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Uvod

Predmét vybrané laboratorni metody je zafazen do tfetiho ro¢niku oboru Laboratorni
asistent stfednich zdravotnickych Skol. Tento teoreticko-prakticky pfedmét doplituje ostatni
odborné pfedméty oboru, vyuziva znalosti v odbornych pfedmétech ziskanych a rozsituje
odborné dovednosti v oblasti principt laboratornich ptistrojovych metod.

Predmét Vybrané laboratorni metody, dale jen VLM, dava zaktim znalosti a orientaci
v zékladnich instrumentalnich analytickych metodach. A to jak ve fyzikalnich zakonitostech
a chemickych jevech, na nichz jsou metody zalozeny, tak i v ziskani nezbytné manualni
dovednosti vyuzitelné v odborné praxi. Strukturu ptedmétu tvoti teoretické hodiny, v nichz se
zaci seznamuji s principy metod a dualezitymi souvisejicimi fakty, a prakticka
cviceni, kde si Zaci ovétuji ziskané védomosti provadénim praktickych tloh. Prace v laboratofi
je ptinosna nejen pro zvladnuti odbornych dovednosti, ale téz pro rozvoj schopnosti
komunikace a respektu pii tymové spolupraci. Pfedmét vede k rozvoji kli¢ovych kompetenci
dle aktualniho platného Skolniho vzdélavaciho programu.

Ptedkladana prace obsahuje dvé ¢asti.

Prvni ¢ast je tvofena teoretickym uvodem Kk jednotlivym metodam pouzivanym pii
vyuce predmétu a vzorovymi ulohami ke kazdé probirané ¢asti. Tato ¢ast je vystavéna jako
pomucka pro vyucujiciho.

Druhou ¢ast prace tvoii samostatny pracovni sesit uréeny pro zaky. Tento pracovni
sesit je koncipovan tak, Ze umozZiluje Setfeni Casem pii teoretickych hodinach — Zaci maji
predptipravené ¢asti teorie, do kterych dopliuji dulezité informace z vykladu ucitele. Na
probrani teoretickych zakladii ke kazdé metodé navazuje pak navod k provedeni praktické
laboratorni Glohy. Volby vzorovych tiloh jsou zaméfeny na klinickou biochemii.

Vybrané vzorové ulohy u kazdé metody jsou navrzeny jednoduse, aby byly
proveditelné v kratkém Casovém useku, nebot’ urcitou ¢ast Casové dotace praktika je potieba
vyuzit na vysvételeni obsluhy pfistrojového vybaveni. Jednoduchost uloh téZ umoziuje dalsi
rozSifovani ¢i ptipadnou obménu. Nutnym aspektem, ktery je tfeba zohlednit s vyhlidkou na
provadéni uloh i na jinych Skolédch, kde je tento pfedmét vyucovan, je rozdilné pfistrojové
vybaveni. Z tohoto diivodu nejsou ve vzorovych tlohdch vysvétlovany postupy méfeni na
urcitych znackach pftistroji dle pokynii vyrobce.

Literatura pouzita k ptipravé teoretické ¢asti neni vzhledem k charakteru této prace
uvadéna az na konci prace v jednom souboru, ale — pro vétsi pohodli ucitele, ktery by

doporucenou literaturu chtél vyuzit — za kazdym oddilem s urcitym typem metod.
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Teoreticky zdklad k predmétu Vybrané laboratorni metody

1. Optické metody

Optické metody jsou vSechny metody zalozené na interakci elektromagnetického zareni

s hmotnym prostiedim (molekulami, atomy).

1.1. Elektromagnetické zatfeni

Elektromagnetické zafeni ma tzv. dualni charakter, coz znamena, Ze se chova jednak jako
vInéni jednak jako proud ¢astic (fotont).
Vinu elektromagnetického zatreni charakterizujeme vinovou délkou, kterd je tizce svazana

s frekvenci, a amplitudou. Znazornéni vinové délky a amplitudy ukazuje Obr. 1.

ANANA
VALVARY

ANVA
NARVERV.

Obr. 1: Znazornéni vinové délky (Wavelength) a amplitudy (Amplitude).

VInova délka je vzdalenost dvou stejnych bodii na sousednich vinach (nejcasté;ji znazoriiovana
jako vzdalenost vrcholi v maximu nebo v minimu). Jednotkou vinové délky je m, ale
z praktickych diivodu se u riiznych typl zateni pouzivaji jednotky odvozené (nm, pm, cm).

Frekvence je poéet vin, které projdou danym mistem za jednotku ¢asu. Cim je vlnova délka

vétsi, tim je frekvence niz§i. Jednotkou frekvence zafeni je s™* nebo Hz (hertz).
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Amplituda je vysSka viny. Amplituda u svétla udava intenzitu (jas) svétla vysilaného urcitym

zdrojem ve srovnani se svétlem stejné vinové délky z jiného zdroje.

Elektromagnetické zafeni (vInéni) se §ifi ve vakuu rychlosti pfiblizng 3 x 108 m/s
(300 000 km/s)*.,
V jinych prostiedich (ve vzduchu, ve vodé, v roztocich) se §ifi rychlosti mensi nez je jeho
rychlost ve vakuu.
Elektromagnetické zafeni se mize chovat pfi nékterych interakcich s hmotnym prostfedim
jako proud fotond. Fotonlim zéafeni urcité vlnové délky lze pfifadit urcitou energii, ktera
souvisi s frekvenci zafeni. Tento vztah udava Plancklv zékon (rov. 1).
E=hv
[1]
kde E je energic zafeni jednoho fotonu v joulech, v je frekvence zafeni v Hz, h je tzv.
Planckova konstanta, jeji hodnota je 6,625 - 1034 J-s.
Rovnici pro energii zafeni lze vyjadfit pomoci vinove délky:
hc

E A
2]

kde E je energie zafeni jednoho fotonu v joulech, h je tzv. Planckova konstanta, c je rychlost

svétla ve vakuu a A vlnova délka v nm.

Elektromagnetické zafeni ma velmi Siroky rozsah vlnovych délek, zahrnuje oblast
od 10" metru az do stovek metru, tedy cca patnact fadu.
Na Obr. 2 je znazornény jednotlivé oblasti elektromagnetického zafeni, tedy jednotlivé oblasti

spektra elektromagnetického zafeni, a ve vyseku barvy viditelné ¢asti spektra.

! Ptesnd hodnota rychlosti svétla je 299 792 458 m/s.
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Rostouci vinova délka a klesajici energie

-~
o
0,000t nm 0,01 nm 10 nm 1000 nm 0,01 cm 1cm im 100 m
Rentgenovo ) .
Paprsky gama zafeni uv Infratervené zafeni Mikroviny Radiové viny

Viditelné svétio

400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

Obr. 2: Jednotlivé oblasti spektra elektromagnetického zafeni?.

Jen nepatrna ¢ast elektromagnetického zafeni je vnimana lidskym okem (viditelna Cast
spektra, tzv. viditelné zafeni); Cast zafeni vnimame jako teplo (infraCervena Cast).
Pro zbyvajici ¢ast elektromagnetického zafeni nema lidské télo odpovidajici receptory, coz ale
neznamena, ze nemuze dochazet k interakci. Je-1i napt. kiize vystavena UV zateni, dochazi ke
z¢ervenani, ptipadné zhnédnuti kiize; je-li té€lo vystaveno rtg zafeni nebo gama zafeni, mlize
dojit k interakci s nukleovymi kyselinami a vzniku mutaci.

V laboratorni zdravotnické praxi se nejvice vyuziva viditelna ¢ast spektra a ¢ast ultrafialové
(UV) casti. V klinické praxi se vyuzivaji téz dal§i oblasti elektromagnetického zafeni,
napf. radiové vlny pfi zobrazovaci technice vyuzivajici magnetickou rezonanci
(MRI — magnetic resonance imaging) nebo gama zafeni pii pozitronové emisni tomografii

(PET).

1.2.  UV-VIS spektrofotometrie

Nejcastéji vyuzivanou laboratorni optickou metodou je UV-VIS spektrofotometrie, tedy
optickd metoda vyuzivajici pohlcovani svétla celé viditelné a casti ultrafialové oblasti

(200 — 400 nm) spektra v roztocich latek.

Aby latka pohlcovala zafeni téchto vinovych délek, musi obsahovat tzv. chromofor, coz je

latka za pohlcovani svétla zodpoveédna.

2 Zdroj obrazku:
http://labguide.cz/fluorochromy/ Stazeno: 1. 4. 2017.
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Pohlceni svétla znamena, Ze dojde k interakci fotonu zafeni s elektronem v latce a elektron je
excitovan ze zakladniho stavu do stavu s vyssi energii, excitovaného stavu.

Chromoforem pro viditelnou oblast spektra jsou jednak organicka barviva obsahujici velky
pocet dvojnych vazeb a ptipadné i aromatické struktury. Pfikladem takovych chromofori jsou
hemoglobin, bilirubin, biliverdin, karoteny, chlorofyl. Chromoforem pro viditelnou oblast
mohou byt téz komplexy kovl, naptf. komplex zelezitého kationtu s thiokyanatanovym
aniontem (SCN’) ma cCervenou barvu, komplex médnatého kationtu s amoniakem ma
intenzivni modrou barvu.

Chromoforem v UV oblasti naptiklad aminokyseliny tyrosin a tryptofan, které zptsobuji
pohlcovani svétla v roztocich obsahujicich proteiny, a baze nukleotidi, které jsou zodpovédné

za pohlcovani svétla v roztocich nukleovych kyselin.

Pohlcovani svétla chromoforem Ize kvantitativné vyjadiit pomoci veli¢iny zvané absorbance,
kterd je definovana pomoci veli¢iny transmitance. Ob& veli¢iny se pouZivaji zejména

u roztoku latek.

Transmitance popisuje mnozstvi svétla urcité vlnové délky, které proslo vzorkem.

Je definovana vztahem:

[3]
kde Tj je transmitance pii vinové délce A, I je intenzita svétla dané vinové délky, které proslo

vzorkem, I, je intenzita svétla dané vinové délky, které na vzorek dopadlo.

Transmitance je tedy rovna jedné, jestlize Zadné svétlo nebylo pohlceno a tedy intenzita svétla
proslého se rovna intenzité svétla dopadajiciho.

Je-1i veskeré svétlo dané vinové délky pohlceno v roztoku, je intenzita proslého svétla rovna
nule a transmitance pro danou vinovou délku je téz rovna nule.

Velmi Casto se transmitance udava v procentech — hodnota transmitance vypoctené dle rov. 3

se vynasobi stem. Hodnota transmitance se pak pohybuje mezi 0 — 100 %.



Castgji pouzivanou jednotkou je absorbance, ktera je definovana jako dekadicky logaritmus
prevracené hodnoty transmitance, jak ukazuje rov. 4.
1
A; = logT—/1
[4]
Absorbance roztoku zavisi ptimo umérn¢ jednak na velikosti (tloust'ce) vrstvy, kterou svétlo
vroztoku wurazi, jednak na koncentraci roztoku. Tato zavislost je vyjadiena
Lambert-Beerovym? zakonem — viz rov. 5.
Ay = ¢€cl
[5]
kde A je absorbance (je to bezrozmérna veli€ina, protoze je definovana jako logaritmus jiné
veli¢iny), ¢ je koncentrace roztoku a [ je tloustka absorbujici vrstvy, ktera se udava v.cm
a obvykle ¢ini 1 cm.
Veli¢ina ¢ charakterizuje dany chromofor a je tedy pro roztok urcité latky konstantou
umérnosti. Nazyva se bud’ molarni absorpcni koeficient nebo specificky absorpéni koeficient
podle toho, zda koncentrace roztoku je udana v jednotkach mol/l nebo v jinych jednotkach,
napf. v zdravotnické praxi ¢asto uzivanych jednotkach g/cm?® nebo mg/cm?®,
Je-li koncentrace udana v jednotce mol/l, pak € udava, jaka by byla absorbance roztoku, ktery
by mél koncentraci 1 mol/l a u néhoz by svétlo prochazelo vrstvou o tlouStce 1 cm.
Hodnoty molarniho absorpéniho koeficientu se pohybuji v desitkach tisic aZ stovkach tisic,

jednotkou je mol* dm® cm™ (jak Ize odvodit z rov. 5 tim, Ze si vyjadiime z rovnice ¢).

Absorbance v UV a VIS oblasti se méfi na piistrojich zvanych spektrofotometry. Moderni
pfistroje zahrnuji obvykle oblast vlnovych délek 200 — 900 nm a umoZznuji tak méteni pii
riznych vlnovych délkach. Hodnota absorbance, kterou je na spektrofotometrech mozné
méfit, se 1i8i podle typu pfistroje, obvykld je maximélni hodnota A = 2. Z tohoto tdaje
a Z hodnot molarnich absorp¢nich koeficientli obvyklych chromofori pak plyne, ze miZeme

méfit koncentrace fadové 10 — 107 molll.

3 Zavislost mnoZstvi pohlceného svétla na délce absorbujici vrstvy objevil v roce 1729 francouzsky
prirodovédec Pierre Bouguer, ale objev je pfipisovan Jonannu Heinrichu Lambertovi, ktery citoval
z Bouguerovi eseje o optice ve svém dile Photometria v roce 1760.
Zavislost na koncentraci byla objevena az o mnoho pozdéji, v roce 1852 némeckym fyzikem, chemikem a
matematikem Augustem Beerem.
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Spektrofotometr sestava z ne¢kolika zakladnich komponent: zdroje svétla, zatizeni poskytujici
monochromatické  zafeni, méfené kyvety se vzorkem, detekéniho zafizeni

a zaznamového zatizeni. Schéma spektrofotometru je znazornéno na Obr. 3.

= | |[|= =>

Zpracovani
Monochromitor Kyveta Detektor a zobrazeni
se vzorkem signalu

Obr. 3: Schéma zékladnich soucasti UV-VIS spektrofotometru.

Zdrojem svétla pro VIS oblast je obvykle halogenova Zarovka. Je to vlastné wolframova
zarovka obsahujici pary halogenu; ten tvofi komplex s wolframem odpafenym z vldkna
a zabranuje tak usazovani wolframu na sténdch baiiky a zaroven v disledku proudéni uvniti a
téZ rozvrstveni teplot v baiice zajist'uje zp€tnou depozici wolframu na vldkno; toto vSe zvysuje
zivotnost zdroje svétla.

Jako monochromator se pouziva hranol nebo miizka, v novych pfistrojich prakticky vylu¢né
miizka. Systém natdCeciho zafizeni a zrcadel umoZiluje postupné meénit vinové délky
dopadajici na vzorek bud’ ru¢né (nastavovanim jednotlivych vlnovych délek v urcitych
intervalech) nebo automaticky kontinualn€ ve zvoleném rozsahu vinovych délek.

Kyvety pouzivané v soucasné dob€ maji standardné optickou dréhu (tedy tloustku
absorbujiciho roztoku) 1 cm, které vyzaduji ptiblizn€¢ 3 ml roztoku pro méteni — Obr. 4 vlevo.
Pro nékteré ucely, kdy vzorku k méfeni je malé mnozstvi, se pouzivaji specidlni kyvety, které
také maji optickou drahu 1 cm, ale potfebny objem k méfeni je kolem 70 - 850 ul*. P¥iklad

kyvety pro malé objemy je na Obr. 4 uprostied a vpravo.

4 Dle Gdajd firmy Sigma Aldrich: http://www.sigmaaldrich.com/analytical-chromatography/analytical-
products.html?TablePage=104902966 Stazeno 23. 12. 2016.
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Obr. 4: Vlevo — kyveta pro spektrofotometrické méfeni s optickou drahou 1 cm °, uprostied

a vpravo - kyvety pro spektrofotometrické méteni malych objemii vzorki®.

