni postup:

1) Do zkumavky si podle tabulky pfipravte ndsledujicf reakéni smési a pozorujte vznikajici
zbarveni.

1 2 4
1-Propanol ccal ml - -
2-Propanol - ccal ml -
Voda - - cca 1 ml
Chromsirova smés* | cca 4 kapky | cca4 kapky | cca4 kapky
Zbarveni Nehle zdepe' | Soke zelw | 2wt

*S chromsirovou smési pracujte velmi opatrné. Jde o G¢innou Ziravinu, silné oxidacni ¢inidlo
a Sestimocny chrom je kancerogen. Pouzivejte rukavice a do reakéni smési jf pfidavejte
pomalu. Vylévejte ji do zvlaStni odpadni lahve.

2) Odliseni primarniho a sekundarniho alkoholu (provede krouzkovy asistent):
Primérni a sekunddrni alkohol smichejte s chromsirovou smési (stejné jako v pfedchozim
bodé). Po opatrném zahfiti smési detekujte unikajici aldehyd Schiffovym ¢inidlem.

Zavér (+popiste, jakou reakci byste ¢ekali u tercidrniho alkoholu):

Polusem e P ovdou pincib ollolafy ver ook, lulieabo 16 Va0l
0 J(O(ze Sarcbn ok Ylewﬂt&ﬁ P00 ¢ 2ol KA \M Uiionaweln

0.
N oligit % addtig. vo Dlcelgl, o, e Sidtowe Thek
{{lo\u @,\g"\m'\av\ s odE oo ool ﬁ\/l&@ B Ol{OM o, i N
d%\m S, 0 FOW\W Zaonen. \stz\im\ b Wi uuz\O\L |

0 sty ool wc«%&m
SusATHe o \Wiuv\\ nldewiu e 2 W02
V woelule iﬁo\mm deite v gﬂouew olindioh s%vu ool 0 wab&d@
lalomaaeucto 2hooxveu






Uloha 2
Azokopulacni reakce fenolu

Princip: Apdioonion <o vl veollon ovomabioliych O\M Wi 9 du&t*mw\ Mo(u -
Vozoon pvbe.w ¢ 2alladem pxoﬁum% oilLous | U&W(A exldag og%t@f;{
ovetdiozeniomin Q(A\ o enolidon Slaiceivon \lﬂ/\\‘L\/\Q \m\\ ouomw\o\

|oton o bonzanouimi AU, Hee qpoiate WOOU OSTIGAO0 \JQElo@u =N,
Oz Tse 2146 va %u\ M@A mgm\me oa\uahcwlw@@ ok,
ledvo 3¢ © e(?.\G« \w Ot(m OIS 1 Ohvo bioy: vz 2l i

ml 0.6 mol/l HCI

Reagencie:

5 g/100 ml dest. vody

Postup:
K 1 ml kys. sulfanilové (Diazo 1.) ptidejte asi 5 kapek dusitanu sodného (Diazo II.). Opatrné
ptikapavejte roztok p-naftolu a pozorujte vznikajici zbarveni.

Zavér:

Rozowifihe, puovizouo- axelie’ Zhostant et g 2picene ol biho S@le

pres U aleVvolow) Sysién (zebl- Netbiotbespan e cM o oletelc. Uik 5&001% by
Je ke, zbquo(ﬁv\ powl(cﬁ\uvw o 0k2\iowi . ‘1 20 020U e
e Ve 2odn shoie .

Uloha 3
Reakce karbonylové skupiny

Princip: | \Loxbony! (W Q(()UC@M 14 9\/@ wolelule O\QTA\/\%(’J{) g wu Admﬁ(}lm S 01Q)=O
v&\zaa&(, vco!u \ U\agiuosh 7=0 VQduV,CVM ula We R A/\d/\ oudog

02 200 pout Fich oucimbdn otel. tlo a3 sddim Ty TOWSOUO\
o Sclifhon ovtlo-Ddaz \eroud ?oowd\we, \—t&(xllmw ;l(ouilou !

Reagencie:

Hydroxid sodny (2 mol/l) S Kyselina chlorovodl’kovéE _

Nitroprusid sodny Dusi¢nan stiibrny (20g/1) f@!h
iy ) '*. '- 1 t'J
2,4-dinitrofenylhydrazinm g _ Vodny roztok amoniaku== £,

Fehling I (siran méd'naty 70g/1) 9 [ >

&

Fehling II (hydroxid sodny 250 g/, vinan sodnodraselny g/l) B2

Schiffovo ¢inidlo (fuchsin odbarveny oxidem sificitym) Lo
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Postup:
e Reakece s dinitrofenyl hydrazinem

Do zkumavky s 0,5 ml vzorku pfidejte 1 ml nasyceného roztoku 2,4-dinitrofenylhydrazinu

v HCI. Za nékolik minut se v pozitivnim vzorku vylou¢i Zluta sraZenina.

e Legalova zkouska

Rozpustte nékolik krystali nitroprusidu sodného ve vodé. Pridejte nékolik (2-3) kapek

tohoto ¢inidla k 0,5 ml zkoumaného vzorku a zalkalizujte postupnym ptikapadvanim

NaOH. Pozorujte vzniklé zbarvem,

* Fehlingova zkouska & \‘Q\

Smichejte Fehlingliv roztok I a II v poméru 1:1. K cca 2 ml piipraveného cinidla pfiddme

nekolik kapek zkoumaného vzorku. Mirné zahtejte ve vodni 1dzni a pozorujte zbarveni.

e Tollensova zkouska

Piipravte Tollensovo ¢inidlo:
Smichejte v kddince stejné dily dusi¢nanu stifbrného a hydroxidu sodného. Vylouéi se
oxid stifbrny. Pak ptfikapavejte roztok amoniaku, dokud se oxid sttibrny nerozpusti.

K cca 1 ml Tollensova ¢inidla piidejte nékolik kapek zkoumaného vzorku a zahfejte ve

vodni 14zni. Pozorujte zbarveni.

Schiffova zkouska

K 1 ml Schiffova €inidla ptidejte kapku zkoumaného vzorku a pozorujte zbarveni.

Do tabulky zaznamenejte vysledek testi pro jednotlivé vzorky. Uvedte, zda jsou vysledky
v souladu s o¢ekavanim.

Aceton | Formaldehyd | Kys. mravenéi | Kys. octova | Voda
Dinitofehyl hydrazin [Z[u . | 2 .0z | Z\. 2.0 2.0
Legal o | 210 beabow 0 | .0 20|,
Fehling i OlL.O\ Zex- xozee] Wh WY © i ocduy O |- gl ©
Tollens sv. Wil klig Qoze . | beZhonyd @ [ Rode soz. | 8. ety
Schiff Yhodod k\um o0 lsv.oon2 @ | gtk ogolvone

o

Zavér: MH

0 pdom gwdl &Wﬁ e veak

o pocsk cvowest Lokl s ldehygl

v \as 2e2uamaci | Hobylee






Uloha 4
Esterifikace

' JMQ)
Princip: 200y Ladboygou d/\ s o O\\Ld/\dM V‘ZWVQ V,\GW VdVN m
YOZ\DUS‘.){\A{’, i vod®. & %«&”mw oo v &%{?Wl po kf(gx Q%(ZW(M OO, o
(006 pedpos) MOYRONIA ua_wva i UOdU\ Ve uodu\t %VA Agou vde

e ozpuspg 1 vogke o QX vl Vtﬂ\(l&l ou Ve

eagencie:
ay
Kyselina sa]icylova’@ % >
T 0 ,
<~ Kyselina benzoovis A GﬂgaKZOK § 3 EN O t HZO

Kyselina 31r0va (konc ) S

Methanoll} ‘—~:'" QJV{A\&{@‘( V~ b@/\m\

thano,

Postup:

V tomto praktiku budete pfipravovat bud’ ethylester kyseliny benzoové ¢i methylester
kyseliny salicylové. Podle toho si vyberte piisluSné reagencie.

Do zkumavky nasypte cca 0,5 g kyseliny benzoové (salicylové), ptidejte asi 1,5 ml ethanolu
(methanolu) a promichejte. Opatrné (!) pfidejte asi 10 kapek koncentrované kyseliny sirové a
zkumavku dejte na 10 minut do horké 14zn& (70°C). Usp&sny pritbéh reakce pozndte velmi
snadno ¢ichem — oba estery maji velmi vyraznou viini, vzdédlené pfipominajici matu (zejména
methylester kyseliny salicylové, dominantni slozku dstnich vod, si nespletete). Celou reakéni
smés nalijte do kddinky se studenou vodou, ve které se vysrazeji bilé krystaly esteru.

zivtrs Dol ol henove 2 wedioviolew yamw  Uztltiul

el egicex l vl henzoove Dol [, podoRil pevily
\tg&gm diouf - VLl bl V/vt@{all«é esto pi 260N O VD,SWW“'\
PVUO{WVM Zdﬂ‘aZf}/l\ ahonldesshelu ol Po W%/W?JM@W






Uloha 5
Tenkovrstevna chromatografie rostlinnych barviv

Princip: Chvwdom o denVe welve mk\ Wzt MM V\M lﬁddmu (?_l\ Y\O\Zﬁlﬁladﬂ

odliise ! awesi Ve ookl 0ok Y02 V denliOe

deshiar :}w f "\m%}\mfbm& ﬂoh?w éa 2 vw:?o.&e o[(c\ ) YEXW.O W

s desidoun yala, uh U & vese Ssdm i ama vwe\L S ‘ﬁam l ke

Reagencie: ___ __ clagiondril Jores m 340\‘(}{10 ha\(onec. vg vt e mm'euq i e
B "« 0

Acston S gm\cmv = uk%gﬂmou 5 MUMW%V o go\s\(c(/lu 7{?0\0(%( (st og

Hexan | @9 o _‘S'_ (% -0 %4 MoaoN UO(ONOU Y W(AXW(N

Postup: ((9 é) { a doldich vie MV\\dI\ fe0lu Se

o ( . 2
\ : i Se o0y |orkouy
Piprava extraktu (provede jedna skupina za cely kruh)
Do tieci misky nastiihejte list libovolné rostliny. Zasypte malym mnoZstvim skelného prachu
a smés pomoci tloucku utfete. Pridejte cca 1-2 ml acetonu a pokracujte ve tfeni. Vznikly
extrakt pfepipetujte do nékolika mikrozkumavek (snaZte se nabrat pouze extrakt, nikoli pevné
¢astecky listu a skla) a kratce zcentrifugujte (Ize nechat nékolik minut ustat). Ciry, intenzivng
zbarveny supernatant pouZijte k separaci.

