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1. OPTICKE METODY

- Optické metody — Zékladom je interakcia hmoty s elektro-
magnetickym Ziarenim s roznou vinovou dizkou [ 1] = SPEK-
TROFOTOMETRICKE METODY

VyuZitie — identifikacia vzorky
— koncentracia vzorky

Priebeh interakcie — Hmota absorbuje Cast’ energie [E] zo
ziarenia — Ziarenie sa odrazi s mensou E — molekula (hmo-
ta) prijala viac E — e sa dostava na vyssiu vrstvu (excito-
vany = vzbudeny stav — nestabilny) — molekula sa snazi
zbavit prebytocnej E — vyziari prebyto¢ni E — e klesne na
niz§iu vrstvu.

Vysledok interakcie — Vysledkom je zniZenie rychlosti Sire-
nia ziarenia alebo zmena jeho orientacie. Obidve zmeny sa
daja urcit’ na zaklade INDEXU LOMU, ktory d’alej urcuje
(charakterizuje) polarizovatelnost’ molekuly.
REFRAKTOMETRIA — meria index lomu

DISPERZIA — je zavislost’ indexu lomu od 4

Energetické naroky na zmeny v rozloZeni a v pohybe e , ato-

mov al. molekul:

— energeticky najnarocnejsie st zasahy do pohybu e vyvo-
lané Ziarenim z UV alebo VIDITELNE] oblasti;

— mensie energetické naroky su z IC oblasti spektra;
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1.1 Energia
— zakladna vlastnost’ elektromagnetického Ziarenia
— charakterizujeme ju: — A (vinova dizka)
— v (frekvencia)
— v (vlnocet)
Axv=c

¢ —rychlost’ svetla (3.10°m.s™")

v=14=1!

JEDNOTKY A [nm = 10"m, um = 10¢]

PLANCKOVA ROVNICA:
E=hxv
¢ize v (ni) linearne zavisi od £

Vyuzitie: A —v UV a viditeI'nej oblasti
v—v IC oblasti



1. Optické metody

1.2 Spektrofotometria v UV a viditel'nej oblasti

Spektrofotometria sa zaobera excitaciou, pri ktorej prechadza e
z jednej elektronovej hladiny do druhe;.

* Princip absorpcnej spektrofotometrie: Zdroj Ziarenia (napr.
vodikova vybojka pri UV ziareni) vydava ur¢ité mnozstvo ener-
gie vo forme svetelnych lucov, ktoré usmernuji a odrazaja v pri-
stroji rozne zrkadla a pod. Luce d’alej prechddzaju cez filter,
ktory vloZime do pristroja podla toho, v ktorej oblasti elektro-
magnetického Ziarenia (UV, IC...) nasa skimana latka v kyvete
absorbuje ziarenie (tzn. Ze elektron prijme Cast’ energie a dostane
sa na vyssiu energeticka vrstvu). Ziarenie, ktoré sa neabsorbo-
valo, prechadza cez hmotu d’alej, ale uz s nizSou energiou vo
forme lucov (fotdonov), ktoré prechaddzaju prostredim a dostavaja
sa na detektor, ktory premeni svetelnu energiu na elektricku a ta
je zosilnena zosiliiovacom, pripojenym na detektor tak, aby sa
energia dala zaznamenat’ a indikator tito hodnotu zaznamena
napr. ru¢ickou alebo ¢islom (to je vysledna hodnota absorbancie,
ktord bola v pristroji vypocitana tak, Ze od energie vyslanej zo
zdroja ziarenia E sa odCitala energia E , ktora bola zaznamenana
detektorom. Vysledkom je energia E,, ktora bola absorbovana
atdbmami skiimaného prvku.

LCudské oko je citlivé na svetlo s 4 =400 — 750 nm, ¢o je vidi-
telna oblast.

Za fialovou castou viditeIného spektra nasleduje wultrafialova
oblast"

e blizka 190 — 400 nm
+ daleka 50 — 190 nm (Rzg)
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Atmosféricky O, zaCina absorbovat’ az pri 190 nm (pri mensej 4
sa musi O, zo spektrometra vytlacit pomocou N, alebo sa musi
pracovat’ vo vakuu)

— v praxi sa vyuziva viditelna a UV oblast.