Pro méfeni ve viditelné oblasti spektra pouzivame sklenéné kyvety z optického skla, pro
méfeni v ultrafialové oblasti je nutné pouzit kiemenné kyvety, protoze sklenéné kyvety
absorbuji veskeré¢ zateni o vinové délce kratsi nez 300 nm.

V soucasnosti se uplatituji ¢im dal vice plastové kyvety pro jednorazové pouziti a to jak pro
oblast viditelného (polystyrénové kyvety) tak i pro oblast ultrafialového zafeni (kyvety
z polymethylmethakrylatu).

Aplikace spektrofotometrie na kvantitativni biochemickou analytiku

Stanoveni koncentrace latky je zalozeno na Lambert-Beerové zakoné, tj.linearni zavislosti
absorbance na koncentraci.
Absorbance je definovana vZzdy pro urcitou vlnovou délku, proto musime nejdtive zjistit, pii

jaké vinové délce absorbanci roztoku stanovovat. K tomu musime proméfit tzv. absorpcni

5> Zdroj obrazku:
https://www.google.cz/search?q=spectrophotometer+cuvettes+images&biw=16708&bih=757&tbm=isch &imgi
I=AMtghBWIVmoigM%253A%253BerXn2bBJIlcOcM%253Bhttp%25253A%25252F%25252Fwww.ansci.wisc.ed
u%25252Fjip1%25252Fansci_repro%25252Flab%25252Fprocedures%25252Fspectrophotometer%25252Fgray
beckman_spec_use.html|&source=iu&pf=m&fir=AMtghBWIVmoigM%253A%252CerXn2bBJIlcOcM%252C &u
sg=_ xWTalzG20LVjyJ55fBWpbHT4Gro%3D&ved=0ahUKEwjn8PS3mYrRAhUI7hoKHX8gCFwQyjclOA&ei=wwh
dWKeDL4jca UoOAF#imgrc=WelmDM4ZC1L7rM%3A StaZzeno 23. 12. 2016.
6 Zdroj obrazku — jako u 3.
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https://www.google.cz/search?q=spectrophotometer+cuvettes+images&biw=1670&bih=757&tbm=isch&imgil=AMtghBWlVmoigM%253A%253BerXn2bBJIlcOcM%253Bhttp%25253A%25252F%25252Fwww.ansci.wisc.edu%25252Fjjp1%25252Fansci_repro%25252Flab%25252Fprocedures%25252Fspectrophotometer%25252Fgray_beckman_spec_use.html&source=iu&pf=m&fir=AMtghBWlVmoigM%253A%252CerXn2bBJIlcOcM%252C_&usg=__xWTaLzG2oLVjyJ5SfBWpbHT4Gro%3D&ved=0ahUKEwjn8PS3mYrRAhUI7hoKHX8qCFwQyjcIOA&ei=wwhdWKeDL4jca__UoOAF#imgrc=WelmDM4ZC1L7rM%3A
https://www.google.cz/search?q=spectrophotometer+cuvettes+images&biw=1670&bih=757&tbm=isch&imgil=AMtghBWlVmoigM%253A%253BerXn2bBJIlcOcM%253Bhttp%25253A%25252F%25252Fwww.ansci.wisc.edu%25252Fjjp1%25252Fansci_repro%25252Flab%25252Fprocedures%25252Fspectrophotometer%25252Fgray_beckman_spec_use.html&source=iu&pf=m&fir=AMtghBWlVmoigM%253A%252CerXn2bBJIlcOcM%252C_&usg=__xWTaLzG2oLVjyJ5SfBWpbHT4Gro%3D&ved=0ahUKEwjn8PS3mYrRAhUI7hoKHX8qCFwQyjcIOA&ei=wwhdWKeDL4jca__UoOAF#imgrc=WelmDM4ZC1L7rM%3A
https://www.google.cz/search?q=spectrophotometer+cuvettes+images&biw=1670&bih=757&tbm=isch&imgil=AMtghBWlVmoigM%253A%253BerXn2bBJIlcOcM%253Bhttp%25253A%25252F%25252Fwww.ansci.wisc.edu%25252Fjjp1%25252Fansci_repro%25252Flab%25252Fprocedures%25252Fspectrophotometer%25252Fgray_beckman_spec_use.html&source=iu&pf=m&fir=AMtghBWlVmoigM%253A%252CerXn2bBJIlcOcM%252C_&usg=__xWTaLzG2oLVjyJ5SfBWpbHT4Gro%3D&ved=0ahUKEwjn8PS3mYrRAhUI7hoKHX8qCFwQyjcIOA&ei=wwhdWKeDL4jca__UoOAF#imgrc=WelmDM4ZC1L7rM%3A
https://www.google.cz/search?q=spectrophotometer+cuvettes+images&biw=1670&bih=757&tbm=isch&imgil=AMtghBWlVmoigM%253A%253BerXn2bBJIlcOcM%253Bhttp%25253A%25252F%25252Fwww.ansci.wisc.edu%25252Fjjp1%25252Fansci_repro%25252Flab%25252Fprocedures%25252Fspectrophotometer%25252Fgray_beckman_spec_use.html&source=iu&pf=m&fir=AMtghBWlVmoigM%253A%252CerXn2bBJIlcOcM%252C_&usg=__xWTaLzG2oLVjyJ5SfBWpbHT4Gro%3D&ved=0ahUKEwjn8PS3mYrRAhUI7hoKHX8qCFwQyjcIOA&ei=wwhdWKeDL4jca__UoOAF#imgrc=WelmDM4ZC1L7rM%3A
http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjS1JyWmYrRAhVFuhoKHYApBMoQjRwIBw&url=http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c2043&psig=AFQjCNHYhZtowM3aJLTeMzFrsqzDFj8nfA&ust=1482578418239910
https://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj0xbHSmYrRAhXCWBoKHRHnBacQjRwIBw&url=https://www.amazon.com/Quartz-Cuvette-standard-10mm-spectrometer/dp/B007M6BS9M&psig=AFQjCNEa7GPk_ia4BdwRCBpT62vR0YcucQ&ust=1482578506152677

spektrum, tedy zavislost absorbance na vlnové délce. Ptiklad absorpéniho spektra pro
aminokyseliny tyrosin a tryptofan je na Obr. 5.
Ke stanoveni koncentraci pak pouzivime méieni absorbance v oblasti maxima v absorpénim

spektru, kde je zavislost na koncentraci nejvyraznéjsi.

Absorption Peak of Amino Acids at 280 nm

600 Tryptophan

400

Tyrosine

Absorbance
3

200

100

000

: : : i N
P4l 40 50 60 70 80 2% 100 10

Wavelength (in nm)

Obr. 5: Ptiklad absorpéniho spektra’ — zavislost absorbance na vinové délce v nm (Wavelength

in nm) aminokyselin tryptofanu (Tryptophan) a tyrosinu (Tyrosine).

Teoreticky je mozné vypocitat koncentraci piimo z Lambert-Beerova zakona, zname-li
z literatury molarni absorp¢ni koeficient a mame-li zmétenou absorbanci roztoku métené latky
o nezname koncentraci. Z praktickych diivoda se ale pouziva metoda sestrojeni kalibracni
kiivky pomoci standardi méfené latky a odeCteni koncentrace U  roztoku
s neznamou koncetraci méfené latky z této kalibracni kiivky.

Spektrofotometricka kalibracni kfivka je grafickym znazornénim zavislosti absorbance
na koncentraci métené latky (chromoforu). Koncentrace je tedy nezavisle proménna a vynasi

se na osu X, absorbance je zavisle proménna a vynasi se proto na osu y.

7 Zdroj:
https://www.google.cz/search?g=absorption+spectrum+tryptophan&biw=16708&bih=757&tbm=isch&tbo=u&
source=univ&sa=X&ved=0ahUKEwixionyporRAhWJvRoKHWNMCaMQsAQllg#imgrc=YkTiNVtAnF9GbM%3A
Stazeno 23. 12. 2016.
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https://www.google.cz/search?q=absorption+spectrum+tryptophan&biw=1670&bih=757&tbm=isch&tbo=u&source=univ&sa=X&ved=0ahUKEwixionyporRAhWJvRoKHWNMCaMQsAQIJg#imgrc=YkTiNVtAnF9GbM%3A
http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjqlLL3porRAhWE2xoKHdu-DawQjRwIBw&url=http://www.easybiologyclass.com/mcq-sample-questions-biochemistry-amino-acids-csir-icmr-jrf-net-life-science-examination/&psig=AFQjCNF1GJ1Ze-vBMmAOsqkwA3qi_57qaQ&ust=1482582114060965

Pro sestrojeni kalibra¢ni ki¥ivky je potfeba pfipravit sadu roztokii o rtzné koncentraci;

koncentrace roztokt by mély rovnomérné pokryvat méfeny rozsah, jak je ukazano v Obr. 6.

0,25
0,2 9
<5} “N
S 0,15
T LA
=
o | T
8 e
< 0,1 ,,,,,,
o
0,05
0
0 5 10 15 20 25 30 35

Koncentrace (g/l)

Obr. 6: Piklad spektrofotometrické kalibra¢ni kiivky.

Variantou metody kalibraéni kfivky je metoda jednoho standardu a vyuzivad se
u spolehlivych provéfenych analytickych metod. Prvni bod odpovida slepému pokusu tzv.
blanku, ktery ma nulovou koncentraci stanovované latky. Druhy bod je namétfend hodnota
absorbance standardniho roztoku. Pii pfedpokladu platnosti Lambert-Beerova zékona
a provedeni méfeni za konstantnich podminek pro vzorek i standardni roztok tedy plati,

ze pomgér absorbance standardu a vzorku je roven poméru jejich koncentraci:

Ast  Cst
Avz  Cvz
[6]
kde Ast je absorbance standardu, Avz absorbance vzorku, Cst koncentrace standard a Cvz

koncentrace vzorku. Upravou dostaneme vzorec pro vypocet koncentrace vzorku:

Avz - Cst

Cvz -
vz Ast

[7]

11



1.2.1. UV- VIS spektrofotometrie — pouzita a doporucena literatura

1. Hammes G.G. (Hoboken, New Jersey 2005), Spectroscopy for the biological sciences

2. Lajunen L.H.J. (The Royal Society of Chemistry, Cambridge 1992), Spectrochemical
analysis by atomic absorption and emission

3. Levkova T. (SZS a VZS Hradec Kralové, Hradec Kralové 2005), Cviceni z klinické
biochemie

4. Moore W.J. (Nakladatelstvi technické literatury, Praha 1972), Fyzikalni chemie

5. Skoog D.A., Holler F.J., Crouch S.R. (Thomson, Belmont 2007), Principles of

instrumentél analysis

1.2.2. UV- VIS spektrofotometrie — vzorova tiloha

Ukol: Stanovte koncentraci celkové bilkoviny ve vzorku séra pomoci metody kalibragni
kiivky (nejméné na 5 kalibra¢nich roztokl) a metody jednoho standardu pomoci Biuretovy

metody s vyuzitim setu Total Protein, Erba Lachema s.r.o. a navodu k nému poskytovaném.

Princip: Bilkoviny v pfitomnosti médnatych soli v alkalickém prostfedi poskytuji

modrofialovy komplex, vhodny k fotometrickému stanoveni.

Cinidla:
e vzorek séra;
e standardni roztok bilkoviny o koncentraci 30 g/l;
e destilovana voda;

e Biuretovo ¢inidlo.

Postup:
1. Nafed'te kalibra¢ni roztoky dle tabulky:

Cislo standardu Standard (ml) Dest.voda (ml) Koncentrace (g/l)
1 0,10 0,40 6,00

2. 0,20 0,30 12,00

3 0,30 0,20 18,00

4 0,40 0,10 24,00

5 0,50 0,00 30,00
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2. Zpracujte vzorky dle tabulky:

Blank Vzorek Standard
Biuretovo ¢inidlo (ml) 1,00 1,00 1,00
Sérum — vzorek (ml) 0,01
Standard (ml) 0,01
Destilovana voda (ml) 0,01

3. Po promichani vSechny zkumavky inkubujte po dobu 10 min pii 37° C a zm¢éite
absorbance vzorku a standardnich roztokii proti blanku pfi vinové délce 546 nm.

Zbarveni je stabilni pod dobu nejméné 30 minut.

Cislo standardu | Standard (ml) | Dest.voda (ml) | Koncentrace g/I | Absorbance
1 0,100 0,400 6,000 0,070
2. 0,200 0,300 12,000 0,102
3 0,300 0,200 18,000 0,140
4 0,400 0,100 24,000 0,165
5 0,500 0 30,000 0,200

4. Vypocitejte koncentraci celkové bilkoviny ve vzorku metodou jednoho standardu,
sestrojte kalibracni kiivku a odectéte koncentraci vzorku podle naméfené hodnoty

absorbance vzorku.

Avz = 0,153
Avz - Cst
Cvz - T
[7]
0,153-18
€V = —3140

Cvz-19,67 g/l

Zavér: Koncentrace celkové bilkoviny v séru je dle metody jednoho standardu 19,67 g/l
a dle kalibra¢ni k¥ivky je x g/l.
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1.3. Polarimetrie

Polarimetrie je optickd analytickd metoda zalozena na méfeni tzv. optické otacivosti, tedy
stoCeni roviny linearné polarizovaného svétla v uréitém prostiedi obsahujicim opticky aktivni
latky.

Optickou aktivitou se vyznacuji nékteré krystaly nebo latky s tzv. chirdlni strukturou.
U krystall optickd aktivita Casto zmizi po rozpusténi ¢i roztaveni krystalu, protoze je
disledkem uspofadani v krystalové struktuie. U latek s chirdlni strukturou je uchovana
1 v roztocich ¢i taveninach, protoze je déna vlastnostmi molekuly dané latky.

Latky s chirdlni strukturou jsou latky s takovym prostorovym usporadanim, ze danou latku
nelze ztotoznit s jejim zrcadlovym obrazem (vztah jako mezi pravou a levou rukou lidského
téla). U organickych latek je podminkou tzv. chiralni uhlik, tedy uhlik se ¢tyfmi rliznymi
substituenty. U molekuly nesmi byt pfitomen navic Zadny prvek symetrie (napi. rovina
symetrie).

Prikladem latky s chiralni strukturou je aminokyselina alanin. Jeji dvé opticky aktivni
struktury, tzv. enantiomery, jsou znazornény na Obr. 7.

K oznaceni enantiomert se pouziva bud’ znamének + / - nebo pismen d- / I- ¢i S-/ R-, kdy
prvni symbol v jednotlivych dvojicich oznacuje enantiomer, ktery sta¢i rovinu polarizovaného

svétla doprava, druhy pak enantiomer, ktery staci rovinu polarizovaného svétla doleva®.

H i H
NH2 \\\\“-- c \ i / c “r.l”” NH2
CH, CH,
(S)-alanin (R)-alanin

Obr. 7: Enantiomery aminokyseliny alaninu®.

8 Symboly jsou odvozeny z latinskych ndzv( pro pravy (dexter) a levy (laevus) & spravny (rectus) a nespravny
(sinister).
% Zdroj obrazku:
https://www.prirodovedci.cz/zeptejte-se-prirodovedcu/878 Stazeno: 1. 12. 2016.
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K méfeni optické aktivity se vyuzivaji pfistroje polarimetry. Schéma polarimetru je

znazornéno na Obr. 8.