Separace

e Nassilikagelové félii vyznacte oby€ejnou tuzkou start (asi 2 cm od dolniho okraje
félie) a naneste na né€j mikropipetou malé mnoZstvi vzorku (dle intenzity zbarveni
extraktu 1-6ul). Nanésku je tfeba provadét velmi pomalu a opatrnég, aby vysledna
skvrna byla co nejmensi (idedlné vzorek nandSejte opakované po malych mnozstvich
— mezi nana§kami nechte skvrnu zaschnout). Dejte pozor, aby nedo$lo k poskrdbadni
silikagelové vrstvy.

e Fdlii vlozte do chromatografické vany s pfipravenou fazi (hexan:aceton, 3:4) a rychle
ptikryjte sklenénym vikem. Ujistéte se, Ze start je nad hladinou mobilni faze.

e Jakmile ¢elo doputuje cca 1 cm pod horni okraj folie, vyndejte chromatogram z vany a
nechte uschnout. Tuzkou obtdhnéte jednotlivé zény a vyznacte ¢elo chromatogramu.
Prelepte vysledny chromatogram prithlednou lepici paskou — zpomalite tak vyblednuti
pigmentu.

e Spocitejte Rf pro jednotlivé pigmenty.

zovar: Tockive 24 yo. 2l apend- ooy ® 2y w%mk (o ?«X

a_ 56 Clylovo s
XQMZ\ ka;o”' 1 Qe [“ H ke ) 5« O
Al Qé%—z—:%\%:@(% v Q=”’£}F\: &

Potat Jatkor ool ¢ 036 ot chioafely 08 Z il Wiz
Uyedi Ze ool i 12X 0fuies | dacioudi Y,






g

Datum. 2242042

Protokol z praktického cvi€eni z biochemie

Téma: Nebilkovinné dusikaté latky

Uloha 1 Stanoveni koncentrace kreatininu v séru a v mo¢i

Princip: 7o slifoien (WeGHIMU Se Uy \\c'duodnewl ole Ve MQ\m m&m lelidho vealkee.
Tiiwcipom ¢ telloe leodiniak s Piludiam U Ollalickom  praaed) c\df.m&\tw OlR Qm Weaki

WHMOZRGK divoiiadh profan mediolemove S‘L(( &N\\O\/\ ek S Spo PR olGizu \f.\

UW\LUM Hdovdo ‘on*u 26 G2l e 0120VY0 Lowief. (it \Lveawwu»\ S plotom s
i dofx, ootk bicenelg) eluhn - Ryt 0eedY, o aczlfﬂ luosa aguo»bm la). 1

eozﬂ«wu wvwo&wtg oo\mtg u\ogv\mo Vveo&\v\l\/\u &g@u VOHUBE & dmm([ v\@ 0

Reagencie:
Kyselina trichloroctova (ZIRAVINA) (1,22 mol/l)
Kyselina pikrova (JED !)(0,04 mol/l)

0 C-N
W My W ,(‘, \ 01,” 0 L \ \(’. 2t
\u q\ p

Sérum - neznamy vzorek

SAINAN o e

Hydroxid sodny (0,75 mol/l) Q_@m }
Standardni roztok kreatininu s albuminem (koncentrace ivedena na Stltk% K \ga\(m\m \“’W‘W‘L

Jreabiin U oW 9 - 404!
leakinin v Wot: 53~ 14 Mm(\l

Mo¢ - neznamy vzorek (fedéni uvedeno na Stitku)

Pracovni ppstup: o . o VUCM'\NW\
V séru se kreatinin stanovuje po deproteinaci. W()::%ZC\ 2&“ (X‘l X /B 5 WM)( HL\ ‘h 00&
Odmeéfit v ml: Vzorek séra Vzorek Standard Slepy vzorek
(zkum. moci (zkum. (zkum. 4)
centrifugacni 1) | (zkum. 2) | centrifugaéni 3)

Sérum 0,5 - - -

Mo¢ (fedénd) - 0,5 - -

Standardni roztok - - 0,5 -

Destilovana voda 1,0 1,0 1,0 1,5

Kyselina trichloroctova 0,5 0,5 0,5 0,5

Vsechny zkumavky promichame, nechdme 5 minut stat a vzorky obsahujici sérum a standard
centrifugujeme 10 minut pfi 3 000 otackach. Do dalSich zkumavek pipetujeme supernatanty,
moc a slepy vzorek z piedchozich zkumavek

Supernatant (ze zkumavky 1) 1,0 - - -
Mo¢ (ze zkumavky 2) - 1,0 - -
Supernatant (ze zkumavky 3) - - 1,0 -
Slepy vzorek(ze zkumavky 4) - - - 1,0
Kyselina pikrova 0,5 0,5 0,5 0,5
Hydroxid sodny s 0,5 0,5 0,5
Vysledek (Asos) 0 0og 0( o | o 484 i

e -0







Téma - Nebilkovinné dusikaté latky

Promichame a pfesné po 20 minutach fotometrujeme vzorky séra, moci a standardniho roztoku
proti slepému vzorku pfi 505 nm v lem kyveté.

Vypocet :
Koncentrace kreatininu v séru (S-kreatinin):

A yzorku séra ’Hl 4\“/10[{ ‘

S - kreatinin (umol/l) = ———————— X € gandardu
A standardu

S - kreatinin (umol/l) = ——  x 2L,

S - kreatinin (umol/l) = 9584,

Koncentrace kreatininu v mo¢i (U-kreatinin):

P
A vzorku moce .5 0

U- kreatinin (mmol/l) = ———— X Cgandarau % Fedéni moci
Astandardu
0,460

.. it 1065 . SO0«

U- kreatininu (mmol/l) = ———— X € gaddarqy ©% Fedéni moci

I
g
62
o

U- kreatininu (mmol/I) T

Ztraty kreatininu moci za 24 hodin (dU-kreatinin):

dU kreatinin (mmol/24 h) = U-kreatinin (mmol/l) x objem mo¢i (1/24 h)

Zavér:
“

by ey Sl o vl vz







Téma - Nebilkovinné dusikaté latky

Uloha 2 Vypocet clearance endogenniho kreatininu

Princip: R UéM clevarce,  Undoqgarino VUE&MV\\V\UA( wukne a0) \lodembats Wealiun U s
0 VWOT g oy ot 2 e Tedhwotlud . Rgkent S0k Owlie po obu 24 hodil wed.

Chous e (¢ st 2\ e, garhdto ool g, Gﬁabo 12 hodin. o Vo doeny
v, 2w g S prsviosit v, 10wl 0% 82 clolce prowsio o olde ¢ L e Whevew,
[T uoucemvﬂCe Wephvina. 16 Lo YRNA0 obo(obl kele odebexesme Wey 00 ( a UZA
Loty v s o A0 0 Wkt olenuuie, gueriomaldo vepliinn Se uuadm ldgiie 0
Vil o tgkesud, Woluosh boci et o Pm& Obi% witi o deou eV @bddo(

ypocet:
— dlel\O\
Clearance endogenniho kreatininu (Cly,) ,s’rav\g\
U koncentrace kreatininu v mo¢i (mmol/I) :I oA i
P koncentrace kreatininu v séru (mmol/l) op (HA. :.'{O)
\Y% objem mo¢i za 24 hodin (ml/s) O(O M3
UxV

Cli (ml/s) =

P
Cly (ml/s) = @ ——————

65 440>

Cl (ml/s) = /(‘7—

Clearance endogenniho kreatininu korigovana na télesny povrch

Vypodet télesného povrchu

Hmotnost pacienta v kg 85
Vy3ska pacienta v metrech 4\

A=0,167x Ymx 1

A=0,167x ¥ .85 x A 43.. =

A= Q{OXQ




Clomanldent e e ¢ volei.
Fpiobgke Wiy clepueellle):

Val fa-4q 50-54
9 Lo-23 1-2A
d’) /]((0‘ 2\(9 /((‘Z~ 2\L\
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1,73

Cly; korig. (ml/s) = Cly x
té€lesny povrch pacienta v m’

1,73

Cly korig, mls) = .AT....