N

Obr. 8: Schéma zakladnich komponent polarimetru. 1 — zdroj svétla, 2 — nepolarizované svétlo
vychazejici ze zdroje, 3 — polarizator, 4 - polarizované svétlo, 5 — kyveta s opticky aktivnim
prosttedim, 6 — Sipky znazoriiujici postupné staeni roviny polarizovaného svétla,

7 — analyzator, 8 — detektor!®,

Zdrojem svétla je nejéastéji sodikova vybojka, ktera poskytuje prakticky monochromatické
zéteni u vlnové délky 589 nm. Ze zdroje vychazi svétlo kmitajici ve vSech smérech kolmych
ke sméru Sifeni. Po priichodu analyzatorem vychazi svétlo, které kmitd jen v jednom sméru
kolmo ke sméru Sifeni, protoZe ostatni slozky svétla byly v analyzatoru absorbovény.
Toto svétlo dale prochazi opticky aktivnim prostfedim (nejcastéji roztokem s métenou latkou),
tam dochazi ke stoCeni polarizovaného svétla. Analyzator pak je stejny opticky prvek jako
polarizator, takZe pokud neni natoCen tak, aby sv&€tlo mohlo projit, Zadné svétlo
z n¢ho nevychazi. Je tedy potieba otacet analyzatorem tak, aby byl nalezen tihel natoceni, kdy

svétlo projde. Analyzator je umistén na thloméru, kterym se méti uhel otoceni.

10 7droj obrazku:
https://www.google.cz/search?g=polarimetr+sch%C3%A9ma&biw=1536&bih=697&tbm=isch&tbo=u&source
=univ&sa=X&ved=0ahUKEwj--7nWzZnRAhVEfxoKHT PBoEQsAQIGA#imgrc=7szBqdPH2BgluM%3A Stazeno
29.12. 2016.
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Uhel stodeni roviny polarizovaného svétla zavisi na koncentraci opticky aktivni latky
v roztoku a na tloustce vrstvy, kterou paprsek polarizovaného svétla prochazi.
Tuto kvantitativni zavislost lze vyjadrit vztahem:
a=al-l-c
[9]
kde | je tloustka vrstvy v dm dle uZitého polarimetru, ¢ koncentrace v g/ml a af je mérna
otacivost pii dané teploté a vinové délce. Se zvySujici se teplotou vétSinou optickd otacivost

klesa, proto se uvadi nejcastéji pii 20 °C.

Pro stanoveni koncentrace opticky aktivnich latek se pouziva, stejné jako u UV-VIS
spektrofotometrie, metoda kalibra¢ni ktivky.

Polarimetrie nasla uplatnéni v potravinafstvi uanalyzy cukrd, ale stejné¢ tak
1 pfi stanoveni pravotocivé glukdzy a levotocivych bilkovin v moci ve zdravotnictvi. Dnes je
tato metoda v praxi nahrazena fotometrii, ktera je citlivéj$i a vyuziva ke stanoveni mensiho

mnozstvi vzorku.

1.3.1. Polarimetrie — pouzita a doporuc¢ena literatura

1. Bilyk I, Nemec R. (Avicenum, Praha 1988), Vybrané laboratorni metody

2. Cicvarek Z. a kol. (Avicenum, Praha 1970), Biochemické vysetfovaci metody

3. Dolezalova V. a kol. (Institut pro vzdélavani pracovnikli ve zdravotnictvi Brno, Brno
1995), Laboratorni technika v klinické biochemii a toxikologii

4. Drbal K., Kiizek M. (Jihoteska univerzita, Zemédélska fakulta, Ceské Budg&jovice
1999), Analyticka chemie

5. Opekar F. a kol. (Univerzita karlova v Praze, Praha 2007), Zakladni analyticka chemie

1.3.2. Polarimetrie — vzorova tuloha

Ukol: Stanovte polarimetricky koncentraci vzorku glukézy metodou kalibraéni kiivky

a vypoctu.

Princip: Zméfenim uhlu otaceni u kalibra¢ni fady a vzorku glukézy se stanovi koncentrace

vzorku a hodnoty se porovnaji s vypocitanymi udaji dle vzorce pro vypocet koncentrace.
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Cinidla:

e Standardni roztok gluk6zy o koncentraci ¢ = 100 g/I (napt. 20 g glukdzy rozpustit

v 200 ml odmérné baiice, ptidat cca 10 kapek hydroxidu amonného, doplnit po

rysku);
e vzorek o nezname koncentraci glukézy;
e hydroxid amonny natedény 1:1;

e destilovana voda.

Postup:

1. Ptiprava polarimetru — zapnéte sodikovou vybojku a proved'te korekci nulové

polohy.

2. Nared'te kalibra¢ni roztoky dle tabulky:

Standardni roztok (ml) Destilovana voda (ml) Koncentrace (g/l)
10 40 20
20 30 40
30 20 60
40 10 80
50 0 100

3. Zmeite optickou otacivosti kalibracnich roztokt a vzorku v 200 mm

polarimetrické trubici, odecitani se provadi alespon tiikrat.

4. Zhotovte kalibra¢ni kiivku a ode¢téte koncentraci vzorku. Postup je obdobny jako

u vzorove ulohy pro fotometrii, kdy grafem je zavislost namétrenych thli na

koncentraci.

5. Porovnejte vysledek z kalibragni kiivky s vypoctem dle vzorce, kdy as pro

glukozu pii teploté 20 °C je +52,74:
a

CZ=
v al -1
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1.4. Refraktometrie

Refraktometrie je metoda méteni indexu lomu, tedy zmény sméru Sifeni svétla na rovinném
rozhrani mezi dvéma prostiedimi. Index lomu se vztahuje k rychlosti Sifeni svétla v daném
prostiedi.

Prochazi-li paprsek urcité vinové délky z jednoho optického prostiedi do jiného optického
prostiedi (prostfedi s jinou tzv. optickou hustotou), méni se na rozhrani jeho rychlost,
coZ se projevi jako zmeéna smeéru Sitfeni.

Prochazi-li paprsek z prosttedi opticky fidStho do prostfedi opticky hustsiho
(napf. ze vzduchu do vody), nastava lom ke kolmici vedené k rovin€ rozdélujici ob¢ prostiedi.
V opacném piipad¢, kdy paprsek prochazi z prostfedi opticky hustsiho do prostiedi opticky
fidsiho, nastava lom od kolmice k roviné mezi obéma prostiedimi. Oba tyto ptipady jsou

znazornény na Obr. 8, thel dopadu je oznacen jako uhel alfa, thel lomu jako thel beta.

o A. o

p B. P

Obr. 8: Znazornéni zmény $iteni paprsku pii pruchodu z prostiedi opticky fid$iho do prostiedi

opticky hustsiho (A) a pfi priichodu z prosttedi opticky hustsiho do prostiedi opticky fidSiho
(B). a = tthel dopadu, B = thel lomu.
Tzv. absolutni index lomu udéava, jaky je pomér rychlosti Sifeni svétla ve vakuu a v daném

prosttedi, jak ukazuje rovnice 10.

Al Y

[10]
kde n je absolutni index lomu, c je rychlost svétla ve vakuu a v je rychlost Sifeni svétla

v daném prostiedi. Absolutni index lomu je tedy vzdy vétsi nez jedna.
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Pro piechod z prostiedi s indexem lomu nz do prostiedi s indexem lomu n2 se pouziva relativni
index lomu na1, ktery je definovan jako pomér indexu lomu druhého a prvniho prostiedi, jak

ukazuje rovnice 11.

n, v; Sina

N2y = = = =
n, v, sinf

[11]
kde n,, je relativni index lomu, n; a n, jsou absolutni indexy lomu v danych prosttedich, v,
a v, jsou rychlosti Sifeni svétla v danych prostiedich, sin « je thel dopadu a sin 8 tihel lomu.

V tabulce 1 je uvedeno nékolik piikladua relativnich indexti lomu pro riizné latky.

Tab. 1: Ptiklady relativnich indext lomu??,

latka index lomu
vakuum 1

vzduch (normadlni tlak) 1,00026
led 1,31
voda 1,33
etanol 1,36
glycerol 1,473
sklo 1,5az21,9
sul 1,52

safir 1,77
diamant 2,42

K méfeni indexu lomu se pouzivaji refraktometry. Nejobvykleji pouzivané jsou dva typy

refraktometri, Abbého refraktometr a ruc¢ni refraktometr.

V Abbého refraktometru, znazornéném na Obr. 9, je kapalny vzorek (roztok) sevien v tenké
vrstvé mezi osvétlovaci a refrakéni hranol. Refrakéni (lomny) hranol je ze specidlniho skla
s vysokym indexem lomu, cca 1,75. Refraktometr se pouziva pro méfeni vzorkll s indexem
lomu mens$im neZ je index lomu refrakéniho hranolu. Svétlo ze zdroje prochézi osvétlovacim
hranolem, jehoZ spodni ¢ast je zmatnéna, takze kazda ¢ast jeho povrchu se chova jako zdroj

svétla, které odtud vychazi do vSech sméri. Detektor na zadni strané refrak¢niho hranolu

11 7droj: https://cs.wikipedia.org/wiki/Index lomu StaZzeno 29. 12. 2016.
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ukazuje svétlou a tmavou oblast, na jejiz rozhrani se nastavuje nitkovy kiiz spojeny se stupnici

indexu lomu.
Cast A.
nitkovy kiiz
refrakéni hranol
vzorek

osvétlovaci hranol

*

matny povrch &) zdroj svétla

¢ast B.

kompenzaéni
stupnice Amiciho
hranola

teplomer

vrchni méfici hranol

ptivod a odvod vody <\

makrometricky $roub
. mikrometricky $roub
spodni méfici hranol '
pohyblivy \ ' Sroub pro zajisténi
zdroj

pohyblivého zdroje
svétla

svétla \~ (('(.

Obr. 9: Popis Abbého refraktometru, ¢ast A. — vnitini usporadani, ¢ast B. vné&jsi usporadani.
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Rucni refraktometry vyuzivaji tzv. kritického thlu totalni reflexe. Tento jev, k némuz dochazi
pii pfechodu svétla z prostiedi opticky hustsiho do prosttedi opticky fidsiho, je zndzornén na
Obr. 10. Pii uréitém uhlu dopadu je tihel lomu 90°, pii vys§ich thlech dopadu je veskeré svétlo
odrazeno od rozhrani dvou prostfedi, zddné neprochéazi do opticky fidsiho prostredi.

Rucni refraktometry jsou pouzivany zejména péstiteli ovoce (vinna réva, kiwi) k rychlému
méieni obsahu cukru v plodech, jsou proto kalibrovany piimo v Brixiho stupnich obsahu cukru
(°Bx), kdy jeden stupenn v Brixiho stupnici odpovida jednomu gramu cukru (kalibrovano na
sachardzu) ve 100 g roztoku.

Pokud se refraktometri pouzije ke kvantitativnimu stanoveni napf. cukru ¢i bilkoviny v

roztoku, je potfeba pouzit metodu sestrojeni kalibra¢ni kiivky.

@

Obr. 10: Totélni reflexe.

1.4.1. Refraktometrie — pouzita a doporucena literatura

1. Abbélv refraktometr, stazeno 29. 12. 2016, dostupné z
https://en.wikipedia.org/wiki/Abbe_refractometer

2. Bilyk I., Nemec R. (Avicenum, Praha 1988), Vybrané laboratorni metody

3. Brixova stupnice, stazeno 29. 12. 2016, dostupné z https://en.wikipedia.org/wiki/Brix

4. Drbal K., Kiizek M. (JihoZeska univerzita, Zemédélska fakulta, Ceské Budgjovice
1999), Analyticka chemie

5. loffe B.V. (SNTL, Praha 1983), Refraktometrické metody v chemii
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1.4.2. Refraktometrie — vzorova uloha

Ukol: Stanovte refraktometricky koncentraci vzorku bilkoviny v séru metodou kalibraéni
ktivky.

Princip: Zmétfenim indexu lomu u kalibra¢ni fady a vzorku séra se stanovi koncentrace vzorku

odectenim z kalibra¢ni kiivky.

Cinidla:
e Standardni roztok bilkoviny o koncentraci ¢ = 30 g/1;
e vzorek o nezname koncentraci bilkoviny;
e (destilovana voda;

o fyziologicky roztok.

Postup:

1. Nared'te kalibra¢ni roztoky dle tabulky:

Cislo standardu Standard (ml) Fyz. roztok (ml) Koncentrace (g/l)
1. 0,1 0,4 6,0
2 0,2 0,3 12,0
3 0,3 0,2 18,0
4. 0,4 0,1 24,0
5 0,5 0 30,0

2. Zméite index lomu kalibra¢nich roztoki a vzorku.
3. Zhotovte kalibra¢ni kiivku a odectéte koncentraci vzorku. Postup je obdobny jako

u vzorové ulohy pro fotometrii, kdy grafem je zavislost naméfenych indexd lomu na

koncentraci.
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1.5. Turbidimetrie, nefelometrie

Obecné¢ mohou byt tyto metody nazyvany metody méieni zakalu, jelikoz se u nich vyuziva
rozptylu zéfeni na heterogennich ¢asticich v koloidnich roztocich, tedy zakaleném prostiedi.
K rozptylu — Sifeni svétla, které mizeme pozorovat i v jinych smérech nez v prochazejicim

sméru zareni, dochazi, pokud jsou ¢éstice dostatecné velké.

K méfeni se vyuzivd UV nebo VIS zéfeni, které rozptyluji Castice mensi jak 1 pm.
Na Obr. 11 je vidét rozdil mezi obéma metodami, je dan ve zpisobu méteni rozptyleného
svétla. V turbidimetrii je sledovana intenzita zafeni, kterd roztokem prosla, tj. sniZzeni intenzity
zateni dopadajiciho na detektor. V nefelometrii se méii intenzita zateni, které je rozptylené
¢asticemi, tudiz vychazi z roztoku odliSnym smérem nez zafeni dopadajici. Nejcastéji je

pouzivana detekce pod thlem 90°.

Ob¢ tyto metody se vyuzivaji v biochemické praxi predevsim ke stanoveni bilkovin nebo
detekci zakalovych metod, kde vznika komplex antigen-protilatka, diive také ke sledovani
zne€isténi ovzdusi a vod. Pro vzorky s menSi koncentraci stanovované latky je vhodné;jsi

metodou nefelometrie.

N — N1/
Vzorek

] )

U Vzorek U e U

b 4

N

[
[ ]

Detektor

Turbidimetr Nefelometr

Obr. 11: Schéma turbidimetru — detekce ve sméru zareni, nefelometru — detekce ve sméru

kolmém na smér plivodni.
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1.5.1. Turbidimetrie, nefelometrie — pouzita a doporucena lietratura

1.

o 0o > w

Dastych M. (Masarykova univerzita, Lékatska fakulta, Brno 2010), Instrumentalni
technika oboru Zdravotni laborant

Dolezalova V. a kol. (Institut pro vzdélavani pracovnikl ve zdravotnictvi Brno, Brno
1995), Laboratorni technika v klinické biochemii a toxikologii

Hacker J. a Kojecka V. (IDV SZP, Brno 1990), Laboratorni ptistroje a potteby
Mikkelsen S. R. a kol. (Wiley, New Jersey 2016), Bioanalytical Chemistry

Opekar F. a kol. (Univerzita karlova v Praze, Praha 2007), Zakladni analyticka chemie
Stern P. (Klin. Biochem. Metab., 2006, 14 (35), 146-151), Sou¢asné moznosti

turbidimetrie a nefelometrie

1.5.2. Turbidimetrie, nefelometrie — vzorov4 uloha

Ukol: Stanovte C-reaktivni protein z kapilarni krve s vyuzitim kitu QuikRead CRP a navodu

k nému poskytovaném na piistroji QuikRead 101.

Princip: Turbidimetrickym métenim se stanovi hladina C-reaktivniho proteinu.

Cinidla:

Kit QuikRead CRP

Postup:

1. Nactéte kartu, otevrete kyvetu.

2. Sestavete kapilaru, odeberte spoluzakovi 20 pl kapilarni krve (po bilou zatku) a pistem
ji vytlacte do kyvety s pufrem.

3. Kyvetu zaviete vickem s ¢inidlem, protiepejte a ¢ekejte na Ciry roztok v kyveté.

4. Kyvetu vlozte do otvoru pro méfeni a zméite blank.

5. Pridejte ¢inidlo stlacenim vnitini modré ¢asti vicka.

6. Kyvetu vyndejte a diikladné michejte obracenim dna vzhiru.

7. Po pipnuti pfistroje vlozte kyvetu do otvoru pro méteni a odectéte vysledek.
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2. Elektrochemické metody

Elektrochemie je nauka o vzajemnych vztazich energie chemické a elektrické.

Elektrochemie se zabyva rovnovdhami a d&ji v soustavach, které obsahuji elektricky nabité
Castice, ionty.

Elektrochemické metody zahrnuji kvalitativni a kvantitativni analytické metody, které zavisi
na elektrickych vlastnostech roztoku (roztok musi obsahovat nabité castice, ionty)
a na vlastnostech elektrod.

Zakladem elektrochemickych metod jsou oxidaéné redukéni procesy.

Soustavu elektrod a roztoku/roztokli, v némzZ/v nichz jsou elektrody ponofeny, nazyvame
elektrochemicky (galvanicky) clanek. Ptiklad elektrického ¢lanku tvofeného zinkovou
elektrodou ponofenou do roztoku zine¢natych ionti a médénou elektrodou ponoienou

do roztoku méd’natych iontl je znazornén na Obr. 12.

Zinkova anoda Médéna katoda

Clfs &) +“.

Porézni

deska

Kationtovy
proud

Zn s [Cus)

Aniontovy
proud

- &
ZnSO, (aq) CUSQ, (aq)

Obr. 12: Piiklad elektrochemického &lankul?.

Kterd z elektrod bude anoda a kterd katoda, zalezi jednak na typu elektrody jednak
na koncentraci iontl v roztoku. Je-1i koncentrace zine¢natych a méd’natych iontl stejnd, pak

zinkova elektroda bude anodou a médéna katodou. To vyplyva z tzv. elektrochemické fady

12 7droj:
https://cs.wikipedia.org/wiki/Galvanick%C3%BD %C4%8DI1%C3%A1nek#/media/File:Galvanick%C3%BD_%C4
%8DI1%C3%Alnek.svg Stazeno 1. 4. 2017.
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napéti kovi, coz je sefazeni kovi podle rostoucich hodnot tzv. standardnich elektrodovych
potenciala®.

V takovém clanku z Obr. 12 probiha redukce médnatych iontli na kovovou méd’ a jeji
vylu¢ovani na méd’éné elektrodé (katod€) a oxidace kovového zinku ze zinkové elektrody
(anody) na zinecnaté ionty, které piechéazeji do roztoku. Pro zajisténi elektroneutrality je mezi
elektrodami porézni deska, kterda dovoluje ptfechod anionti z katodového prostoru
do anodového prostoru, pfipadné i prechod kationti opacnym smérem. Elektricky proud
(elektrony) te¢e vn&jsim obvodem od anody ke katod¢.

Diky déjam probihajicim v takovém elektrochemickém ¢lanku je ¢lanek zdrojem elektrického
proudu, protoze mezi jednotlivymi elektrodami je elektrické (pfesnéji elektromotorické)

napéti, nazyvané také potencial ¢lanku.

Elektroanalytické metody zahrnuji velmi rozséhly soubor metod. V nékterych z nich se méfi
potencial ¢clanku v zavislosti na kvalit¢ a mnozstvi analyzované latky, ptikladem takové
metody je potenciometrie. V jinych se mé&fi urcita elektrickd vlastnost roztoku, ptikladem je
konduktometrie.

Metodou, kterd nebyva tradicné zafazovdna mezi elektroanalytické metody, ale vyuziva
pohybu nabitych castic v elektrickém poli a jejich nasledné analyze podle velikosti, je

elektroforéza.

2.1. Potenciometrie

Potenciometrie je metoda, ktera slouzi k méfeni koncentrace urcitého iontu v roztoku.
V potenciometrickém meéfeni nazyvame elektrodu citlivou na koncentraci danych iontd
mérnou (indikacni) elektrodou, druha elektroda se nazyva srovnavaci (referentni).

Potenciometrie se nejcastéji pouziva na méfeni pH, tedy na méfeni koncentrace H' iontd
v roztoku. Potenciometricky lze méfit jakékoli ionty, pro které mame elektrodu citlivou
na jejich koncentraci, tedy napt. fluoridové, chloridové, dusi¢nanové anionty. Piiklady iontt
stanovitelnych iontové selektivnimi elektrodami a spolu s materidlem membrany

ukazuje Tab. 2.

13 Standardni elektrodovy potencial je potencial ¢lanku tvofeného danou elektrodou v roztoku pfisludnych
iont o koncetraci 1mol/l a standardni vodikovou elektrodou, coZ je platinova elektroda pokryta platinovou
Cerni (platinou s velkym povrchem), ponofena do roztoku HCl o koncentraci 1 mol/l, do néhoz se vhani proud
molekularniho vodiku pod tlakem 1 atm (101 325 Pa). Na Pt elektrodé dochazi k rozkladu molekularniho
vodiku na atomarni, ten s H* ionty v roztoku tvofi oxida¢né redukéni par.
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Tab. 2: Piiklady iontd stanovitelnych iontové selektivnimi elektrodami a materialu pouzité

membrany.
Membrana Stanovovany ion
sklo H*
PVC Na*
membrana s valinomycinem K*
monokrystal LaFs F
polykrystal Agl I
polykrystal Ag,S Ag', S*
polykrystal CuS + Ag2S Cu®
polykrystal PbS + Ag2S Pb?*
polykrystal CdSe + Ag,S Cd?

Pii potenciometrickém méfeni pH je indikaéni elektrodou nejcastéji sklenéna elektroda. Jak je
znazornéno na Obr. 13 v ¢asti A, sklenéna elektroda je tvofena stiibrnym dratkem (pokrytym
vrstvickou nerozpustného AgCl), ponofenym do roztoku HCI; ve spodni ¢asti elektrody je
banicka z tenkého skla, jehoz vlastnosti se méni podle pH roztoku, do néhoz je banicka
ponofena.

Jako referentni elektroda se pfi potenciometrickém méfeni pH pouziva tzv. argentchloridova
elektroda, coz je opét sttibrny dratek pokryty vrstvickou AgCl, ponofeny do roztoku KCl
(koncentrace se lisi podle vyrobce od cca 1mol/l az po nasyceny roztok).Pro vétsi pohodli
uzivatell se v soucasné dob¢ vyrabéji jiz pouze tzv. kombinované pH elektrody, v nichZ je
indikaéni i referentni elektroda v jednom oplasténi — viz Obr. 13 ¢ast B.

spojeni s pH metrem

— stiibrny dratek
pokryty AgCl

_ roztok HCI

)

Obr. 13: Schéma sklenéné elektrody (A) a schéma kombinované elektrody (B).
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2.1.1. Potenciometrie — pouzita a doporucena literature

1. Bilyk L., Nemec R. (Avicenum, Praha 1988), Vybrané laboratorni metody

2. Horakova M. a kol. (SNTL, Praha 1989), Chemické a fyzikalni metody analyzy
vody

3. Karlicek R. a kol. (Karolinum, Praha 2003), Navody do cviéeni z kvalitativni
anorganické a organické analyzy

4. Ludva J. a kol. (Institut pro dal§i vzdélavani pracovnikli v Brng, Brno 1990),
Laboratorni prace a 1ékarenstvi II.

5. Mikkelsen S. R. a kol. (Wiley, New Jersey 2016), Bioanalytical Chemistry

6. Skoog D.A., Holler F.J., Crouch S.R. (Thomson, Belmont 2007), Principles of

instrumental analysis

2.1.2. Potenciometrie — vzorova uloha

Ukol: Nakalibrujte pH metr a stanovte pH vybranych vzorkd.
Princip: Stanoveni pH je zalozeno na méfeni rozdilu potencialt referencni a mérné elektrody.
Cinidla:

e Pufry o pH 4,0; pH 7,0; pH 10,0;

e destilovana voda;

e Vzorky k méfeni napt. destilovana voda, vodovodni voda, sérum.

Postup kalibrace pH metru:

1. Elektrodu vyndejte z ukladaciho roztoku, oplachnéte destilovanou vodou.
2. Elektrodu ponoite do roztoku pufru o pH 4,0 a na pH metru nastavte hodnotu
uvedenou na lahvicce pufru.

3. Elektrodu nakalibrujte stejnym postupem na pufry o pH 7,0 a pH 10,0.

Po kazdém kalibrovani ¢i méfeni elektrodu vzdy oplachnéte pomoci stiicky destilovanou
vodou. (Elektroda nikdy nesmi byt ponechana na suchu — mezi jednotlivymi méfenimi ji

nechavame v ukladacim roztoku nebo v kadince s detilovanou vodou.
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Postup méreni vybrannvch vzorki:

1. Elektrodu vyndejte z uklddaciho roztoku, oplachnéte destilovanou vodou.
2. Elektrodu ponoite do vzorku, pockejte na ustaleni hodnoty pH metru, odectéte

hodnotu z displeje pH metru a zapiste ji do protokolu.

2.2. Konduktometrie

Konduktometrie je méteni elektrické vodivosti roztoku, tj. schopnosti roztoku vést elektricky
proud.

Aby roztok vedl elektricky proud, musi obsahovat ionty. Elektrickd vodivost pak zavisi
na koncentraci iontti v roztoku, na jejich tzv. pohyblivosti v daném roztoku a mnozstvi naboje,
ktery ion nese, a na teploté.

Odpor kovového (pevného) vodice je dan Ohmovym zakonem dle rovnice 12.

[12]
kde R je odpor v ohmech (Q), U je napéti ve voltech (V) a | je proud v ampérech (A).

Odpor kovového vodi¢e zavisi na materidlu vodie (typu kovu) a na geometrickych

parametrech vodice, tj. prufezu a délce, podle vztahu 13.
!
R = P E

[13]

kde p je mérny odpor vodice, | je délka vodice (dratu) a S je prufez vodice.

Pro roztoky nepouzivame veli¢inu odpor, ale pfevracenou hodnotu odporu nazyvanou
vodivost. Pro vodivost Ize pouzit jednotku Q! (tedy 1/ Q), ale Cast&ji se pouziva jednotka
vodivosti siemens (S).

Veli¢ina 1/r je nazyvana mérnd vodivost (specifickd vodivost, konduktivita) a znaci se k

(kappa).

Pii méfeni vodivosti je pouzivana tzv. vodivostni cela znazornéna na Obr. 14.
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Obr. 14: Schéma konduktometrické (vodivostni) cely.

Vztah pro zavislost vodivosti roztoku na parametrech elektrod (jejich plose a vzdalenosti)

udava rovnice 14.

1 - [
R-"T %%

[14]
kde R je odpor roztoku, G je vodivost roztoku, k je mérna vodivost roztoku, [ je vzdalenost

elektrod a S je plocha elektrod.
L . , . . . . .
Pomér S Jepro danou vodivostni celu konstantni a nazyva se odporova konstanta vodivostni

cely. Odporova konstanta dané vodivostni cely se zjist'uje experimentalné zmétenim vodivosti
roztoku 0,1 M KCI pii urcité teploté a porovnanim s tabelovanou hodnotou vodivosti tohoto
roztoku pfi téze teploté pro celu, ktera méla elektrody o plose piesné 1 cm? ve vzdalenosti

pfesné 1 cm od sebe.

Konduktometrie je snadna a rychld metoda pouzivana v laboratotich rizného zaméfeni vcetné

zdravotnickych ke kontrole Cistoty deionizované a ultracisté vody.
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2.2.1. Konduktometrie — pouzita a doporucena literatura

Bilyk I., Nemec R. (Avicenum, Praha 1988), Vybrané laboratorni metody

Drbal K., Kiizek M. (JihoGeska univerzita, Zemédélska fakulta, Ceské Bud&jovice
1999), Analyticka chemie

Karli¢ek R. a kol. (Karolinum, Praha 2003), Navody do cviceni z kvalitativni
anorganické a organické analyzy

Kiizek M. a Jirovcové E. (Jihodeské univerzita v Ceskych Budgjovicich, Zemédélska

fakulta, Ceské Budgjovice 2010), Cvigeni z anorganické a analytické chemie

2.2.2. Konduktometrie — vzorova uloha

Ukol: Porovnéni vodivosti vodovodni vody a destilované vody.

Princip: Stanoveni pH je zaloZzeno na méfeni rozdilu potenciald referenéni a mérné elektrody.

Cinidla:

Vodovodni voda;

destilovana voda.

Postup:
1. Konduktometrickou celu ponoite do kadinky (25 ml) zpoloviny naplnéné vodovodni
vodou.
2. Vodu vylijte, napust’te novy podil a celu znovu na né€kolik vtefin ponoite.
3. Toto zopakujte jeste jednou, odeététe hodnotu na piistroji.
4. Znovu vyplachnéte kadinku vodovodni vodou, ponoite celu a odectéte hodnotu

vodivosti. Je-li hodnota stejna jako u pfedchoziho méfeni, mizete si ji zapsat. Pokud
stejna neni, opakujeme tak dlouho, aZ pfi dvou po sobé nésledujicich métenich

dostaneme stejnou hodnotu.

Stejny postup pouzijte i pro destilovanou vodu.
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2.3. Elektroforéza

Elektroforéza je metoda, kterd se pouzivd k déleni smési latek v elektrickém poli.
V medicinskych aplikacich je nejcastéji pouzivana k déleni bilkovin, nukleovych kyselin

a jejich fragmentd.

Aby se latky pohybovaly v elektrickém poli, musi nést ndboj. Aby se pohybovaly v daném
elektrickém poli jednim smérem (k jedné z elektrod), musi byt ndboj vSech délenych latek
stejny.

Nukleové kyseliny jsou diky zbytkiim kyseliny fosfore¢né nabity zaporné (viz Obr. 15)
a mohou se tedy v elektrickém poli pohybovat k anod¢. Rychlost pohybu zavisi na velikosti a
tvaru molekuly, lze tedy dé¢lit nukleové kyseliny a jejich fragmenty podle velikosti

(molekulové hmotnosti, obvykle udavané v daltonech, Da).

3 \ Base —U
. ~Sugar/
: ; ; /
@ /0 L lilmsplmte
P ‘\
‘\\‘ Base —C
\Sugar/”
& T //
@ 0 OH /
/ Phosphate
P
\\
\
\ Base — A
“bugar/
Phosphate
\' 4
3

Obr. 15: Struktura nukleové kyseliny s vyznacenymi zapornymi naboji na zbytku kyseliny

fosfore¢né!?,

14 7droj obrazku:
https://chem.libretexts.org/Textbook Maps/General Chemistry Textbook Maps/Map%3A ChemPRIME (M
oore et _al.)/20Molecules in_Living Systems/20.17%3A Nucleic_Acid Structure Stazeno 1. 4. 2017.
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Bilkoviny jsou tvoieny z aminokyselin. Kazdd aminokyselina ma jednu karboxylovou skupinu
a jednu amino skupinu na alfa uhliku od karboxylové skupiny. Tyto funk¢ni skupiny pti tvorbé
bilkovinného fetézce reaguji za vzniku peptidické vazby, takze nemohou dodat bilkovinnému
fetézci naboj. Naboj bilkovinného fetézce mize byt zplsoben pouze nabitymi skupinami v
postrannich fetézcich aminokyselin, jako jsou kyselina asparagova, kyselina glutamova, lysin,

arginine a histidine — viz Obr. 16.