Cli korig. (ml/s) = /\‘LV\

Vypocet odhadnuté clearance endogenniho kreatininu

Veék pacienta . sq o

Vzorec podle Cockrofta a Gaulta

Pro muze
(140 — vek [roky]) x télesna hmotnost [kg]
Cli (ml/s) =
44.5 x sérovy kreatinin [pmol/l ]
as0-.5% ) « @55
Clir (ml/s) = _
44,5 x @B.HA
Cly (mls) = .55t
Pro Zeny
(140 — vek [roky]) x télesna hmotnost [kg]
Cli (ml/'s) = 0,85 x
44,5 x sérovy kreatinin [pmol/l ]
as0—. 5%y« 455
Cl (ml/s) = 0,85 x
445 x . BOMA
Cl (ml/s) = ..Z.lOZ, .....
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Vypocet odhadu glomerularni filtrace pomoci rovnice MDRD 0;7

rea v séru LG{W\WIO(/(
leumin v séru LG > \,\Q&Molq V}CMO\ g{d\(ﬁwa VQCYW V(ZVW@[

GF = 2,83 x (0,0113 x sérovy kreatinin) 099 » vek 176 x (2,8 x sérova urea) 017y (0,1 x sérovy albumm§318

Law qumol|{ Lowely ol | of(
GF =2,83 x (0,013 x 9 _yo99 5. 215, 08 x L.y x 0,1 x. L. 8

- A3E

Vypocet frakéni exkrece (FE) a tubularni resorpce (TR) vody .

Frakéni exk d : W@gt e&i /
FraKcni exKrece vo y (o)
ko 00N-002 = 12%

1)kreatmin
FEmo =
Ukreatinin
oA Ao
FEumo = i = O[OOXS-
T8
Tubuldrni resorpce vody YQ&&@A@A; vOéW@_l&
TRuzo = B TQ“LO ()[qu -Oqu&
Cli,
TRuz0 = 4\,} = MLAM

Zavér:

\Jlecmé\ MWA S Yooz v 18R odke







Uloha 3 Stanoveni koncentrace mocoviny v séru a v moci -nové schéma
Princip: g0, 92V bloloncli +elukindd sfarowite PRwO oo nepdm0 alo QAL - T6) wegedm
slnoueni & WO wg\xvc Mehm enzyia WV uaw*&a RO/, M0k Dk liH 0, wamiol ke &

Ve uodudm “poskedi pradii ok D 100 hmoz&’m\ VAU o \&\m AQ Qo\q &kav\ovev\o lotovots Vo
/Awowq M S ddovoviely Qw0 devckem N)oo solity(Quein o0 wuii! baveuniy mduu
e AT sl G M.m@ i fa gl

Y a\Lce ¢ Vﬂ]ﬂlﬁwﬂﬂg Wg@l W ¢ spro2gin. gondu UPOH W N b" T ‘%
; na yze Je*p%t%tal;ouprava Bio- I.Za-Te'Et Mocovmy enkvhgtzl‘i%gomﬂba Lachema s. Q L%\”A 0:\' W J‘“LO

Reagencie: Qe‘l‘e(emm“ th/Ol{{ S-Uve 'f\jf &(5 WMO H
F\ZAUA ' = dU-ew 320600 el (20-350)

\E ¢ 1. Roztok pufr-chromogen {fosfore¢nanovy pufr, pH 6,8 53 mmoi/i; 3-methyl-6-isopropylfenol 2,0 mmoi/I) x n
ZJXS\U\ 2. Roztok enzymu v pufru-chromogenu (ureasa 37,5 pkat, nitroprussid sodny (JED) 0,45 mmol ve 150 ml pufru 1)

RP\UP‘S Oxidaéni roztok (chlornan sodny 60 mmol/l; hydroxid sodny 450 mmol/l) C

Standardni roztok mocoviny 13,3 mmol/| 0
5. Sérum — neznamy vzorek (infekéni material)
6. Moc - neznamy vzorek (infekéni material) )\
Pracovni postup: “ZU N“l

Podle tabulky pfipravime do zkumavek 1 — 4 reakcni smési:

ZKUMAVKA 1 ZKUMAVKA 2 ZKUMAVKA 3 ZKUMAVKA 4
Odmeéfit roztok v ml:
Vzorek séra Vzorek moci Standard Slepy vzorek
Sérum 0,01 - - -
Mot - 0,01 - =
Standardni roztok - - 0,01 -
Redestilovana voda - - - 0,01
Roztok enzymu v
1,5 1,5 1,5 1,5
pufru
Obsah zkumavek promichame a inkubujeme minimdiné 5 minut pfi 37 °C.
Oxidacni roztok 0,5 0,5 0,5 0,5
Promichat a inkubovat 5 minut pfi 37 °C. Zméfime absorbanci vzorku séra, moc¢i a standardu proti
slepému vzorku pfi vinové délce 605 nm.
Absorbance (Aggs) O 0 ,/‘{' e P
A0 5 0, L8 -~

\

Vypoctty:



OYLAVA:
WOLOUMA £ U0 4 72uF USR5 O\hvs00, <>

dle Beclieloto,

o~ cllopn @) \JE@»@R
Wg’( % lveut m@dﬂuﬁ



Téma - Nebilkovinné dusikaté latky

Vypocet:
Mocovina v séru (mmol/l):

A vzorku séra
S-Mocovina (mmol/l) = ———— X C standardu (mmol/l)

A standardu

...\‘02-

O46R.

Il

S- Mocovina (mmol/l)

x 435

S- Mocovina (mmol/l) = Z{Q

Mocovina v mo¢i (mmol/l):

szorku moéi
U-Mocovina (mmol/l) = — X Cgandardy X Tedéni

A standardu

U- Mocovina (mmol/l) = Y x Jé X 50

Qyeg.

I

U- Mocovina (mmol/l) ZAO(‘/M
Ztraty moc¢oviny mo¢i za 24 hodin (dU-Mocovina):
dU-Mocovina (mmol /24 h) = U-mocovina (mmol/l) x objem mo¢i (1/24 h)

4U- Motovina (mmol 24 by = LM M « 425 - 242 £9

Zavér:

fotiola, S-wicabia ¢ Jone, el ole e & sy do ot
\GWet. hizko \/\odmo(a mize Wi oulivvo. pram BLOWM & Juni Wr
ZW% wmm\& Wow| 24 hetly 3& 3“0% vrzsl 3 f Yeéaxw\\







Téma - Nebilkovinné dusikaté latky

Uloha 4 Stanoveni koncentrace kyseliny mocové v séru a v moci

Princip:

e, wodetdd wekad W0 SR Voweeuhiie. buding et UGN e Wil e il
ol st WOOWOL o, (llouhOW pavoudh vouil o i ki) Polks. Vorcanhgre Vuscliny il | el
<:’ ( oiest 2z mout e e bl alpsoroue 7 2007263 . Tewho z,egm\‘g uﬁm 2 iy
R o absorph Spalkor OO . Uiy WG - gyl Rl v LGN ol iz va v
O\ o Iy ki 0bSorptin’ Yvehol Y 260-283 . \ ‘
(awour {0105-'. T WOBRONH & nepriine auovent’ o uz\u@‘u mm&t(jho Q@c#\du vodRu L dold pxozane Y
" \iodolyzouane’ peioido200. 08w oGAODAUopule: obuytle. Y- 0uiitosKRpMOL S vhetkily dexigihey
du W2ilie cMinowimivid \oa(U\VG)\&dAbZ (pyzilen Zoowven &@ (Wigtne, Vomoehiog el
: mocue Ve vzorli. T8 S odivmiie e efjnn aslorbowd -t (v ie GTDCI%\A
XePUh  petlolmed as Lodog) oxio\dii v vealtt&m( ﬁ g& “ﬂ KL put

Reagencie:
\/\% \ K analyze je pouzita komeréni souprava Bio-La-Test Kyselina mo€ova AOD Liquid 400
th\D\J\ firmy PLIVA-Lachema a.s.
1. Pracovni roztok [fosforeénanovy pufr (pH 7,8; 25 °C) 0,098 mol/l; N-ethyl-N-(2-
WI\ hydroxy-3-sulfopropyl)-m-toluidin sodna sil (TOOS) 0,49 mmol/l; 4-aminoantipyrin
0,49 mmol/l; askorbatoxidasa > 15,80 pkat/l; urikasa > 1,96 pkat/l; peroxidasa >
19,60 pkat/l ] | AN 3
2. Standardj(koncentrace je uvedena na §titktﬂ L g \ b\ui“dg; 5
3. Sérum — neznamy vzorek Voo ¥ fo-zuopmolft o’ Ro-20 Mﬁom
4. Moé- neznamy vzorek A0 V_.hom;é .
20 Ahod: hezpovoud bk - 35wl [Whod
Pracovni postup: T podmaat NQAO\ - \W\Wlol IZL(M
Mo¢ pted analyzou fedime v poméru 1 : 10 destilovanou vodou (0,1 ml mo¢i a 1,0 mlb

destilované vody).

Odméfit v ml: Vzorek séra | Vzorek moci Standard Slepy vzorek
(zkumavka 1) | (zkumavka 2) | (zkumavka 3) | (zkumavka 4)

Pracovni roztok 1,0 1,0 1,0 1,0
Sérum 0,02 - - -
Mo¢ - 0,02 - -
Standard - - 0,02 -

Destilovana voda 0,02

Absorbance (Asso) 0\2_03 0\041 O(MO\ '

Promichdme a inkubujeme ve tmé pfi teploté 37 °C 6 minut. Po skonéeni inkubace
zmé&fime absorbanci vzorku séra, moci a standardniho roztoku proti slepému vzorku pfi 550
nm v 1 cm kyveté.




0PN
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Vypocdet:
Kyselina mocova v séru (S-Kyselina mocova):

A vzorku séra
X

Il

S-Kyselina mocova (umol/l) € standardu (umol/l)

Astandardu
0,20% 500
S-Kyselina modova (umol/l) = ——F~—-~—— x MMM
g el = oM
S-Kyselina mocova (umol/l) = 5}?{()‘(

Kyselina mocova v mo¢i (U-Kyselina moc¢ova):

A vzorku mogi

Il

U-Kyselina moéova (mmol/l) X Cstandardu (mmoln) X Fedéni moci

A standardu

o8

1
2
@

U-Kyselina moc¢ova (mmol/l) =

U-Kyselina mosové (mmoll) = 98 13
Ztrity kyseliny moové moi za 24 hodin (dU-kyselina moZova):
dU-Kyselina moSové (mmol /24 h) = U-Kyselina mogové (mmol/l) x objem modi (1/24 h)
dU-Kyselina motova (mmol 24 by = (5843 « 429
dU-Kyselina modové (mmol /24 hy — A4 A o/
i, v Wd oz eresa\a pwczl igadud) Wodlet el

m o Hypacullenii, Taede | \tz AW%V;\ 2Hku eﬁA Wotooe ude
e \wg\m%&podum (| potiidood @ ORQM WWAO\/ o elabou,

i Py sy bk . ping ot 0ol TNGO ol e
fhozd 90 WAL juglowe uvog&ma&
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Lﬁloha 5 Vypocet clearance a frakéni exkrece kyseliny mocové

Princip:

Cltuauce, Usding wioR- wa\o%% loze 2. Reperer Modw)ké\ 00%- 0@

. Skavovein; W@A\ a&uece; v Qosluﬁ,uq Yrge dgjn  onintoy

fuloukech Powoct Yol eytrece \Di ) e (2e W 1 A wom\m hbu,\muj/\ L

\AM @:uw&evnn floze b U{Tﬂma U vdnodud oceomda Uao&u,\ e e v WA VR \anbo:
WO 0 Lieakmu Vpodtemre. T obes: Uuedenn0 (Z0wce.

Clearance kyseliny mocové (Cl ku):

Ukm  koncentrace kyseliny mocové v moc¢i (mmol/l) KEK }}
Pwm  koncentrace kyseliny moCové v séru (mmol/l) 73—" .0‘:\ > AO >

V objem mo¢i za 24 hodin (ml/s) O,rO H3..
UKM x V
Cl KM (mlx’s) =
Pkm
Cl KM (ml!s) =

270 07

Cl ki (mlfs) = f‘.\. .

Frakéni exkrece kyseliny mocové

Ukreatinin koncentrace kreatininu v mo¢i (mmol/]) Ql-%bot

P kreatinin koncentrace kreatininu v séru (mmol/l) . 5 HAAQ P
Ukm koncentrace kyseliny mo¢ové v mo¢i (mmol/l) _-(} ........ )
Pxm koncentrace kyseliny mocové v séru (mmol/l) b (0“ AD 3
\Y, objem mo¢i za 24 hodin (ml/s) O(O/(US

UKM % Pkreatinin

FExm =
Ukreatinin * Pkm
BF. sy j
B - <3
FExm = Av[q

-10 -
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Zavér:

(lear omoe l(g&m% MOTOu, dUOXV\ﬁAo\ov\fZ YOS "@0&%‘
Joewez) . Ta latlo o™ Wrodnt - 6B ygloue mo(ﬂidzxd.

Uloha 6 Murexidova reakce

Princip: i ' . - .
U, 120 10 3o vozpustiG 1€ uodg. T PN gl 55 et oija v WOC! ¢ 1K,
woleltul \L&sehw% vmo‘(éie‘ u ek sodoufl:ﬁ@a G;A e wrpusine Joxin %fmo\ ol
iz b (dlal, Ppndud 0 dugolonilom pH e A
[t @Qﬁ&”" @am u\omécmv\gﬁ' w?n% o Sk ollk el RQ&G A

@ o ve vodwn (0zto Sy, b plloulugfiy wogd 22wy o
Seved cehupion sdy Aoy TR el &

wiczoloy \\&\U/\ Dl

a‘awz‘vwo%\ el vowdr) o B QUOOUOWUU g2 S o looekd.

teglin gutol. v ngﬁﬂé plupiog s Ve o B Vg o
1. Kyselina mocova ﬂu\J ad%n\ vacﬂ Se MZS\O\\ V/ wal(am WV\A MOCQ)(’( ?a

Koncentrovana kyselina dusi¢na (ZIRAVINA)

2. : cl (
Z Amoniak (70 g/l) (ZIRAVINA) QW ngh KQ\MQVM

Hydroxid sodny (2 mol/l) (ZIRAVINA)

Pracovni postup:

K malému mnozstvi kyseliny mo€ové na hodinovém skli¢ku ptidame 1-2 kapky
koncentrované kyseliny dusi¢né. Odpafime na vodni lazni. Misku nechame ochladit a poté
ptikdpneme 1-2 kapky amoniaku. Vytvofi se purpurové zbarveni murexidu. Po pfidani
hydroxidu sodného vznikne fialové zbarveni.

Vysledky: ( ’ - ‘
pQUOVe 200t - po ol ool
Julid dmeed - po il alf

Zavér:

Tofaal e pAtORON: W{g@?m% wotowe pozont  sesidyion
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Uloha 7 Rozpustnost kyseliny moéové\

Princip:

iz tldlio

Reagencie:

1. Kyselina mo€ova (pevna substance)
2. Kyselina chlorovodikova zfedéna
3. Hydroxid sodny (2 mol/I)

Pracovni postup:
Asi ve 2 ml destilované vody rozpustime malé mnoZstvi kyseliny mocové. Pfiddme

nékolik kapek NaQH a pozorujeme vliv na rozpustnost kyseliny mo€ové. K &asti roztoku
ptidame nékolik khpek HCI a opét si v§imame rozpustnosti kyseliny mocové.

Vysledky: &\) \\) \
e WHE

?adawm Wﬂw& e izl pro s o % Wl
0 Youpall pdiug Mgdb(m&u Jue K z\/ﬂs\\ 0 e, meenio!
{0 oyl
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Uloha 1 - Stanoveni patologickych souéasti v mo¢i

Proved'te zkousky na jednotlivé patologicke souédsti moéi v nezndmych vzorcich mokrou i suchou
cestou.

OK
| Prukaz bilkovin |

Zkouska s kyselinou sulfosallcylovou

Kyselina sulfosalicylova 200 g/l
¢ Princip:

Tovojace  oillovin.

Pracovni postup:
Ve zkumavce smisime ptibliZzné 1 ml vzorku mo€i se 2 kapkami roztoku kys. sulfosalicylové.

[ M 1 i 4 y '
V pfitomnosti bilkoviny vznikne zékal. A " 5 ?D Za/\\)y\\
[Prikaz cukru |

Benedictova zkouska

Benedictovo ¢&inidlo (CuSQO, 70 mmol/l, 700 mmol/l Na,CO;a 600 mmol/l citronanu sodného)

¢ Princip:

U 2dodiom posadi sodnw\dxzxg celbiceim o udu\w&\ b tOM@‘omime v THilke fa O
0 Z8¥0uel) ﬂtf(p ol aaegddun S0 puictlh 1eb 0> ogents oidoncidon o Vaéoom

et Sliging. 0 Qatuee Q" vedultuciug; o
Pracovni postup: */)-GU& Ly 5> Q- C ('GXI’LC) *Z“(LO ) P‘Ol())l \JM\W}/\:\XMM)OM;:A%Q

K asi 1 m]l Benedictova cmld]a pfiddme 5 kapek mo¢i. Obsah promichdme a zkumavku vloZime do S)QEZWM (L 0.
vrouci vodni ldzné asi na 5 minut. V piitomnosti redukujicich latek znikne Zluté aZ ervené zbarveni. & [A

Fehlingova zkouska

1. Fehlinguv roztok I (pentahydrat siranu méd’natého) 70 g/l
2. Fehlingtv roztok II (hydroxid sodny 250 g a tetrahydrét vinanu draselno-sodného 350 g v 11
destilované vody)

”W@w 20 2oz’ 10 vedulldd VIuodtech &\u\n@a&
Leollllee (1t > edlie Zoa Vel







Moc

Pracovni postup:

Cerstvy pracovni roztok Fehlingova &inidla pfipravime smichdnim Fehlingova roztoku I a IT

v poméru piiblizné 1:1. Samotné ¢inidlo nesmi pfi povafeni ménit barvu. Asi k 1 ml mo¢i pfiddme
stejny dil Fehlingova ¢inidla a povaifme. V piitomnosti redukujicich latek vznikne zelenoZlutd, Zluta
az cihlovécervend sraZenina.