Acidic Basic
H H H H H
| 0 | 0 (o] 0 I (o]
st—c-c/ HaN’—!':—Cf H3N+—C—c‘: H3N’—c—c/ H3N‘—C—C/
H, Yo CH, 12 CH, (2 CH, Yo (J:H2 L
Electrically (L’H éH én NH
charged <N f-4 2 |2 ‘ 2
e 9 iHa NH
NH,* +=NH2'
NH,
Aspartic acid (Asp) Glutamic acid (Glu) Lysine (Lys) Arginine (Arg) Histidine (His)

Obr. 16: Aminokyseliny nesouci nidboj v postrannim fetézci®® (Electrically charged)
rozdélené: se zapornym nabojem (Acidic) — kyselina asparagova (Aspartic acid) a kyselina
glutamova (Glutamic acid); s kladnym nabojem (Basic) — lysin (Lysine), arginine (Arginine)
a histidine (Histidine).

ProtoZe kyselina asparagovd a glutamova dodavaji peptidickému fetézci zaporny néboj
a lysin, arginin a histidin dodavaji kladny néaboj, zavisi vysledny cisty naboj fetézce
na celkovém poctu jednotlivych nabitych aminokyselin. Aby se bilkoviny pii elektroforéze
pohybovali jednim smérem (k jedné z elektrod), je potfeba bilkovinnému fetézci dodat
jednotny celkovy naboj. Toho se obvykle dosahuje pomoci navazani dodecylsiranu sodného
(SDS = sodium dodecyl sulphate), soli, jejiz anion se nespecificky ve velkém mnozstvi vaze
na molekulu bilkoviny (az stovky molekul na jeden bilkovinny fetézec) a doda ji tak jednotny
zaporny naboj. Diky tomu pak Ize délit bilkoviny a peptidické fragmenty

na zaklad¢ velikosti a tvaru molekuly.

15 7droj obrazku:
https://www.google.cz/search?g=elektricky+nabit%C3%A9+aminokyseliny+images&biw=1536&bih=697&tbm
=isch&tbo=u&source=univ&sa=X&ved=0ahUKEwio6smz_JVRAhUDOBoKHYDRA-
YQsAQIGA&dpr=1.25#imgrc=Cgf9kz518U45kM%3A

Stazeno 1. 4. 2017
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Pii navdzéni SDS na bilkovinu dojde k denaturaci bilkovinné molekuly. Navazani SDS

na bilkovinu a denaturace peptidického fetézce znazornuje Obr. 17.

J-
o % /
© SDS .
0 O_/s /: O'Na /
°° 2 ¢ 0 'i;
o . :

Obr. 17: Schéma nespecifického navazani SDS na peptidicky Fetézec a nasledné denaturace

molekuly bilkoviny?®.

D¢leni pii elektroforéze se provadi na gelu, bud’ agar6zovém nebo polyakrylamidovém a to
bud’ v horizontalnim nebo ve vertikalnim uspotadani, jak ukazuje Obr. 18.

Protoze ani bilkoviny ani nukleové kyseliny nejsou viditelné pouhym okem, je tieba pouzit
K vizualizaci bud’ UV zafeni nebo Castéji barveni nespecifickym barvivem, které se na délené
latky v gelu vaze. Pro nukleové kyseliny se pouzivd bud’ fluorescence pod UV svétlem po
vybarveni ethidium bromidem ¢i jinymi podstatné méné toxickymi fluorescen¢nimi barvivy
jako napft. GelRed ¢i SYBR Green, pro bilkoviny pak barveni Coomassie modii nebo barveni

koloidnim stfibrem.

16 7droj obrazku:
https://www.google.cz/search?q=sds+page+protein+images&biw=1536&bih=697&tbm=isch&tbo=u&source=
univ&sa=X&ved=0ahUKEwi9 7f5g5zRAhVBXhoKHXfNDa8QsAQIHQ#imgrc=NYXzX0SdjfQOsM%3A

Stazeno 1. 4. 2017.
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Obr. 18: Uspotadani elektroforézy ve vertikalnim sméru — nahoie a v horizontalnim sméru —
dole.
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2.3.1. Elektroforéza — pouzita a doporucena literatura

1. Elektroforéza proteintl, stazeno 24. 12. 2016, dostupné z

http://portal.med.muni.cz/clanek-425-elektroforeza-proteinu.html

2. Le Carrer D. (Laboratories Sebia, Patiz 1995), Serum protein electrophoresis
and imunofixation

3. Kit Protein(e)K20, stazeno 1. 12. 2016, dostupné z
http://extranet.sebia.com/sites/site/files/pdfs/13000_cz.pdf

4. Koolman J., Rohm K.H. (Grada, Praha 2012), Barevny atlas biochemie

5. Protein electrophoresis methods, stazeno 1. 12. 2016, dostupné z http://www.bio-

rad.com/en-cz/applications-technologies/protein-electrophoresis-methods

2.3.2. Elektroforéza — vzorova tlloha

Ukol: Proved'te elektroforézu bilkovin krevniho séra vzorku s pouzitim kitu firmy Sebia

Hydragel Protein(e) K20 a navodu k nému poskytovaném.

Princip: Elektroforéza bilkovin krevniho séra déli vzorek na Sest frakci dle naboje pfi uréitém

pH.

Cinidla:
¢ Kit Hydragel Protein(e) K20, vyrobce Sebia;
e fixacni roztok (smichat 60 ml etanolu, 10 ml kyseliny octové a 30 ml destilované vody
do uzaviratelné lahve);
e vzorek séra (20 ul zcentrifugovaného séra natfedit 100 ul fyziologického roztoku,

promichat).

36


http://portal.med.muni.cz/clanek-425-elektroforeza-proteinu.html
http://extranet.sebia.com/sites/site/files/pdfs/13000_cz.pdf
http://www.bio-rad.com/en-cz/applications-technologies/protein-electrophoresis-methods
http://www.bio-rad.com/en-cz/applications-technologies/protein-electrophoresis-methods

Postup:

1. Piipravte pracovni roztoky dle ndvodu kitu — barvici roztok a 2 odbarvovaci roztoky

do sklenénych komor.

2. Pracovni roztok pufru na elektroforézu nalijte do elektroforetické vany — 150 ml do

kazdé komory.

3. Naneseni vzorku: opatrn¢€ vyndejte agar6zovou folii ze zasobniku, polozte na filtraéni
papir licem nahoru, prouzkem filtraéniho papiru jemné vysuste mista aplikace vzorku
(u katody) a umistéte aplikacni Sablonu; nasledné naneste mikropipetou 5 ul vzorku
do aplika¢nich mist $ablony, nechte 5 min vsakovat a piebytek odsajte filtratnim

papirem; sundejte Sablonu.

4. Elektroforeticka separace: folii nasad’te do vnitinich zarazek drzaku licem dolu, drzak
umistéte do elektroforetické vany (dodrzet orientaci — vzorky na strané katody),
nasad’te viko, pfipojte zdroj, na zdroji stejnosmérného napéti nastavte: napéti 70 V,
proud nenastavujte, ¢as 30 min a spust’te elektroforézu. Po skonceni separace vypnéte

zdroj, odpojte vanu, vyjméte folii.

5. Vizualizace: Folii pinzetou vlozte do fixa¢niho roztoku na 15 min, vyndejte, nechte
stéct roztok a dokonale vysuste fénem. Suchou a zchladlou f6lii vlozte do barviciho
roztoku na 5 min, vyndejte, nechte stéct roztok a vlozte do odbarvovaciho roztoku na

2 min; zopakujte odbarveni, vysuste fénem.

6. Vizualn¢ vyhodnot'te.
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3. Chromatografické metody

Chromatografie je separacni technika, pti niz probiha déleni slozek vzorku mezi dvé faze —
fazi stacionarni a fazi mobilni.

Stacionarni faze je nepohyblivd a je tvofena bud tenkou vrstvou nebo tvoii népli
chromatografické kolony. Faze mobilni, pohybliva, prochazi kolem ¢asteéek (povrchu tenké
vrstvy nebo zrni¢ek v kolong) faze staciondrni. Jednotlivé slozky smési maji rozdilnou afinitu
ke stacionarni a mobilni fazi, jsou tedy rizné rychle unaseny mobilni fazi kolem povrchu
stacionarni faze a tim dochazi k jejich rozdé€leni, jak ukazuje Obr. 19.

Tok mobilni faze

/A A

A+B

YCarar

Obr. 19: Chromatografickd kolona znazoriujici déleni slozek smési A a B ve sméru toku

mobilni faze.

Slozka A na Obr. 19 mé vétsi afinitu ke stacionarni fazi nez slozka B, proto jeji postup kolonou
je pomalejsi neZ u slozky B, ktera ma vétsi afinitu k mobilni fazi a je tedy rychleji kolonou
unasena.

Mobilni fazi miize byt plyn nebo kapalina. Je-1i mobilni fazi plyn, pouziva se termin plynova
chromatografie, ¢asto ve zkratce GC z anglického terminu gas chromatography. Je-li mobilni
fazi kapalina (rozpoustédlo, smés rozpoustédel nebo roztok pevné latky v rozpoustédle),
pouziva se pro takovou chromatografii zkratka LC (liquid chromatography). V soucasné dobé
se bézné setkavame s metodou HPLC, coz je vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (high
performance liquid chromatography).

Stacionarni fazi je obvykle pevna latka nebo gel, pfipadné kapalina zakotvena na nosici.
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Chromatografické metody se d€li podle riznych hledisek:
- podle zptsobu provedeni (kolonova, na tenké vrstve),
- podle typu mobilni faze (plynova, kapalinova),
- podle principu dé¢leni (napt. adsorpéni, iontoménicovd, gelova, afinitni,

chromatografie vyuzivajici tvorby komplext, rozdélovaci).

3.1. Adsorp¢ni chromatografie

V adsorpéni chromatografii je stacionarni fazi adsorbent s velkym povrchem a definovanou
velikosti castic (obvykla velikost ¢astic u HPLC je 5 mikrometrii), aby dé€leni bylo co
nejkvalitngjsi. Délené latky se na adsorbent poutaji rizné velkymi mezimolekularnimi silami.
Z kolony se tak mobilni fazi nejprve vymyvaji latky slabé vazané na adsorbent a poté postupné

latky s ¢im dal silnéjsi vazbou na adsorbent.

Adsorpcni chromatografii Ize jako jednu z mala pouzit ve dvou provedenich, kolonovém
a na tenké vrstve.

V kolonovém uspofadani se v sou€asnosti adsorpéni chromatografie pouZziva jako metoda
HPLC s kolonami s nejriiznéj$imi naplnémi. Velmi rozsifenou variantou jsou kolony s tzv.
reverzni fazi (RP-HPLC), kdy stacionarni faze ma nepolarni charakter a mobilni faze je
polarni. Tato metoda je nejpouzivanéjsi metodou HPLC v soucasné dobé. Umoziiuje separaci
polarnich latek, jako jsou 1é¢iva, biochemické slouc¢eniny a mnohé dalsi. Jako mobilni faze se
pouzivaji nejcastéji smeési vody ¢i pufru s polarnimi organickymi rozpoustédly, zejména
methanolem a acetonitrilem. SloZky smési interaguji se staciondrni fazi na zaklad¢é sveé
polarity, ¢im polarngjsi latka tim mensi interakce a tedy tim rychlejsi postup kolonou (kratsi
tzv. retencni Cas). Velmi Casto se pracuje v rezimu tzv. gradientové eluce, pfi niz se béhem
analyzy sniZuje polarita mobilni faze zvySujicim se pfidavkem organické faze, coz umoznuje
rychlej§i eluci nepolarnich latek z kolony. Cerpadlo protladuje mobilni fazi kolonou pod
tlakem az nékolik stovek atmosfér (tj. desitek MPa).

Obvyklé mnozstvi smési potfebné pro kvalitativni rozdéleni je 10 — 50 mikrolitra.
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Obr. 20: Schéma vysokou¢inné kapalinové chromatografie.

Tenkovrstva chromatografie je svym principem také adsorpéni chromatografii. Oznacuje
se TLC (z anglického terminu thin layer chromatography). Pro TLC chromatografii se pouziva
tenkd vrstva adsorbentu nanesend na skle nebo na hlinikové f6lii; adsorbentem muze byt
silikagel, oxid hlinity, celuldza. Velikost zrn adsorbentu se pohybuje obvykle v rozmezi 30 —
50 mikrometrd. Komeréné¢ jsou znamy napi. folie Silufol (silikagel), Alufol
(oxid hlinity), Lucefol (celuléza). Tloustka adsorpéni vrstvy je obvykle v rozmezi

0,1 -0,25 mm.

Rozdé€lovaci chromatografie je metoda zalozend na riizné rozpustnosti latek v rozpoustédlech
s riznou polaritou. Staciondrni kapalna faze musi byt zakotvena na nosici. Nejobvyklejsim
praktickym provedenim této metody je papirova chromatografie, kde chromatograficky papir
je nosi¢em mobilni faze, stacionarni fazi je tedy voda (vzdusna vlhkost nasakla v papiru) a
mobilni fazi nepolarni rozpoustédlo, napt. petroléter.

Pti chromatografickém déleni na tenké vrstvé nebo na papite mobilni faze vzlina kapilarnimi
silami vzhiru (Obr. 21). Latky jsou dé€leny podle sily interakci s mobilni a stacionarni fazi —

¢im slabsi interakce se stacionarni fazi, tim rychleji jsou latky undseny po tenké vrstvé nebo

po papife.
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Obr. 21: Chromatograficka komora s papirem?’.

Kvalitativni vyhodnoceni chromatogramu spociva v porovnavani vzdalenosti, které za
zvolenych podminek urazily jednotlivé slozky smési od startu - totozné latky maji sttedy skvrn
ve stejné vzdalenosti od startu. Pfi kvantitativni analyze se musi vzorek z tenké vrstvy nebo z
papiru vyzkousenym postupem vymyt a kvantita vzorku ve skvrné se stanovi napf.

spektrofotometricky z pfedem ptipravené kalibra¢ni kiivky.

3.2. lontoméni¢ova chromatografie — chromatografie na iontoméni¢ich

Chromatografie na iontoménicich je zalozena na separaci iontl z roztoku v zavislosti na sile
coulombickych interakci mezi staciondrni fazi a délenymi ionty; zjednoduSené lze fici,

ze déleni probiha v zavislosti na naboji a velikosti iontl, jak ukazuje Obr. 22.

NEGATIVELY CHARGED

Obr. 22: Sila interakce iontu s katexem (negatively charged particle) v zavislosti na velikosti

naboje’®,

17 7droj obrazku:

http://chromatographyscience.blogspot.cz/2012/08/procedure-of-paper-

chromatography.html#.WPCJGvnyjlU Stazeno 14. 4. 2017.

18 7droj obrazku:

https://www.google.cz/search?g=cation+exchange+capacity+images&biw=1536&bih=697&tbm=isch&tbo=u
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Stacionarni faze se déli podle toho, zda jsou déleny kationty ¢i anionty. Pro déleni kationti se
pouzivaji katexy, pro déleni aniontii anexy. Jsou to obvykle gely s navazanymi nabitymi
skupinami (zédporné nabité skupiny na katexech a kladné nabité skupiny na anexech). Kvili
elektroneutralit¢ musi byt v roztoku kolem anexu protiionty s opacnym nabojem, které jsou
snadno vymeénitelné za jiné ionty v prubéhu déleni. Postup chromatografického d€leni na

anexu ukazuje Obr. 23.

1. Anex ptipraveny 2. Adsorpce 3. a 4. Eluce iontu z kolony 5. Regenerace
k chromatografii délené smési kolony
iontu
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Obr. 23: Déleni smési aniontd na anexu.

Chromatografie na iontoménicich ma Siroké pouziti v mnoha odvétvich védy a primyslu,
vyuziva se ke stanovani iontového sloZeni pfirodnich vod a dalSich environmentalnich

aplikacich, ale téz ve farmaceutickém prumyslu a v biotechnologiich.