(Prikaz krve |
Heitz-Boyerova zkouska

1. Heitz-Boyerovo €inidlo (bezbarvy redukovany fenolftalein v alkalickém prostfedi, uchovavén

s nékolika granulemi Zn) x
2. Peroxid vodiku 30 g/l

'g;;;gw diaos. ok, Wgumoutho 2ekeze, -Valabze. ogingi
\;\«odw%b Ohomedd g, oveue proolulky parowic Vo,
Oiidace. Veduliaudno Jatiakeins. - Gavvey,

Pracovni postup:

Ve zkumavce smichdme asi 1 ml moci s krvi se stejnym dilem Heitz-Boyerova ¢inidla.
Opatrné pievrstvime po sténé zkumavky peroxidem vodiku. V ptitomnosti hemoglobinu vznikne na
sty¢né ploSe Cervenofialovy prstenec.

,,Benzidinova* zkouska
e Princip:

veadopoidizas 0 Penidio Zeleza - akly@ie ovidayj
Uhooludg hiowoeit no bveded puoom% e Oty youfil
Dddoce oty = 20, Zoarion.

Pracovni postup:

Nékolik zrnicek o-tolidinu rozpustime asi ve 2 ml ethanolu a okyselime koncentrovanou kyselinou
octovou. Pfiddme asi 2 ml peroxidu vodiku (roztok nesmi zmodrat) a poté asi 1-2 ml vzorku mo¢i.
Pozitivnim vysledkem je modré aZ modrozelené zbarveni vzorku.

\ Prukaz ketolatek l

Lestradetova zkouska

Lestradetovo éinidl (sfran amonny 20 g, uhli¢itan sodny bezvody 20 g, dihydrét nitroprussidu
sodného 0,2-1,0 g)






Moé

o Princip:{lgz  \LeloQloL G 200020 g, vealiN acdodene A acglony, s oNuStde de y
aMalich {wn (ummdi(w vAlG, Cevanglioiont ombeutompes Tedo prviip wzion \-f(&o\\o\)o\‘\
Les’uodol(wa 2lou3(G (m&nodnh\te Qumi‘ad- Vanglis (> MdUOWG\MO\‘ é&‘(d W H&el
el uhﬂmlk alonoidoah VIR O %ol ©-Yoiceniny o

b CRCUDMSY, 2™, g s M LReltdgh) e0-C2 iyt i
Pracovni postup: ‘ g | “% oy M N 3&?\'\)\&‘% G“Mi
Navlhéime filtraéni papir, nasypeme na n¢) malé mnoZstvi prastového Lestradetova €inidla a V&eMQ} "(u,ém

ptidime 1-2 kapky mo¢i s ketoldtkami. Asi do 1 minuty se v pfitomnosti ketolatek vytvoii ﬁalovém(.@ _
zbarveni.

fecivost o, ug
®. \nﬂolmug&
Legalova zkouska

1. roztok nitroprusidu sodného 4
2. hydroxid sodny 100 g/
3. kyselina octové koncentrovand =

Pracovni postup:

Asi ke 2 ml moéi pfiddime 2-3 kapky nitroprusidu sodného a zalkalizujeme 3 kapkami NaOH.
Vznikne &ervené zbarveni zplisobené reakci kreatininu. Cervené zbarveny roztok rozdélime do dvou
zkumavek a do jedné pridime nékolik kapek koncentrované kyseliny octové. Pokud jsou pfitomné
ketoldtky, zbarveni se zméni do Eerveno-fialova, pokud se roztok odbarvi, bylo ¢ervené zbarveni
zpusobeno pouze kreatininem (fyziologickd sou¢ast moci).

Vysetreni mo¢i diagnostickymi prouzky

Prouzek ponofime do vy$etfované moci. Otfenim o okraj nddoby odstranime pfebyte€nou moc a asi
po 60 sekundich hodnotime vzniklé zbarveni srovndnim s barevnou stupnici na §titku tuby.

Ukoly

VySetfete nezndmé vzorky moc¢i mokrou cestou i diagnostickymi prouzky. Vysledky zapisté do
tabulky:







Mo¢

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4
zkumavkové dg. kumavkové dg. zkumavkové dg. zkumavkové dg.
reakce prouZek reake prouzek reakce prouzek reakce prouZek
pH X :IL X @ X @ X Q)
Bilkovina @ @ @ @ @ :
Hemoglobin @ @ @ @ @
)] @ P @
Glukéza @ @ _@
Ketolatky @ (@) @
RAICACIESICAR=S
Leukocyty = % _DG . .
ity x \ < PpBy X \ % \
Bilirubin y \\ y NQ&B/ y y
Urobilinogen
@ o] | e S

Zaveér
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Jloha 2 - Stanoveni mikroalbuminurie
imunoturbidimetricky

4 Principilohy

Pomfiicky a reagencie

. pfistroj QuikRead
. programova karta

. pufr
. Einidlo (obsahuje latexové Eastice s pratilatkami proti albuminu; stabilizator: azid sodny %)
. odbérové kapilary a pisty
. kyvety

U A W N

Postup

1. Zapnéte turbidimetr QuikRead. Start a automaticky test pristroje trva asi 2 minuty, poté se na
displeji zobrazi ,,Nactéte kartu”. Protdhnéte magnetickou kartu Stérbinou (magnetickym
prouzkem dol( a k sobé; lhostejno, jakym smérem). Na displeji se objevi ,,Pfipraven k méreni “.

2. Stisknutim tlagitka ddvkovate odméfte do specialni kyvety 4 ml pufru.

\‘ v v i ¥ »
3. Pfipravte si odbérovou kapildru: do konce oznac¢eného modrym pruhem zasurite Cerny pist aZ
k bilé hydrofobni zatce.

4. Nechejte do kapilary kapllarltou nevzhnat vzorek mogi a2 po hydrofobnl zatku.
5. Ponofte kapilaru do odméfeného pufru v kyveté (viz bod 2) a stisknéte pist aZ na doraz. Mo?:\se
vytladi z kapildry, bild zatka v kapilafe zGstane. \

e







Kyvetu uzaviete patronou s ¢inidlem — NEmackejte zelenou &ast patrony.
fr s mo&i protfepejte. Kyvetu neobracejte dnem vzhiru.

Méreni

9. Nadispleji se objevi ,,
patrony s Cinidlem.

10. Okamiité vyjméte kyvetu, otocte ji nékolikrat dnem vzhlru a obsah razantné protiepejte.

11. Jakmile se na pfistroji objevi ,,Vl%vetu”, vratte kyvetu do pfistroje. Prodleni v tomto kroku
vede ke zruseni méreni!

12. Na displeji se objevi ,,Probiha méfeni”. Po dv wéch se na displeji zobrazi koncentrace

fidejte Cinidlo”. Ponechejte kyvetu v pfistroji a stisknéte zelenou ¢ast

albuminu ve vzorku v mg/I.

Uloha 3 - Stanoveni koncentrace Na* ve vzorku mo¢i
potenciometricky

® Princip:
kot O s Diovadi anty, Yuokosdio \edilowoy jonkae sdelin de\hndon
“M\wﬁ‘\” mggdw Sodlmmoda pripoming p-weticlou Sdediou, deldvody Jo %ém(ﬂ
vwm 2 sedViouap cvoleho skfa S Ovidkom Wik m lowtod,  Selelkom' ke
POl pro S0, 0y \n el WiRhlcudhy s doda! L o WOV\W_NQ*
&Voeld(.aw\aw\ Le 2 p colu ARENOAW . Sin. (ki ?@CMXZ{ . m&&)ods&aim)
Vna@ v@\«m ¢ W oy wux b@f U ool VP pudkein WO (Lonaantiaci wez hot - Uzoc

n&“ m&m hapi Wizt Stilovou dlelthedau, o vefenthi delitodou s Wk Wm‘

vmg,g\gggjlvlgf\ %gvo\mme V0 e ke bocke. piwo bEhe gt Upneghage ),
Pufr na fedéni vzorku moéi ( 8 g kyseliny octové 100 % a 4,09 g ethanolaminu v 1000 ml

deionizované vody, pH 9 9)
2. Roztok pro kalibraci pH/mV- metru pro stanoveni Na* (NaCl ve vy3e uvedeném pufru)
c¢(NaCl) = 0,1 mol/l pNa =1
2. Vzorek moti o nezndmé koncentraci Na®.

Pracovni postup:
1. Dle ndvodu k pH/mV-metru zméfte elektrodovy potenciél pro kalibraéni roztok s pNa = 1.
2. Smichejte 5 ml tohoto roztoku se 45 ml fediciho pufru (tj. vytvofite kalibraéni roztok o
¢(NaCl = 0,01 mol/l, pNa = 2) a opét zméite elektrodovy potencidl.
3. Obdobné jako v bodu 2 fed’te kalibra¢ni roztok jest€ jednou, tj. pfipravte roztok o
c(NaCl) = 0,001 mol/l, pNa = 3, a zméite jeho elektrodovy potenciil.







ZNjen:

Moc

4. Nezndmy vzorek mo¢i fed’te 10x pufrem, tj. smichejte 5 ml vzorku se 45 ml pufru. Zméite
elektrodovy potencidl zfedéného vzorku.

c(NaCl) pNa E (mV)
0,1 mol/l A A9
0,01 mol/l z 96,4
0,001 mol/l z s
Redé&ny nezndmy vzorek A,63 @, /
E{mV) 200 ]l o ._.+ i I N L R VN T N T I N
180 +——— B T Y T
160 E — B Y O N
- __ n
140 — ~~
120 - —+— —
b A I .
100 —
80 + M - + I - _ 1
60 . it it My i N Sl e e TR S ‘Z“.qx.\.. 5 VU NN SN IS S S A
R T I ISV AN ST T -,
. T T n TN T
40 - - .
T T 1 = B R A e -
20 1 -
i 1 I IR N B
0 B ) {' 1 {
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
pNa
Vypocet:
pNafedén)'l vzorek =.. -.A.‘Qé ..............
[NaJredeng vzorex = 107PNa-Tedeny veorek .0.(.02,} ............ wmol/l

U-Na = 10 X [Nalredtng vioek = -.cr: LG mol/l \‘ & odlioOL |
. k24wl \

Dennf ztraty sodiku: \
dU-Na = U-Na x dennf diuréza v litrech = 0(234,‘.25’0\28?5 .... mol/l =) 182(5 MMO( H /ZLIW

‘——
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Mo¢

Vypocdet tubularni resorpce a frakéni exkrece Na™*

a. Vypotet frakéni exkrece Na* 'P_, K( - a 5 JWM@( /

Unas X Prreatinin i 2&0’0_[0% ) . ~‘(-( i 3 -
Ukreatinin X Phas ) 15 - 153 'O‘Q‘Z,AZ (J (LJ WW@[] (

U koncentrace Na* nebo kreatininu v mo¢i v mmol/l 0{ (U\( - /{LEO ml [d

P koncentrace Na* nebo kreatininu v plazmé (séru) v mmol/l D’ [/
N = A5 g

FENa+ =

b. Vypoéet tubularni resorpce Na*
TR=1-FE

T 4- 002422 0,014

Uloha 4 - Stanoveni relativni hustoty mo¢i urometrem

Pracovni postup:

Vzorek mo¢i se nalije do odmérného valce a ponoii se do ni urometr. Na stupnici urometru se odecte
relativni hustota mo¢i.

Uloha bude demonstrovina vyucujicim.

agadd o, o 2 v e o iy g otlote 5T

Uloha 5 - Vysetieni mocového sedimentu ve fazovém
kontrastu

Vzorek moéi — infekéni material

Pracovni postup:

Cerstvy vzorek moti se centrifuguje pfi 3000 g 30 minut pfi 10 °C, skladuje se na ledu. Odsaje se vat3i
¢ast supernatantu. V malém mnoZstvi supernatantu se resuspenduje sediment. Z takto
koncentrovaného mocového sedimentu se vyrobi mikroskopicky preparat, ktery se pozoruje ve
fazovém kontrastu.

Ukol:

Popiste nadlez v mo€ovém sedimentu
[ @4l balkexie. = 2 ety visedlic yeuigme

\ ~ et Prewn withi pokslovicihy——
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Protokol z praktického cvi¢eni z biochemie

Téma: Metabolismus vapniku a fosforu

{lflloha 1 Stanoveni koncentrace celkového vapniku v séru a v moéi |

-

Princi rn ¢ 2z W SeEjoleeitieh HHON o VD e Haie il ed.(u Uowplerofirsi
el 8\ Valde ‘xlako Low cxolmrm %}‘my pm?.\\m o -Weso| ‘2 u alalidgm nosedi < Cp® gﬂaﬁi W&Q

R 2oarien] Kowplex gz Teertlo sz m KMW i
\LowlexoluornjaA Cmfaw ¥ wdq\oohmoam acémml\\ \ng ?ouzlu W\W pouavd

it ool Sl 222w I, o0-Ualdiown- 25 -3 ol 24 hodk
Reagencie:
K analyze je pouZita komeréni souprava Bio-La-Test Véapnik Liquid 250 Erba-Lachema
S..0.
1. Pracovni roztok [MES 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acidpufr, pH 6,5 (37 °C) 100
mmol/l; arsenazo 111 200 pmol/l]
2. Standardni roztok kalcia
3. Sérum - neznamy vzorek (infekéni material)
4. Mo¢ - neznamy vzorek (infekéni material)

Pracovni postup:

Do umélohmotnych jednorazovych zkumavek odmétime reagencie podle rozpisu
v tabulce:

Vzorek séra Vzorek moci Standard Slepy vzorek

Gl 7t (zkumavka 1) (zkumavka 2) (zkumavka 3) (zkumavka 4)

Pracovni roztok 1,0 1,0 1,0 1,0
Sérum 0,01 - - -
Mo¢ - 0,01 - -
Standardni roztok - - 0,01 -
Redestilovana voda - - - 0,01

Obsah zkumavek promichame a inkubujeme 1 minutu pfi 37 °C. Zméfime absorbance vzorku
séra, mo¢i a standardu proti slepému vzorku v 1 cm kyvet€ pfi vinové délce 650 nm. Zbarveni je
stabilni po dobu 60 minut.

Absorbance (Asso) 0\ Q(QU‘ 0(‘ AX L‘T O‘ LV“.’) 0

\
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Vypocéty:

Koncentrace celkového kalcia v séru (S-Ca):

A vzorku séra
S-Kalcium (mmol/l) = X C standardu
A standardu
S-Kalcium (mmol/l) = —0\%— X % .......
.......... o,

S-Kalcium (mmol/l) = 6\q5

Koncentrace kalcia v mo¢i (U-Kalcium):

A vzorku moci
U-Kalcium (mmol/l) =
A standardu

X C standardu % fedéni modi

Ztraty kalcia mo¢i za 24 hodin (dU-Kalcium):

dU-Kalcium (mmol /24 h) = U-Kalcium (mmol/l) x objem mo¢i (/24 h)

dU-Kalcium (mmol /24 h) = b 77‘
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| Uloha 2 Stanoveni koncentrace anorganickych fosfatt v séru a v moéi |

Princip:_S\anouaM‘

lmh

\/\E
20

\

—~ RN vaila be%
PO prawere 1o oo

0 3 tvo bdwaawem QWMo

¢ 202040 Mo, veldCi §>5
oézﬁam%vyn\w oww Mg\z& (Y

Wi, Rt Doty S-awgicts o O w0~ 15- 00 v 11 hod

K analyze je pouZita komeréni souprava Bio-La-Test Fosfor UV liquid 250 firmy Erba-

Lachema s.r.o.

1. Pracovni roztok
a. Kyselina sirova

b. Molybdenan amonny
2. Standardni roztok fosforu
3. Sérum - neznamy vzorek (infekéni material)

4. Mo¢ - neznamy vzorek

Pracovni postup:

210 mmol/l
650 mmol/l

Do umélohmotnych jednorizovych zkumavek odméiime reagencie podle rozpisu

v tabulce:

Odméfit v ml: Vzorek séra | Vzorek moci Standard Slepy vzorek
(zkumavka 1) | (zkumavka2) | (zkumavka 3) | (zkumavka 4)
Pracovni roztok 1,0 1,0 1,0 1,0
Sérum 0,01 - - -
Mo¢ - 0,01 - -
Standard - - 0,01 -
Destilovana voda - - - 0,01

po dobu 60 minut.

Promichdme a inkubujeme 5 minut pii 37 °C. Poté zmé&fime absorbanci vzorku séra, moci a
standardu proti slepému vzorku v 1 cm kyveté pfi vinové délce 340 nm. Zbarveni je stabilni

Absorbance (A340)

022%

oM

0,203
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Vypocet:
Koncentrace anorganickych fosfatia v séru (fS-P anorg.)
A vzorku séra

fS-Anorganické fosfaty (mmol/l) = ———— X C suandardu
A standardu

——D‘Z@} PN DA

fS-Anorganické fosfaty (mmol/l) = A&?}

fS-Anorganické fosfaty (mmol/l) =

Koncentrace anorganickych fosfati v mo¢i (U-P anorg.)

A vzorku mo¢i
U-Anorganické fosfaty (mmol/l) = —————— X Cgundarqu X Fed€ni moci
A standardu

U-Anorganické fosfaty (mmol/l) = ————— x4, X LT

U-Anorganické fosfaty (mmol/l) = /Z(Oxg/\

Ztraty anorganickych fosfati mo¢i za 24 hodin (dU-P):

dU-Anorg. fosfaty (mmol /24 h) = U-Anorg. fosfaty (mmol/l) x objem mo¢i (1/24 h)
dU-Anorg. fosfaty (mmol /24 h) = A(OLM X l\.\l’b ..

dU-Anorg. Fosfaty (mmol /24 h) = Q‘L‘\%X







N450 | /24-60 e

Clearance fosfata

Up koncentrace anorganickych fosfatd v mo€i (mmol/l)  .2¥ 0 ...
Sp koncentrace anorganickych fosfati v séru (mmol/l) .!1.(. T2
A% objem mo¢i za 24 hodin (ml/s) ‘04?

Up xV
Cp (ml/s) =
Sp

Cp (ml/s) = = ( .......