3.3.  Gelova chromatografie

Gelova chromatografie déli latky na zakladé velikosti molekul. Gel pouzivany v gelové

chromatografii je molekulové sito s pory v uréitém rozmezi velikosti. Jak ukazuje Obr. 24,

&source=univ&sa=X&sqgi=2&ved=0ahUKEwirmpTgm5zRAhVDWhoKHQGwWC gQsAQIHQ#tbm=isch&q=cation+
exchange+images&imgrc=ZwX4i5yPJUQnRM%3A Stazeno 1. 4. 2017.
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velké molekuly gelové Castice s pory obtékaji a pohybuji se tak kolonou rychle; ¢im mensi

Castice, tim vetsi pocet port, do kterych mize zapadnout, a tim vétsi zdrzeni v koloné.

Obr. 24: Princip déleni gelové chromatografie®®.

Bé&zné uzivanym gelem pro gelovou chromatografii je Sephadex. Tab. 3. ukazuje vybér typu

Sephadex gelli a velikosti molekul, které mohou délit.

Tab. 3: Typy gelu Sephadex pro gelovou chromatografiiZ®.

typ gelu rozsah déleni (molekulova
hmotnost)

Sephadex G-10 vétsi nez 700

Sephadex G-25 vétsi nez 1500

Sephadex G-30 veétsi nez 30 000

Sephadex G-75 vétsi nez 80 000

19 7droj obrazku:
http://www.mikeblaber.org/oldwine/bch5425/lect31/lect31.htm Stazeno 1. 4. 2017.
20 GE Healthcare Life Sciences — Sephadex Chromatography Media:
http://www.gelifesciences.com/webapp/wcs/stores/servlet/catalog/en/GELifeSciences-
cz/products/AlternativeProductStructure 17400 Stazeno 30. 12. 2016.
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Gelova chromatografie ma velky vyznam pii frakcionaci proteinti, peptidl a oligonukleotidi

a jinych ve vod¢ rozpustnych polymert.

3.4. Chromatografie — pouzita a doporucena literatura

1. Alexander R.R. (Wiley, New Jersey 1985), Basic biochemical methods
2. Hais .M. a kol. (Nakladatelstvi Ceskoslovenské akademie véd, Praha 1959),
Papirova chromatografie

3. lon Exchange chromatography, stazeno 28. 12. 2016, dostupné z:
http://elte.prompt.hu/sites/default/files/tananyagok/IntroductionToPracticalBiochemi
stry/ch06s02.html

4. Michalski R. (Chemik 2014, 68 (5), 478-485), Industrial application of ion
chromatography, stazeno 30. 12. 2016, dostupné z
http://www.chemikinternational.com/wp-content/uploads/2014/05/5.pdf

5. Olukoga A.O. akol. (J. R. Soc. Med., 1997, 90: 570 — 577), Laboratory

instrumentation in clinical biochemistry an historical perspective

6. VargaF. a kol. (Avicenum, Praha 1989), Klinicka biochemie cviceni L.

7. Waters — HPLC separation modes, stazeno 30. 12. 2016, dostupné z
http://www.waters.com/waters/en GB/HPLC-Separation-
Modes/nav.htm?cid=10049076&Ilocale=en GB
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3.5. Chromatografie — vzorova uloha

Ukol: Proved'te TLC chromatografii vzorkd aminokyselin.

Princip: Podle rozdélovacich koeficientd aminokyselin dojde k jejich separaci na celulozové

desce TLC pomoci vhodné mobilni faze.

Cinidla:
e Vyvijeci smés (smichat 35 ml n-butanolu, 35 ml acetonu, 10 ml kyseliny octové a 20
ml destilované vody);
e roztok ninhydrinu v n-butanolu a acetonu o koncentraci ¢ = 0,4 mol/l (7,126 ¢
ninhydrinu rozpustit ve 100 ml smési n-butanolu a acetonu v poméru 1:1);
e vzorek aminokyselin;

e standardy aminokyselin.

Postup:
1. Naplite vanu vyvijeci smési do vysky asi 1,5 cm ode dna a nechte nasytit po dobu 1

hodiny.

2. Naneseni vzorkli: na TLC desce vyznacte tuzkou start a ¢elo tak, aby byl start nad
hladinou vyvijeci smési. Vzorky naneste mikropipetou o objemu 5 ul v bodech,
dokonale vysuste a vlozte do vyvijeci komory.

3. Vyvijeni ukoncete az smés dosahne cela, vysuste v termostatu pii 80 °C.

4. Do vyvijeci smési pridejte roztok ninhydrinu v n-butanolu a acetonu a vyvijeni

opakujte, vysuste.

5. Vyhodnot'te polohu skvrn se stejn€ zpracovanymi standardy.
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1. Optické metody

Optické metody jsou zalozené na interakci elektromagnetického zafeni s hmotnym

prostiedim (molekulami, atomy).

1.1. Elektromagnetické zareni

Elektromagnetické zafeni ma tzv. dualni charakter, to znamena, Ze:

Vinu elektromagnetického zafeni charakterizujeme vinovou délkou, Kterd je tizce svazana

s frekvenci a amplitudou.

Vinova délka je:

Jednotkou vinové délky je m, ale z praktickych divodl se u riznych typt zafeni pouzivaji
jednotky odvozené (nm, pm, cm).

Nacrtnéte znazornéni vinové délky:

Frekvence je:

Cim je vlnova délka vétsi, tim je frekvence.............

Jednotkou frekvence zafeni je s nebo Hz (hertz).

Amplituda je:

Nacrtnéte znazornéni amplitudy:

V jinych prostiedich (ve vzduchu, ve vod¢, v roztocich) se Siti rychlosti: ........................



Elektromagnetické zafeni se mlize chovat pii nékterych interakcich s hmotnym prostfedim

jako proud fotonu. Fotonum zafeni uréité vinové délky lze ptifadit uréitou energii, ktera

souvisi s frekvenci zarfeni. Tento vztah udava Planckuv zakon:

[1]

Rovnici pro energii zafeni lze vyjadtit pomoci vinové délky:

[2]

Tab. 1: Jednotlivé oblasti elektromagnetického spektra (od nejkratsich k nejdel$im vinovym

délkam):

Oblast spektra

Vlnové délka s jednotkami




Rostouci vinova délka a klesajici energie

..
o
0,000t nm 0,01 nm 10 nm 1000 nm 0,01 cm 1cm im 100 m
Rentgenovo s o
Paprsky gama zafeni uv Infraervené zafeni Mikroviny Radiové viny
Viditelne svétio
400 nm 500 nm 600 nm 700 nm
Obr. 1: Jednotlivé oblasti spektra elektromagnetického zafeni.
Dopliite odpovidajici oblasti elektromagnetického zareni:
Jen nepatrna cast elektromagnetického zafeni je vnimana lidskym okem (...................... );
¢ast zatfeni vnimame jako teplo (...................... ). Pro zbyvajici Cast elektromagnetického

zafeni nemd lidské télo odpovidajici receptory, coZz ale neznamend, Ze nemlZe dochézet
K interakci. Je-li napt. kiize vystavena ....................... , dochazi ke zCervenani, ptipadné
zhnédnuti kuze; je-li télo vystaveno ........................ nebo ... , muze

dojit k interakci s nukleovymi kyselinami a vzniku mutaci.

V laboratorni zdravotnické praxi se nejvice vyuZziva:
[ ]
[ ]

V klinické praxi se vyuziva:
[ ]

1.2.  UV-VIS spektrofotometrie

Nejcasteji vyuzivanou laboratorni optickou metodou je UV-VIS spektrofotometrie, tedy
optickd metoda vyuzivajici pohlcovani svétla cel¢ viditelné a Casti ultrafialové oblasti

(200 — 400 nm) spektra v roztocich latek.



Aby latka pohlcovala zateni téchto vinovych délek, musi obsahovat tzv. chromofor.
L] 4103 5010 ) o
Naptiklad:

o

Pohlceni svétla znamena:

Pohlcovani svétla chromoforem lze kvantitativn¢ vyjadiit pomoci veliiny zvané
absorbance, ktera je definovana pomoci veli¢iny transmitance. Ob¢ veliciny se pouzivaji

zejména u roztoki latek.

Transmitance je:

Je definovana vztahem:

nel
0
[3]
e T
o ]
e I,

Velmi Casto se transmitance udava v procentech — hodnota transmitance vypoctené dle

rov. 3 se vynasobi stem. Hodnota transmitance se pak pohybuje mezi 0 — 100 %.

Castéji pouzivanou jednotkou je absorbance, ktera je definovana jako dekadicky logaritmus

prevracené hodnoty transmitance, jak ukazuje rovnice:

A; = logf1

[4]



Absorbance roztoku zavisi piimo imérné na:

Tato zavislost je vyjadiena Lambert-Beerovym! zikonem:

[5]
VeliCina & charakterizuje dany chromofor a je tedy pro roztok urcité latky konstantou
UMETNOSTL. INAZYTVA S8 .ttt ettt ettt e et ettt e eenaes
Je-1i koncentrace udana v jednotce mol/l, pak & udava, jaka by byla absorbance roztoku,

ktery by mél koncentraci ........... a u n¢hoz by svétlo prochazelo vrstvou o tloustce.............

Odvod’te jednotku £ 7 rov. 5 tim, Ze si vyvjad¥ime z rovnice &:

Absorbance v UV a VIS oblasti se méfi na pfistrojich zvanych spektrofotometry. Moderni

pfistroje zahrnuji obvykle oblast vinovych délek ..................... a umoziuji tak méfeni pii
riznych vinovych délkach. Hodnota absorbance, kterou je na spektrofotometrech mozné
meéfit, se 1i8i podle typu pfistroje, obvykld je maximalni hodnota A = 2. Z tohoto udaje
a Z hodnot molarnich absorp¢nich koeficientii obvyklych chromofort pak plyne, ze miizeme

méfit koncentrace fadové 10 — 107 molll.

Spektrofotometr sestava z nékolika zakladnich komponent:

1 Zavislost mnoZstvi pohlceného svétla na délce absorbujici vrstvy objevil v roce 1729 francouzsky
pfirodovédec Pierre Bouguer, ale objev je pfipisovan Jonannu Heinrichu Lambertovi, ktery citoval
z Bouguerovi eseje o optice ve svém dile Photometria v roce 1760.
Zavislost na koncentraci byla objevena az o mnoho pozdéji, v roce 1852 némeckym fyzikem, chemikem a
matematikem Augustem Beerem.
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Zpracovani
Monochromator Kyveta Detektor a zobrazeni
se vzorkem signalu

Obr. 2: Schéma zakladnich soucasti UV-VIS spektrofotometru.

Zdrojem svétla pro VIS oblast je:

Jako monochromator se pouziva:

Kyvety pouzivané v souCasné dobé maji standardné optickou drahu 1cm a vyzaduji

pfiblizné 3 ml roztoku pro méteni. Pokud je vzorku k méfeni jen malé mnozstvi, pouzivaji se

specialni kyvety, které také maji optickou drahu 1 cm, ale potfebny objem k méteni je kolem

70 - 850 pl.

Obr. 3: Vlevo — kyveta pro spektrofotometrické méfeni s optickou drahou 1 cm, uprostied

a vpravo - kyvety pro spektrofotometrické méteni malych objemi vzorkd.
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Rozdéleni a pouziti kyvet podle materialu:

Aplikace spektrofotometrie na kvantitativni biochemickou analytiku

Stanoveni koncentrace latky je zaloZzeno na Lambert-Beeroveé zakoné, tj. linearni zavislosti
Absorbance je definovana vzdy pro urcitou vlnovou délku, proto musime nejdiive zjistit, pii
jaké vlnové délce absorbanci roztoku stanovovat. K tomu musime proméfit tzv. absorpcni
spektrum.

Absorpéni spektrum (ODr. 4.) J8: .. i
Ke stanoveni koncentraci pak pouzivame méteni absorbance v oblasti maxima v absorp¢niho

1S 8 T 01 (0 07/ T PSP

Absorption Peak of Amino Acids at 280 nm

Tryptophan

500

400

1.00

Absorbance

Tyrosine

200

100

000

. . : : . . : +
30 240 250 260 70 00 2% j0o (3 )

Wavelength (in nm)
Obr. 4: Priklad absorp¢niho spektra.
Teoreticky je mozné vypo¢itat koncentraci piimo z Lambert-Beerova zakona, zname-li

z literatury molarni absorp¢ni koeficient a mame-li zméfenou absorbanci roztoku méiené

latky o nezndme koncentraci.
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Z praktickych divodi se ale pouziva metoda sestrojeni kalibra¢ni krivky pomoci
standardi méfené latky a odeCteni koncentrace U roztoku s nezndmou koncetraci méfené
latky z této kalibracni kiivky.

Spektrofotometricka kalibracni kFivka je: ...
Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky je potifeba pfipravit sadu roztokii o rtizné koncentraci;

koncentrace roztok by mély rovnomérné pokryvat méteny rozsah, jak je ukazano v Obr. 5.

0,2 )

o
=
(9]

Absorbance

o
[
(-]

0,05

0 5 10 15 20 25 30 35
Koncentrace (g/l)

Obr. 5: Priklad spektrofotometrické kalibra¢ni kiivky.

Variantou metody kalibraéni kiivky je metoda jednoho standardu a vyuziva se
u spolehlivych provérenych analytickych metod.

Prvni bod odpovida slepému pokusu tzv. blanku, ktery................ooooiii
Druhy Dod J& ..o e

Pii ptedpokladu platnosti Lambert-Beerova zakona a provedeni meéfeni za konstantnich
podminek pro vzorek i standardni roztok tedy plati, Ze pomér absorbance standardu a

vzorku je roven poméru jejich koncentraci:

Ast _ Cst
Avz  Cvz
[6]
* Ast * Avz
* Cst * Cvz



Vyjadrete z rovnice 6. Cvz:

[7]

1.2.1. UV- VIS spektrofotometrie — prakticka uloha

Ukol: Stanovte koncentraci celkové bilkoviny ve vzorku séra pomoci metody kalibra¢ni
kfivky (nejméné na 5 kalibra¢nich roztokt) a metody jednoho standardu pomoci Biuretovy

metody s vyuzitim setu Total Protein, Erba Lachema s.r.o. a navodu k nému poskytovaném.

Princip: Bilkoviny v pfitomnosti médnatych soli v alkalickém prostfedi poskytuji

modrofialovy komplex, vhodny k fotometrickému stanoveni.

Cinidla:
e vzorek séra;
e standardni roztok bilkoviny o koncentraci 30 g/l;
e destilovana voda;

e Biuretovo ¢inidlo.

Postup:
1. Nafed'te kalibra¢ni roztoky podle odpovidajici koncentrace v tabulce do vysledného
objemu 0,5 ml:
Cislo standardu Standard (ml) Dest.voda (ml) Koncentrace (g/l)
1 6,00
2. 12,00
3 18,00
4 24,00
5 30,00

10




2. Zpracujte vzorky dle tabulky:

Blank Vzorek Standard
Biuretovo ¢inidlo (ml) 1,00 1,00 1,00
Sérum — vzorek (ml) 0,01
Standard (ml) 0,01
Destilovana voda (ml) 0,01

3. Po promichani vSechny zkumavky inkubujte po dobu 10 min pii 37° C a zm¢éite
absorbance vzorku a standardnich roztokii proti blanku pfi vinové délce 546 nm.

Zbarveni je stabilni pod dobu nejméné 30 minut.

islo standardu | Standard (ml) | Dest.voda (ml) | Koncentrace g/l | Absorbance

6,000

18,000

24,000

C
1
2. 12,000
3
4
5

30,000

4. Vypocitejte koncentraci celkové bilkoviny ve vzorku metodou jednoho standardu,
sestrojte kalibra¢ni kfivku na milimetrovy papir a odectéte koncentraci vzorku podle

naméfené hodnoty absorbance vzorku.