..... (%

Tubularni resorpce fosfatu

Skr koncentrace kreatininu v séru (mmol/l)
Uk: koncentrace kreatininu v mo¢i (mmol/l ..V ft

Up % Skr
TRP=1-
Sp X UK
Aodh 65407
TRP=1- = qu L(
(7% Mg
Zavér:
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;ll'JIoha 3 Stanoveni katalytické koncentrace alkalické fosfatasy a jejich izoforem |

Princip: /\.V\Bd\O‘QCA‘)L\-V\'\ “%Wé \‘\*“10? 1‘W\‘k0§m *&omw\

RTINS Qe Sh- wilk %& B \ulome 22 4-vokonol s - m\u& D-dulamivda
' ?w?& veolldi s 2¢ subi@mﬂ 0\\l w%}i .\ du(g!z mw Szu o m»\s#)%()g
olhutio. ALP Ldy \-wdl ” icd ﬂ%‘ﬂfﬂlﬂm (iouk O ’ébtm% oo
Timlo ‘ % V&O\ WtO\J() K@a m Suo 9 $
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‘ h
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P b 0L . e sl i funolrcih foacdh & ek ula&wmu

Rea
Q K analyze Je pouzita komeréni souprava Bio-La-Test Alkalicka fosfatasa 120 firmy PLIVA-

~
N\ Lachema a.s. '
\\9%& 1. Substrat [ 4-nitrofenylfosfét (disodna sdl) 15 mmol/l; N-methyl-D-glukaminovy puft ‘fQWOlﬂ VMO QV{A
(pH 10,1; 37 °C) 0,35 mol/l; NaCl 70,0 mmol/l; MgCl, 0,5 mmol/1] WMO& y e
(koncentrace odpovidaji hodnotam v reak&ni smési) !IRZZ‘ w{l‘
2. Imhibitor (hydroxid sodny 1,0 mol/l; Chelaton 3 30 mmol/I) de 0‘7__ \',")&AWI
3. Sérum - neznamy vzorek (infek&ni material) Lo QM\ zo‘ J“ \
{ \MP"P
Pracovni postup: g : 0@5 o
Sérum, které je v tabulce oznaceno T, pfed analyzou tepelné inaktivujeme v termostatu pfi ho «W\
~ teplot& 56° C po dobu 10 minut a poté ochladime v ledové lazni.
i
Odmékime Vzorek s Kontrolni vzorek s | Vzorek s tepelné - K;;:g?;:;(:;igiﬂ;s,m
v ml: nativnim sérem | nativnim sérem inaktivovanym p sérem Y
' (S1) (S2) sérem (T1) (T2)
(L Pufr 1,0 1,0 1,0 1,0
Sérum 0,02 - 0,02 -
Obsah zkumavek promichdme a inkubujeme 5 minut p¥i 37 °C
Substrat | 0,2 | 0,2 | 0,2 | 0,2
Obsah zkumavek promichame a inkubujeme pfesné 10 minut pii 37° C
Inhibitor 0,5 0,5 0,5 0,5
Sérum - 0,02 - 0,02
Promichame a do 30 minut zméfime absorbanci vzorkdi S1, S2, T1 a T2 proti destilované vodé
v 1 cm kyveté pti vinové délce 420 nm.
Absorbance | . —
oy | O 0561 0,554 0,45S







Vypocet:
Rozdily absorbanci
AAs = Ag) - A2

ans= 005 . 0,562 0423

......

AAT= At -Am

AAT = W;SQ - O{L‘SE: (’)MOL(

....................

Vypoéet celkové katalytické koncentrace ALP
Celkova katalyticka koncentrace ALP pkat/l) = AAg x 10,263
Celkova katalyticka koncentrace ALP (ukat/l) = OV(%} x 10,263

Celkova katalytickd koncentrace ALP pkat/l) = ﬂgg(o

Vypocdet katalytické koncentrace jaterniho izoenzymul
Jaterni izoenzym ALP (pkat/l) = 1,5 x AAyx 10,263
Jaterni izoenzym ALP (pkat/l) = 1,5 x WOL‘ x 10,263

Jaterni izoenzym ALP (pkat/l) = 4((9 o

Vypocet katalytické koncentrace kostniho izoenzymu
Kostni izoenzym ALP (ukat/l) = celkova ALP (ukat/l) — jaterni izoenzym ALP (ukat/l)
Kostni izoenzym ALP (pkat/l) = A gb - 4((9 .....
Kostni izoenzym ALP (ukat/l) = .. O\lL\

Zavér:

v el dle o, o2 wize DfF Zplichay
22 VK@«J&\O Gl ot oo 'lzoeuzﬁw.

! Vypodet vychazi z predpokladu, Ze 100 % katalytické koncentrace kostniho izoenzymu a tfetina jaterniho
izoenzymu jsou tepelné& inaktivovény.
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Reagencie:

halb el
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Chlorid vépenaty

Fosfore¢nan vépenaty

Uhli¢itan vapenaty
Stavelan amonny

| Uloha 4 Rozpustnost ruznych vapenatych soli-|

ooty 2 va Yedio\s

X\& pﬂ: PUQ(AQ(@U
©

log g 0 v -eo (il Qﬂé\ﬂ‘é‘ e[| (75

Kyselina chlorovodikova zfedéna & .C
Hydrogenuhlicitan sodny

Na,EDTA
Laktdza

A. Rozpustnost vapenatych soli ve vodé a HCI

Pracovni postup:

W luedadd) Joxdd a\datg 4 wlbt %

pevna substance _‘\JO\bQ \JOQAW\I\O

pevna substance
pevna substance
nasyceny roztok

10 g/l
nasyceny roztok
10 g/l

(b e i
Y00 e -
%\/M}\ W\

\GZUSIME - SRy
3\@8{@\\&\»\ N\(

a. Do &tyf centrifugaénich zkumavek nasypeme $petku prislusné vapenaté soli (viz tabulka).

b. Do kazdé zkumavky pfiddme 1,5 ml destilované vody.

c. Promichame a pozorujeme rozpustnost jednotlivych vépenatych soli ve vodé.

d. Do 2. - 4. zkumavky postupné ptikapavame zied€nou kyselinu chlorovodikovou. Do
tabulky poznamename, kolik kapek zfedéné kyseliny chlorovodikové bylo zapotrebi
k rozpusténi soli.

e. Do 3. zkumavky s rozpu§ténym Ca3(POs); pfikapdvame hydrogenuhlicitan sodny a
pozorujeme vznik sraZeniny.

f. Do 4. zkumavky ptidame cca 5 kapek nasyceného roztoku Na,EDTA a pak stejny pocet
kapek hydrogenuhli¢itanu sodného jako ve 3. zkumavce. Na,EDTA zabrani vzniku
srazeniny.

g. Vysledky rozpustnosti zapiSeme do tabulky.

Vysledky:
Zkumavka 1 Zkumavka 2 Zkumavka 3 Zlé:n(l;\(l)k;l 4
3(POs)2
CaClz CaCO3 Ca3(PO4)2 . NazEDTA
Rozpustnost ve vodé @ = C.) @

Rozpustnost v HCI

16 lgpd

% lLaPz\L

Rozpustnost v
NaHCO3

2O

hez Sazeiy







B. Vliv nékterych sloZek potravy na rozpustnost vybranych vapenatych soli

Pracovni postup:

Podle tabulky ptipravime do dvou zkumavek nasledujici reagencie:

Zkumavka 1 Zkumavka 2
CaCl, 1 odmérka 1 odmérka
Destilovana voda 1 ml 1 ml
Stavelan amonny cca 5 kapek
Laktéza - cca 5 kapek
Vysledek _z_b\va ( 9}(1%“/1 0\

Zavér: UleﬁSI\ Nl LS @\ﬂ @Q@\Qdudl/\}\ E\,j@‘ A%W\e/ )
?O‘b\d;\% Z;&V“m uoz\\&;}gﬂ& a0 (i io;&a%‘
ToplL— EDx 2WY([¢ VOZUON vipallu.
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Navod a protokol k praktickému cvi€eni z toxikologie

Uloha 1 CR-screening teékovacimi reakcemi

Princip:

e (GpGu Owlyooudio Ror ndno elintin) o il ?& Uyt ?o?adi i
Ewmol\a b, %Oagzv:mdﬁm zb m,émua 0 ngmm (S(MV\ ol

avewd) tealol [\ P'Oaa 0 Hi Detind v vealee L audlien
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1) Marquisovo ¢inidlo (ke 4 ml formaldehydu seipfida 96 ml koncemtrované kyseliny sirové p.a.) a
(Ziravina)

2) p-dimethylaminobenzaldehyd v HCl, p-DMAB (1 g p-dimethylaminobenzaldehydu v 5 ml
koncentrované kyseliny chlorovodikové p.a. a pfida se 95 ml 96 % ethanolu) (Ziravina)

3) siran ceriCity Ce(SOs),, (1 g ve 100 ml kyseliny sirova c=1 mol/l)

4) konc. kyselina dusi¢na fedéna 1:1 (Ziravina)

5) chlorid Zelezity (5 g chloridu Zelezitého se rozpusti v 95 ml destilované vody)

6) ethanolovy roztok

plegomazinu 2,0 g/l
nikotinu 2,0 g/l
kyseliny salicylové 2,0 g/l
prokainu 2,0 g/l
thioridazinu 2,0 g/l
kodeinu 2,0 g/l
oxazepamu 2,0 g/l
nitrazepamu 2,0 g/l

Pracovni postup
a) Desku Silufolu rozdélime tuzkou na 9 pruhidi a 6 sloupct, které o&islujeme. Do stfedu kazdého
politka vyznacime krouZek o priméru asi 0,5 cm.

Do vyznalenych krouzkd na desce naneseme v 2. pruhu do 1. — 6. sloupce Sul pipetou roztok
plegomazinu, ve 3. pruhu roztok nikotinu, ve 4. pruhu roztok kys. salicylové, v 5. pruhu roztok
prokainu, v 6.pruhu thioridazinu, v 7. pruhu kodeinu, v 8. pruhu oxazepamu a v 9. pruhu nitrazepamu
(viz schéma). Poté, co jsou skvrny zcela suché, pfikapavame na skvrny pomoci automatické pipety
v uvedeném pofadi S — 10 pl &inidel:

k te¢kam v 1. sloupci se pfida kyselina sirova

k teCkdm ve 2. sloupci se pfidd Marquisovo ¢&inidlo

k teCkam ve 3. sloupci se pfida p-dimethylaminobenzaldehyd v HCI (p-DMAB)

k te¢kdm ve 4. sloupci se pfida siran ceriCity

k teCkdm v 5. sloupci se pfida kyselina dusiéna

k te¢kdm v 6 . sloupci se pfida chlorid Zelezity

Do prvniho pruhu nanasime pouze pfislu¥né &inidlo.
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H,S04 Marquisovo siran chlorid
Sinidlo p-DMAB ceridity HNO; zelezity
b) Vaznik barevnych skvrn se pozoruje v dopadajicim svétle, zabarveni na te€ce se porovnava se
zabarvenim samotného ¢&inidla nakapnutého v prvnim pruhu (néktera ¢inidla jsou sama o sobé
barevnd). Dalsi hodnoceni provadime pod UV lampou pfi 254 nm.
Hodnoceni:
Barevné reakce zaznamenejte do tabulky a porovnejte s o€ekdvanymi zbarvenimi uvedenymi
v tabulce, ktera bude k dispozici.
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Podle obriazku 3- CR-screening a zaiazeni 1é¢iv do tfidy barevnych reakci v teoretické ¢asti
praktického cvi€eni, zafad'te testovand lé¢iva do ptislusnych t¥id barevnych reakci.
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Uloha 2 Tenkovrstevna chromatografie vybranych latek

TLC chromatografii latek budeme demonstrovat na né€kterych 1é¢ivech ze skupiny
psychofarmak (napf. derivaty fenothiazind, benzodiazepini aj.), které se pouZivaji pti 1é¢bé nékterych
zévaznych psychiatrickych onemocnéni. Plegomazin a thioridazin patfi mezi neuroleptika, tj. 1éky,
které ovliviiuji fady pfenaSe€li v CNS a pouZivaji se k 1é€bé psychotickch stavil a neklidd. Prokain je
zastupcem anestetik. Do podobné skupiny patfi i daldf latky, odvozené od alkaloidi koky. Kodein je
antitusikum a analgetikum, pfibuzné opiovym alkaloidim. Oxazepam a nitrazepam patfi mezi sedativa
benzodiazepinového typu. Zolpidem je hypnotikum druhé generace.
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1) ethanolové extrakty

thioridazinu 2,0 g/l
kodeinu 2,0 g/l
zolpidemu 2,0 g/
prokainu 2,0g/1
oxazepamu 2,0 g/l
nitrazepamu 2,0 g/l

2) ethylacetat

3) amoniak koncentrovany 250 g/kg

4) ethanol

5) benzen

6) Marquisovo &inidlo (ke 4 ml formaldehydu se pfid4d 96 ml koncentrované kyseliny sirové)
(Ziravina)

7) ethanolovy roztok extraktu nezndmého vzorku

8) p-dimethylaminobenzaldehyd v HCl, p-DMAB (1 g p-dimethylaminobenzaldehydu v 5 ml
koncentrované kyseliny chlorovodikové p.a. a pfida se 95 ml 96 % ethanolu) (Ziravina)

Pracovni postup:
a) Do 2 chromatografickych komor pfipravime nasledujici smési o sloZeni:
A: 36 ml ethylacetatu, 2 ml ethanolu a 2 ml amoniaku.
B: 37 ml benzenu a 3 ml ethylacetatu.
Chromatografické komory pfiklopime a smési promichdme, nechame asi 15 minut sytit.

b) Na 2 desky SILUFOLU si ozna¢ime 7 bodl pro nanasku vzorkt. Mély by byt vzdélené asi 1,5 cm
od dolniho okraje desky. Do prvnich tfi bodll nandSime automatickou pipetou 5 — 10 pl
standardnich roztokl (thioridazin, kodein a zolpidem), do €tvrtého bodu ethanolovy roztok
extraktu neznamého vzorku, do zbyvajicich bodl standardni roztoky prokainu, oxazepamu a
nitrazepamu. Starty osu$ime fénem.

¢) Jednu desku vlozime do chromatografické komory s pfipravenou mobilni fazi A, pfiklopime a
nechdme vyvijet, druhou desku vloZime do chromatografické komory s pfipravenou mobilni fazi
B, pfiklopime a nechame vyvijet.
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d) KdyZ mobilni fédze dospé&ji v obou komorach asi 1,5 cm od horniho okraje, desky vyjmeme
zkomor a oznatime &ela chromatogramil. Prohlédneme je pod UV lampou. Pokud uvidime
fluoreskujici skvrny, oznalime je. K barevné detekci skvrn se je$té lehce zavlhlé desky
rovnomérné postiikaji Marquisovym ¢inidlem. PFi postfiku dbejte zvy3ené opatrnosti, nebot
obsahuje koncentrovanou kyselinu sirovou. Po osudeni fénem se chromatogramy vyhodnoti. Obg&
desky se jest€ na zavér postfikaji p-dimethylaminobenzaldehydovym &inidlem a osusi. Vyhodnoti
se jeSté dalsi vzniklé barevné skvrny

Hodnoceni:
Zakreslete schéma chromatogramu a po zmé&feni vzdalenosti start-Eelo rozpoustédla a start-

—stied skvrny pro jednotlivé skvrny vypoététe hodnoty R¢. Zhodnot'te nélez v nezndmém vzorku.
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Uloha 3 Priikaz ethanolu reakci s dichromanem draselnym
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Reagencie:
1) dichroman draselny 0,3 g/l
2) koncentrovana kyselina sirova (Pozor Ziravina!)
3) ethanol

Pracovni postup:

Asi k 0,5 ml roztoku K,Cr,0, ptiddme stejny objem ethanolu a pak opatrné pikdpneme
5 — 6 kapek kyseliny sirové (ochrana o¢i §titem). Roztok po 1 — 2 minutach zezelena.

Reak¢ni smé&s po vyhodnoceni reakce vylévejte do nddob uréenych pro sbér nebezpeéného
odpadu.

Hodnoceni:
PopiSte zmé&nu zbarveni a vysledek vysvétlete.
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Uloha 4 Stanoveni koncentrace ethanolu v krvi plynovou chromatografii —
vyhodnoceni ziznamu analyzy.
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Pracovni postup:

V grafickém zaznamu, ktery obdrzite od asistenta, zméfte vysky vrcholil ethanolu a vnitiniho
standardu (isopropanolu) jak v nezndmém vzorku, tak ve standardnim roztoku.

Ukazka zaznamu:

vyska vrcholu ethanolu ve standardnim roztoku

vy&ka vrcholu vnitiniho standardu ve standardnim roztoku
hst, hstys hvze Waye vyska vrcholu ethanolu v nezndmém vzorku

vyska vrcholu vnitiniho standardu v nezndmém vzorku
koncentrace ethanolu v nezndmém vzorku

koncentrace ethanolu ve standardnim roztoku v g/kg

COFFEF
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zaznam chromatografie zaznam chromatografie
standardu neznamého vzorku
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Hodnoceni:

Koncentraci ethanolu v neznimém vzorku vypoététe podle vzorce, do kterého se dosazuje
vzajemny pomér vy$ek vrcholl vnitiniho standardu a ethanolu v analyzovaném vzorku i ve standardu.
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Uloha 5 Demonstrace dechového testeru alkoholu ALCOSCENT
DA-8000

Pozniamka k bodu 1, baterie jsou jiZ vloZeny, nasadi se pouze niustek!!

Navod k obsluze:

1. Prvni pouziti
Stiskem a posunutim krytu bateriového prostoru na zadni strané pfistroje
tento oteviete a vloZte 2 alkalické baterie 1,5 V velikostj AA

(v dodédvce). Dbejte ptitom na spravnou polaritu.
Uzavfete bateriovy prostor a viozte natstek do pfislu$ného otvoru.

N

Jak testovat koncentraci alkoholu v dechu
a) Stisknéte tlacitko START a piistroj na 1 sekundu zobrazi zvySujici se
, o v {os . : RLi.

pocet provedenych testd, napt. ‘€5 a poté zobrazi symbol .

b) Znova stisknéte tlagitko START a displej za¢ne odpoéitavat &as.

c) Po dokongeni odpogitavani ptistroj zobrazi symbol =

- doprovazeny zvukovou signalizaci (dvojitym pipnutim). Pistroj je
nynf pfipraven k provedeni testu.

d) Foukejte mirné a stejnomé&mé do natstku jednim hlubokym vydechem
po dobu delsi nez 5 sekund (nebo po dobu nastavenou dle kap.5. str.6).
Po dobu foukéni bude znit nepferusovany ton, po jeho ukonéeni pfi-
stroj 2x pipne. Teprve potom prestaiite foukat. P¥i foukani dbejte, aby
se do pfistroje nedostaly sliny, které by mohly poskodit citlivy senzor.

¢) Po dokonéen{ analyzy ptistroj zobrazi na 4 sekundy koncentraci
alkoholu v krvi.

Kdyz pFistroj pracuje normalné:

= n
= u
I — 0 — e
: g
Odbér vzorku Analyza vzorku Zobrazeni vysledku
dechu (foukani) dechu testu

(dle verze programu
ptistroje moznd i jina
signalizace, napf. “had*)
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