Avz =
C Avz - Cst
VE- Ast
[7]
Zavér: Koncentrace celkové bilkoviny v séru je dle metody jednoho standardu ...... o/l
a dle kalibra¢ni kiivky je ....... g/l.

11




1.3. Polarimetrie

Polarimetrie je opticka analytickd metoda zaloZzena na méfeni tzv. optické otacivosti.

OPLIicka OtACIVOSt & .. ... e

Optickou aktivitou se vyznacuji nékteré krystaly nebo latky s tzv. chiralni strukturou.

Chiralni struktura latky znamena:

Prikladem latky s chiralni strukturou je aminokyselina alanin. Jeji dvé opticky aktivni

struktury, tzv. enantiomery, jsou znazornény na Obr. 6.

K oznaceni enantiomert se pouziva bud’ znamének + / - nebo pismen d- / I- ¢i S-/ R-, kdy

prvni symbol v jednotlivych dvojicich  oznacuje enantiomer, ktery staci rovinu

polarizovaného svétla doprava, druhy pak enantiomer, ktery staci rovinu polarizovaného

svétla doleva?.

H § H
NH, e C\ i /C -um”NHz
CH, CH,
(S)-alanin (R)-alanin

Obr. 6: Enantiomery aminokyseliny alaninu.

K méfeni optické aktivity se vyuzivaji pfistroje polarimetry. Schéma polarimetru je

znazornéno na Obr. 7.

2 Symboly jsou odvozeny z latinskych ndzv( pro pravy (dexter) a levy (laevus) &i spravny (rectus) a nespravny
(sinister).
12



Obr. 7: Schéma zakladnich komponent polarimetru.
e 1
[ ]

2
e 3
4
e 5
6
7
8
Uhel stogeni roviny polarizovaného svétla zavisi na:
.
o
Tuto kvantitativni zavislost lze vyjadrit vztahem:

a=al-lc

[9]

Pro stanoveni koncentrace opticky aktivnich latek se pouziva, stejné jako u UV-VIS

spektrofotometrie, metoda kalibraé¢ni kiivky.

Vyuziti polarimetrie:
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1.3.1. Polarimetrie — prakticka tloha

Ukol: Stanovte polarimetricky koncentraci vzorku glukézy metodou kalibraéni kiivky

a vypoctu.

Princip: Zméfenim thla otac¢eni u kalibra¢ni fady a vzorku glukozy se stanovi koncentrace
vzorku a hodnoty se porovnaji s vypocitanymi udaji dle vzorce pro vypocet koncentrace.
Cinidla:
e Standardni roztok gluk6zy o koncentraci ¢ = 100 g/I (napt. 20 g glukdzy rozpustit
v 200 ml odmérné barice, pridat cca 10 kapek hydroxidu amonného, doplnit po
rysku);
e vzorek o nezndme koncentraci glukozy;
e hydroxid amonny natedény 1:1;

e destilovana voda.

Postup:

1. Piiprava polarimetru — zapnéte sodikovou vybojku a proved’te korekci nulové

polohy.

2. Nared'te kalibracni roztoky podle odpovidajici koncentrace v tabulce do

vysledného objemu 50 ml:

Standardni roztok (ml) Destilovana voda (ml) Koncentrace (g/l)

20

40

60

80

100

3. Zmeite optickou otacivosti kalibracnich roztokt a vzorku v 200 mm

polarimetrické trubici, odecitani se provadi alespon tiikrat.

4. Zhotovte kalibra¢ni kiivku na milimetrovy papir a ode¢téte koncentraci vzorku.
Postup je obdobny jako u vzorové ulohy pro fotometrii, kdy grafem je zavislost

nam¢tfenych uhli na koncentraci.
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5. Porovnejte vysledek z kalibragni kiivky s vypoctem dle vzorce, kdy a’ pro

glukozu pfi teploté 20 °C je +52,74:
a

Cyz =
al -1
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1.4. Refraktometrie

R T A OM I J: L.t et
Prochazi-li paprsek urcité vinové délky z jednoho optického prostiedi do jiného optického
prostiedi (prostiedi s jinou tzv. optickou hustotou), méni se na rozhrani jeho rychlost, coz se

projevi jako zména sméru SiFeni.

Nacrtnéte paprsek prochazejici z prostiedi opticky FidSiho do prostiedi opticky hustsiho

(napf. ze vzduchu do vody):

Nacrtnéte paprsek prochazejici z prostiedi opticky hustSiho do prosti‘edi opticky FidSiho:

Tzv. absolutni index lomu udéava, jaky je pomér rychlosti Sifeni svétla ve vakuu a v daném

prostredi:

[10]

Absolutni index lomu je tedy vzdy vétsi nez jedna.
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Pro ptechod z prostfedi s indexem lomu ni do prostiedi s indexem lomu nz se pouziva
relativni index lomu n21, ktery je definovdn jako pomeér indexu lomu druhého a prvniho
prostredi, jak ukazuje rovnice 11.

n, vy Sina

21 = n_1= v, sinf
[11]
* Ny
e n an,
o vav,
e sina
e sinf

V tabulce 2 je uvedeno n¢kolik piiklada relativnich indexti lomu pro rizné latky:

Tab. 2: Priklady relativnich indext lomu.

latka index lomu
vakuum 1

vzduch (normadlni tlak) 1,00026
led 1,31
voda 1,33
etanol 1,36
glycerol 1,473
sklo 1,5az1,9
sul 1,52

safir 1,77
diamant 2,42

K méfeni indexu lomu se pouzivaji refraktometry. Nejobvykleji pouzivané jsou dva typy

refraktometri, Abbého refraktometr a ru¢ni refraktometr.

Popis stru¢ny princip Abbého refraktometru a jeho komponenty na Obr. 8:
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Cast B.

Obr. 8: Popis Abbého refraktometru, ¢ast A. — vnitini uspofadani, ¢ast B. vnéjsi usporadani.
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Rucdni refraktometry vyuzivaji tzv. kritického hlu totalni reflexe, znazornéném na Obr.

9. Dochazi k nému pii piechodu svétla z prostiedi opticky hustsiho do prostiedi opticky

fidsiho.

Obr. 9: Totalni reflexe.

Popiste k ¢emu na obrazku 9. dochazi:

Pouziti refraktometrie:
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1.4.1. Refraktometrie — prakticka tloha

Ukol: Stanovte refraktometricky koncentraci vzorku bilkoviny v séru metodou kalibraéni
ktivky.

Princip: Zméfenim indexu lomu u kalibra¢ni fady a vzorku séra se stanovi koncentrace

vzorku odectenim z kalibracni kiivky.

Cinidla:
e Standardni roztok bilkoviny o koncentraci ¢ = 30 g/1,
e vzorek o nezname koncentraci bilkoviny;
e (destilovana voda;

e fyziologicky roztok.

Postup:
1. Nared’te kalibra¢ni roztoky podle odpovidajici koncentrace v tabulce do vysledného
objemu 0,5 ml:

Cislo standardu Standard (ml) Fyz. roztok (ml) Koncentrace (g/l)
1. 6,0
2 12,0
3 18,0
4 24,0
5 30,0

2. Zméite index lomu kalibra¢nich roztokt a vzorku.
3. Zhotovte kalibracni kiivku na milimetrovy papir a odectéte koncentraci vzorku.

Postup je obdobny jako u vzoroveé ulohy pro fotometrii, kdy grafem je zavislost

naméfenych indexti lomu na koncentraci.

20




1.5. Turbidimetrie, nefelometrie

Obecn¢ mohou byt tyto metody nazyvany metody méreni zakalu.
VYUZIVA SE U NICH: .o e e e e e e aae s

Koloidni rozZtokK J€: .......c.ooiii i e

K méfeni se vyuziva UV nebo VIS zateni, které rozptyluji ¢astice mensi jak 1 um.

Na Obr. 10 je vidét rozdil mezi obéma metodami, ktery je dan ve zpusobu méieni

rozptyleného svétla.

AVA (1156316103 (S1s s L Lol 0 1 1<) o U

AV TS () [0) 1S s W T ol 0 1 1<) o L

Vzorek
U U Detektor U
Vzorek

b
il

N

[
[ ]

Detektor

Turbidimetr Nefelometr

Obr. 10: Schéma turbidimetru a nefelometru.

Vyuziti nefelometrie a turbidimetrie:

Pro vzorky s mensi koncentraci stanovované latky je vhodnéjsi metodou nefelometrie.
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1.5.1. Turbidimetrie, nefelometrie — prakticka tloha

Ukol: Stanovte C-reaktivni protein z kapilarni krve s vyuzitim kitu QuikRead CRP a navodu

k nému poskytovaném na pftistroji QuikRead 101.

Princip: Turbidimetrickym méfenim se stanovi hladina C-reaktivniho proteinu.

Cinidla:

e Kit QuikRead CRP
Postup:

1. Nactéte kartu, oteviete kyvetu.

2. Sestavete kapilaru, odeberte spoluzakovi 20 pl kapilarni krve (po bilou zatku) a
pistem ji vytlacte do kyvety s pufrem.
Kyvetu zaviete vickem s Cinidlem, protiepejte a cekejte na €iry roztok v kyvete.
Kyvetu vlozte do otvoru pro méfeni a zméite blank.
Ptidejte Cinidlo stlacenim vnitini modré ¢asti vicka.

Kyvetu vyndejte a diikladn€ michejte obracenim dna vzhiiru.

N o a &~ W

Po pipnuti pfistroje vloZte kyvetu do otvoru pro méfeni a odectéte vysledek.
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2. Elektrochemické metody

Elektrochemie je nauka o vzajemnych vztazich energie ................... A e,
Elektrochemie se zabyva rovnovahami a dé&ji v soustavach, které obsahuji elektricky nabité

dastice, ionty.

Elektrochemické metody zahrnuji kvalitativni a kvantitativni analytické metody, které
zavisi na:
[ ]

Zakladem elektrochemickych metod jsou oxida¢né reduk¢ni procesy.

Soustavu elektrod a roztoku/roztokll, v némz/v nichz jsou elektrody ponofeny, nazyvame
elektrochemicky (galvanicky) ¢lanek. Piiklad elektrického clanku tvofené¢ho zinkovou
elektrodou ponotfenou do roztoku zinecnatych ionti a méd€nou elektrodou ponoienou

do roztoku méd’natych iontt je znazornén na Obr. 11.

Zinkova anoda Médéna katoda

f. 0

e
= = L

I S N D S A

Kationtovy |

Aniontovy
proud

NS =
ZnSO, (aq) CUSQ, (aq)

Obr. 11: Piiklad elektrochemického ¢lanku.

Ktera z elektrod bude anoda a ktera katoda, zalezi na:
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Je-li koncentrace zine¢natych a méd’natych iontl stejnd, pak dle elektrochemické fady napéti
kovii (coz je sefazeni kovu podle rostoucich hodnot tzv. standardnich elektrodovych

potencialii®) v takovémto ¢lanku:

1. Médéna elektroda bude: katoda / anoda.
Budou k ni putovat: kationty / anionty.
Pocet elektront bude: nizsi / VySsi.
Probihat zde bude: redukce / oxidace.

2. Zinkova elektroda bude: katoda / anoda.
Budou k ni putovat: kationty / anionty.
Pocet elektront bude: nizs§i / VySSi.
Probihat zde bude: redukce / oxidace.

2.1. Potenciometrie

Potenciometrie je metoda, kterd slouzi k méteni koncentrace urcitého iontu v roztoku.

Elektrochemicky ¢lanek je tvofen elektrodami:

Potenciometrie se nejcastéji pouziva na méreni pH.

PH O o

3 Standardni elektrodovy potencial je potencial ¢ldnku tvofeného danou elektrodou v roztoku pFislusnych
iont o koncetraci 1mol/l a standardni vodikovou elektrodou, co? je platinova elektroda pokryta platinovou
Cerni (platinou s velkym povrchem), ponofena do roztoku HCl o koncentraci 1 mol/l, do néhoz se vhani proud
molekularniho vodiku pod tlakem 1 atm (101 325 Pa). Na Pt elektrodé dochazi k rozkladu molekuldrniho
vodiku na atomarni, ten s H* ionty v roztoku tvofi oxidacné redukéni par.
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Tab. 3: Piiklady iontd stanovitelnych iontové selektivnimi elektrodami a materialu pouzité

membrany.
Membrana Stanovovany ion
sklo H*
PVC Na*
membrana s valinomycinem K*
monokrystal LaFs F
polykrystal Agl I
polykrystal Ag,S Ag*, S*
polykrystal CuS + Ag2S Cu®
polykrystal PbS + Ag2S Pb?*
polykrystal CdSe + Ag,S Cd*

Pfi potenciometrickém méieni pH:

¢ indikaéni elektrodou je nejcastéji sklenéna elektroda (popiste ji na Obr. 12 ¢ast A);

e se jako referentni elektroda pouziva tzv. argentchloridova elektroda.

Pro vétsi pohodli uzZivateld se v soucasné dobé vyrabéji jiz pouze tzv. kombinované pH

elektrody, v nichz je indika¢ni i referentni elektroda v jednom oplasténi — viz Obr. 12

¢ast B.

A

B.

Obr. 12: Schéma sklenéné elektrody (A) a schéma kombinované elektrody (B) — dopliite.
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2.1.1. Potenciometrie — prakticka tiloha

Ukol: Nakalibrujte pH metr a stanovte pH vybranych vzorki.

Princip: Stanoveni pH je zalozeno na meéfeni rozdilu potencialii referencni a mérné

elektrody.

Cinidla:
e Pufry o pH 4,0; pH 7,0; pH 10,0;
e (destilovana voda;

e vzorky k méfeni napf. destilovana voda, vodovodni voda, sérum.

Postup kalibrace pH metru:

1. Elektrodu vyndejte z ukladaciho roztoku, oplachnéte destilovanou vodou.
2. Elektrodu ponoite do roztoku pufru o pH 4,0 a na pH metru nastavte hodnotu
uvedenou na lahvicce pufru.

3. Elektrodu nakalibrujte stejnym postupem na pufry o pH 7,0 a pH 10,0.
Po kazdém kalibrovani ¢i méfeni elektrodu vzdy oplachnéte pomoci stiicky destilovanou
vodou. (Elektroda nikdy nesmi byt ponechana na suchu — mezi jednotlivymi méfenimi ji

nechavame v ukladacim roztoku nebo v kadince s detilovanou vodou.)

Postup méreni vvbrannvch vzorku:

1. Elektrodu vyndejte z ukladaciho roztoku, oplachnéte destilovanou vodou.
2. Elektrodu ponoite do vzorku, pockejte na ustaleni hodnoty pH metru, odectéte

hodnotu z displeje pH metru a zapiste ji do protokolu.
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2.2. Konduktometrie

Konduktometrie je méfeni elektrické vodivosti roztoku.

EleKtricka vOdivost J€: ... ..o e e

Elektricka vodivost pak zavisi na:

Odpor kovového (pevného) vodice je dan Ohmovym zakonem dle rovnice 12:
[12]

Odpor kovového vodi¢e zavisi na materidlu vodice (typu kovu) a na geometrickych
parametrech vodice, tj. prafezu a délce, podle vztahu 13.

l
R=p§

[13]

Pro roztoky nepouzivame veli¢inu odpor, ale pfevracenou hodnotu odporu nazyvanou
vodivost. Pro vodivost 1ze pouZit jednotku Q7 (tedy 1/ Q), ale &astéji se pouziva jednotka

vodivosti siemens (S).

Veli¢ina 1/r je nazyvana mérna vodivost (specificka vodivost, konduktivita) a znaci se k

(kappa).
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Pii méfeni vodivosti je pouzivana tzv. vodivostni cela znazornéna na Obr. 13.

./S- .
l

Obr. 13: Schéma konduktometrické (vodivostni) cely.

Vztah pro zavislost vodivosti roztoku na parametrech elektrod (jejich plose a vzdalenosti)

udava rovnice 14.

1ot
R S
[14]

e R
e G
e K
o |
e S

Lo . , , ;.
Pomér 5 lepro danou vodivostni celu konstantni a Nazyva $€ ...........c.coviiiiriniiniininnn..

Vvuziti konduktometrie:
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2.2.1. Konduktometrie — prakticka uloha

Ukol: Porovnani vodivosti vodovodni vody a destilované vody.

Princip: Stanoveni pH je zalozeno na méfeni rozdilu potenciali referenéni a mérné

elektrody.

Cinidla:
e Vodovodni voda;

e (destilovana voda.

Postup:

1. Konduktometrickou celu ponoite do kadinky (25 ml) zpoloviny naplnéné vodovodni
vodou.

2. Vodu vylijte, napust’te novy podil a celu znovu na nékolik vtefin ponoite.

3. Toto zopakujte jeste jednou, odectéte hodnotu na piistroji.

4. Znovu vyplachnéte kadinku vodovodni vodou, ponofte celu a odectéte hodnotu
vodivosti. Je-1i hodnota stejna jako u pfedchoziho méfeni, mizete si ji zapsat. Pokud
stejnd neni, opakujeme tak dlouho, az pii dvou po sobé& nasledujicich métenich

dostaneme stejnou hodnotu.

Stejny postup pouzijte i pro destilovanou vodu.
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2.3. Elektroforéza

Elektroforéza je metoda, ktera se pouziva k déleni smési latek v elektrickém poli.

Aby se latky pohybovaly v elektrickém poli, musi ....................... Aby se pohybovaly

v daném elektrickém poli jednim smérem (k jedné z elektrod), musi .......................o.

Nukleové kyseliny jsou diky zbytkim kyseliny fosfore¢né nabity zaporné (viz Obr. 14)

a mohou se tedy v elektrickém poli pohybovat k anodé¢ / katod¢.

Rychlost pohybu zavisi na:

> )
0 /\I( Base —U
5 CHp 0 I\'\rerl \Sugar/
4 1
3 2 0
\Q/ 5 //
@ 0 OH
7/ Phosphate
P \
\t
\ Base —C
\Sugar/”
/
Phosphate
\
\\\ Base =A
“b’ugar
Phosphale
A 4
3

Obr. 14: Struktura nukleové kyseliny s vyzna¢enymi zapornymi naboji na zbytku kyseliny

fosforecné.
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Bilkoviny jsou tvofeny z ....................... Kazdd aminokyselina ma jednu skupinu
........................... a jednu ...................... skupinu na alfa uhliku od karboxylové
skupiny. Tyto funkéni skupiny pifi tvorbé bilkovinného ftetézce reaguji za vzniku

........................ , takze nemohou dodat bilkovinnému fetézci naboj.

Naboj bilkovinného fetézce miize byt zplisoben pouze nabitymi skupinami v postrannich

fetézcich aminokyselin — viz Obr. 15.

Acidic Basic
H H H H H
0 | 0 | (o] | (o] | o}
/
HaN"—C—C/ H3N'—C—C/ HSN*—C—C/ HaN'—C—C/ HaN‘—C—C/
[, o [, o L e L, o
i H, CH, CH, H, H,
Electrically éH éH én NH
charged TR (2 {2 12 |
0o O H, NH
NH,* +=NH2'
NH,
Aspartic acid (Asp) Glutamic acid (Glu) Lysine (Lys) Arginine (Arg) Histidine (His)

Obr. 15: Aminokyseliny nesouci naboj v postrannim fetézci.

Na ¢em tedy zavisi vysledny Cisty naAboj?............ccooooiiiiiiiiiii
Aby se bilkoviny pfi elektroforéze pohybovali jednim smérem (k jedné z elektrod), je
potieba bilkovinnému fetézci dodat jednotny celkovy naboj. Toho se obvykle dosahuje

pomoci navazani dodecylsiranu sodného (SDS = sodium dodecyl sulphate).

Pii navazani SDS na bilkovinu dojde k denaturaci bilkovinné molekuly, jak znazoriuje
Obr. 16.

J
ol 22 ; /
SDS :
o 0_/3 <Oﬂa /
A = L
o -

Obr. 16: Schéma nespecifického navazani SDS na peptidicky Fetézec a nasledné denaturace

molekuly bilkoviny.
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Déleni pti elektroforéze se provadi na gelu, ktery mtize byt dvojiho typu:
[ ]

Uspotadani elektroforézy:
[ ]

EleKtrofOrEO@ram J: . ..ttt e e

Protoze ani bilkoviny ani nukleové kyseliny nejsou viditelné pouhym okem, je tfeba pouZit
Kk vizualizaci bud’ UV zaieni nebo Castéji barveni nespecifickym barvivem, které se na

délené latky v gelu vaze.

Pro nukleové kyseliny se K vizualizaci a barveni pouziva:

[ ]
Bilkoviny se barvi:
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Vertikalni usporadani

Horizontalni usporadani

N\

Obr. 17: Uspotadani elektroforézy ve vertikalnim sméru — nahote a v horizontalnim sméru —

dole. Doplnté.
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2.3.2. Elektroforéza — praktické tloha

Ukol: Proved'te elektroforézu bilkovin krevniho séra vzorku s pouzitim kitu firmy Sebia

Hydragel Protein(e) K20 a navodu k nému poskytovaném.

Princip: Elektroforéza bilkovin krevniho séra dé€li vzorek na Sest frakci dle naboje pii

urcitém pH.

Cinidla:
¢ Kit Hydragel Protein(e) K20, vyrobce Sebia;
e fixacni roztok (smichat 60 ml etanolu, 10 ml kyseliny octové a 30 ml destilované
vody do uzaviratelné lahve);
e vzorek séra (20 ul zcentrifugovaného séra natfedit 100 ul fyziologického roztoku,

promichat).

Postup:

1. Ptipravte pracovni roztoky dle ndvodu kitu — barvici roztok a 2 odbarvovaci roztoky

do sklenénych komor.

2. Pracovni roztok pufru na elektroforézu nalijte do elektroforetické vany — 150 ml do

kazdé komory.

3. Naneseni vzorku: opatrné vyndejte agarézovou folii ze zasobniku, poloZte na filtra¢ni
papir licem nahoru, prouzkem filtracniho papiru jemné vysuste mista aplikace vzorku
(u katody) a umistéte aplikacni Sablonu; nasledné naneste mikropipetou 5 ul vzorku
do aplikac¢nich mist Sablony, nechte 5 min vsakovat a ptfebytek odsajte filtracnim

papirem; sundejte Sablonu.

4. Elektroforeticka separace: folii nasad’te do vnitinich zarazek drzaku licem dolu,
drzak umistéte do elektroforetické vany (dodrZet orientaci — vzorky na strané
katody), nasad’te viko, pfipojte zdroj, na zdroji stejnosmeérného napéti nastavte:
napéti 70 V, proud nenastavujte, ¢as 30 min a spust'te elektroforézu. Po skonceni

separace vypnéte zdroj, odpojte vanu, vyjméte folii.
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5. Vizualizace: Folii pinzetou vlozte do fixa¢niho roztoku na 15 min, vyndejte, nechte
stéct roztok a dokonale vysuste fénem. Suchou a zchladlou f6lii vlozte do barviciho
roztoku na 5 min, vyndejte, nechte stéct roztok a vlozte do odbarvovaciho roztoku na

2 min; zopakujte odbarveni, vysuste fénem.

6. Vizualn¢ vyhodnotte.
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3. Chromatografické metody

Chromatografie je separacni technika, pti niz probiha déleni slozek vzorku mezi dvé faze —

fazi stacionarni a fazi mobilni.

Faze stacionarni je: nepohybliva / pohybliva.

IS A7) (<) o -

Faze mobilni je: nepohybliva / pohybliva.
e Je-li mobilni fazi plyn, pouZiva S€ NAZEV .........covviiiiiii i
Casto ve zkratce ........ .... z anglického terminu gas chromatography.
e Je-li mobilni fazi kapalina (rozpoustédlo, smés rozpoustédel nebo roztok pevné latky
V 10ZpousStedle), POUZIVA S€ NAZEV. ... uiiieii ettt e e e e ee e

Casto ve zkratce ............. Z anglického terminu liquid chromatography.

Popiste s vyuzitim Obr. 18 princip chromatografického déleni:

Tok mobilni faze

/A A

A+B
R

NCar

Obr. 18: Chromatografickd kolona znazornujici déleni slozek smési A a B ve sméru toku

mobilni faze.
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V soucasné dob¢ se bézné setkdvame s metodou HPLC, coz je vysokoucinna kapalinova
chromatografie (high performance liquid chromatography).

Stacionarni fazi je obvykle pevna latka nebo gel, ptipadné kapalina zakotvena na nosici.

Chromatografické metody se d€li podle riznych hledisek:
o podle zplisobu provedent Na: .........oouiiiiiiiiti i
e podle typu mobilni faze na: ..ot

e podle principu d€leni Na: ... ..ot e

3.1. Adsorpéni chromatografie

V adsorp¢ni chromatografii je stacionarni fazi adsorbent.

Charakteristika adsorbentu:

Adsorp¢ni chromatografii Ize jako jednu z méla pouzit ve dvou provedenich:

V kolonovém uspofadani se v sou€asnosti adsorpéni chromatografie pouZziva jako metoda
HPLC s kolonami s nejriznéj§imi naplnémi. Velmi rozsifenou variantou jsou kolony s tzv.
reverzni fazi (RP-HPLC), kdy stacionarni faze ma nepolarni charakter a mobilni faze je
polarni. Tato metoda je nejpouzivanéj$i metodou HPLC v soucasné dobg.

Jako mobilni fAze se POUZIVA: ... ..ot

Gradientova €lUCEe ZNAmMENA: .....ovnnn ettt e e

nastiik
detektor
=)
)\ ———
kolona v . ,
zésobnik  éerpadlo . zasobnik
mobilni faze termostatovanem odpadu zpracovani dat

prostoru

Obr. 19: Schéma vysokoucinné kapalinové chromatografie.
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Tenkovrstva chromatografie je svym principem také adsorp¢ni chromatografii. Oznacuje
se TLC (z anglického terminu thin layer chromatography). Pro TLC chromatografii se
pouziva tenka vrstva adsorbentu nanesend na skle nebo na hlinikové folii.

Jako adsorbent S€ POUZIVA: .. ...

Rozdélovaci chromatografie je metoda zalozendna: ...

StaCIONAINT TAZ1 tVOTT: oottt

Y (6] 031 Ba VI #: VA T A 77 ) s DA

Pti chromatografickém déleni na tenké vrstvé nebo na papife mobilni fdze vzlina kapilarnimi

silami vzhtiru (Obr. 20). Latky jsou tedy déleny podle: ..........coooiviiiiiiiiiiiiiiiiinene,

Obr. 20: Chromatograficka komora s papirem.

Popis provedeni vyhodnoceni chromatogramu:
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3.2. lontoménic¢ova chromatografie — chromatografie na iontoménicich

NEGATIVELY CHARGED

Obr. 21: Sila interakce iontl s katexem v zavislosti na velikosti naboje.

Stacionarni faze se déli podle toho, zda jsou d€leny kationty ¢i anionty. Pro déleni kationtd

se pouzivaji katexy, pro déleni aniontll anexy. Jsou to obvykle gely s navazanymi nabitymi

skupinami.

Katex:
vymeénuje:

Za.

Funkéni skupina je nabita:

Charakter je:

Anex:
vyménuje:

za:

Funkéni skupina je nabita:

Charakter je:

vodikové ionty
kationty
kladné

kysely

vodikové ionty
kationty
kladné

kysely

e e

hydroxylové ionty,
anionty.
zaporné.

zasadity.

hydroxylové ionty,
anionty.
zaporné.

zésadity.

Kvili elektroneutralité musi byt v roztoku kolem anexu protiionty s opaénym nabojem, které

jsou snadno vymeénitelné za jiné ionty v pritbéhu déleni. Postup chromatografického déleni

na anexu si popiste na Obr. 22.
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Obr. 22: Déleni smési aniontd na anexu.

Vyuziti chromatografie na iontoménicich:

3.3.  Gelova chromatografie

Porovita struktura gelu umoziuje déleni latek podle: ...
Jak ukazuje Obr. 23, velké molekuly gelové Castice s pory obtékaji a pohybuji se tak
kolonou rychle; ¢im mensi ¢astice, tim vétsi pocet pora, do kterych mize zapadnout, a tim

vétsi zdrZeni v koloné. BéZné uzivanym gelem pro gelovou chromatografii je Sephadex.

Tab. 4: Typy gelu Sephadex pro gelovou chromatografii.

typ gelu rozsah déleni (molekulova hmotnost)
Sephadex G-10 vétsi nez 700

Sephadex G-25 vétsi nez 1500

Sephadex G-30 vetsi nez 30 000

Sephadex G-75 vétsi nez 80 000
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Obr. 23: Princip déleni gelové chromatografie.

Vyuziti gelové chromatoqgrafie:
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3.5.  Chromatografie — prakticka uloha

Ukol: Proved'te TLC chromatografii vzorkd aminokyselin.

Princip: Podle rozdélovacich koeficientd aminokyselin dojde k jejich separaci na celulozové

desce TLC pomoci vhodné mobilni faze.

Cinidla:
e Vyvijeci smés (smichat 35 ml n-butanolu, 35 ml acetonu, 10 ml kyseliny octové a 20
ml destilované vody);
e roztok ninhydrinu v n-butanolu a acetonu o koncentraci ¢ = 0,4 mol/l (7,126 ¢
ninhydrinu rozpustit ve 100 ml smési n-butanolu a acetonu v poméru 1:1);
e vzorek aminokyselin;

e standardy aminokyselin.

Postup:
1. Naplnte vanu vyvijeci smési do vysky asi 1,5 cm ode dna a nechte nasytit po dobu

1 hodiny.

2. Naneseni vzorkll: na TLC desce vyznacte tuzkou start a ¢elo tak, aby byl start nad
hladinou vyvijeci smési. Vzorky naneste mikropipetou o objemu 5 ul v bodech,
dokonale vysuste a vlozte do vyvijeci komory.

3. Vyvijeni ukoncete az smé&s dosahne cela, vysuste v termostatu pii 80 °C.

4. Do vyvijeci smési pridejte roztok ninhydrinu v n-butanolu a acetonu a vyvijeni

opakujte, vysuste.

5. Vyhodnotte polohu skvrn se stejné zpracovanymi standardy.
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Zaveér

Teoretické znalosti pfedmétu VLM obsazené v prvni Casti prace jsou vychozim
stupném pro zhotoveny pracovni sesit, ktery je pripojen jako druha ¢ast a pokryvaji nezbytnou
uroven nutnou k vykonu préace v laboratofi na urovni Laboratorniho asistenta.

V praxi ucitele predmétu VLM se ukazuje, ze velkym uskalim je vybrani klicovych
znalosti v takovém rozsahu, aby bylo umoznéno dostate¢né pochopeni principti a jevl
spojenych s jednotlivymi metodami a nedoSlo pfitom k zahlceni Zaka nadbyteCnymi
informacemi. Toto bylo zohledniovano pfi zpracovani sesitu, jelikoz zakladni znalosti chemie
a fyziky, ze kterych by se mélo pii vyucovani VLM vychazet, nejsou vzdy optimalni.

Prace muze byt rozSifena o metody nové, neuvedené ve Skolnim vzdélavacim
programu V roku vzniku prace, jako je napiiklad hmotnostni spektrometrie ¢i pratokova
cytometrie.
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