1.2.1 Intenzita absorPcie

— pre kvantitativne merania sa musi uvazovat s absorpciou zia-
renia s konStantnou energiou
E = monochromatické Ziarenie

— absorpcia Ziarenia sa riadi podla Lambertovho-Beerovho
zakona:

In Lo =kxn
[Z.
Legenda:
I, al —intenzity latkou prepusteného z.
k — konstanta 4
n — poc¢et molov absorbujuce;j latky v optickej drahe ziarenia

Hodnota n je umerna molovej koncentracii ¢ roztoku a dizke
optickej drahy v roztoku:

1
In—% =gxexd
I/'\.

Legenda:

1
In —%* — absorbancia [A]
A

& —molovy absorp¢ny (extinkény) koeficient
— ma rozmer dm? x mol! x cm™!
A —je bezrozmerné Cislo

10



1. Optické metody

Ak nie je znama molova koncentracia roztoku, pouZiva sa alter-
nativna rovnica:

log?—l:A=axgxd

A

Legenda:
¢ — koncentrécia (hmotnost’ latky v objeme roztoku)
a — konStanta imernosti — $pecificky absorpény koeficient

Na grafické znazornenie vysledkov merania sa sleduje zavislost’:
1. AodA

2. Tod A (T~ transmitancia = prevratena hodnota A; T=1/1)

Na kvantitativne znézornenie (stanovenie) urcitej latky treba
zostrojit’ kalibraénu krivku zavislosti 4 od koncentracie c;
A = f (c) pri konStantnej 1

Po odmerani absorbancie (A) vzorky s neznamou koncentraciou
(c) sa koncentracia latky ur¢i pomocou kalibra¢nej krivky.
A
Ay
A3

Az

At

GG G G

V roztoku s viacerymi absorbujicimi zlozkami je vysledna
A suctom absorbancii jednotlivych zloziek:

A=2Ai=d><2i8i><ci

11
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1.2.2 Experimentdlna technika

Zakladna opticka zostava:

zdroj Ziarenia — vodikova lampa — UV Z.
— volframova Ziarovka — viditel'na oblast’

U

hranol — na iom alebo na optickej mriezke sa rozklada Zia-
renie

U

Strbiny — prechodom cez Strbinu sa vymedzi tzka oblast’
zvolenych 4

U

kyveta — ziskané monochromatické Ziarenie prechadza ky-
vetou so skimanym roztokom, resp. cez kyvetu s ¢istym roz-
pustadlom (blanck)

U

fotonasobi¢ — prechadzajlice Ziarenie potom dopada na foto-
nasobic, ktorého elektricky vystup je frekvenciou /,a l , = 4

Stupern automatizdcie pristrojov:

1. bodovy — rucné nastavenie A (SPEKOL)

2. automaticka vymena vzoriek — (HITACHI)

3. vystup udajov v cislicovej (digitdlnej) forme s moznostou pre-

pojenia na tlaciaren alebo PC — (HITACHI)

12



1. Optické metody

Optika (kyvety, SoSovky, hranoly):

— z kremenného skla

— kyvety — hrabka — 0,1 — 10 cm (1 cm)
— Cistenie — dH,O

Kalibracia pristroja:
(kvoli casovému starnutiu optickych povrchov 1 spektralnej mo-
hutnosti zdrojov ziarenia)

NEODYMOVE SKLO — kontrola presnosti 4
— pouZiva sa ako Standard s urenymi 4

1.2.3 Rozpust’adla

Pri vol'be rozpustadiel pri spektrofotometrickych analyzatoroch

sa berti do uvahy 2 faktory: rozpustacia schopnost’ a priepust-

nost’ v meranej oblasti spektra.

— polarne latky sa rozpustaju v polarnych rozpustadlach

— nepolarne latky sa rozpistaji v nepolarnych rozpustadlach

— dolezita je, aby rozpustadlo neabsorbovalo v rovnakej oblasti
ako merana latka

— beznymi rozpustadlami pre UV a viditel’nu oblast’ su: voda,
alkoholy (metanol, etanol) a chloroform

Absorpcia niektorych makromolekul

— proteiny (AMK) — 280 nm (1)

— UV absorp¢né spektrum proteinu je X spektier AMK, z kto-
rych sa sklada protein

— nukleotidy — 260 nm (1)

— pritomnost’ purinovych alebo pyrimidinovych baz vo vset-

rww

— identifikujeme pritomnost’ nukleovych kyselin

13
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1.3 Infracdervena spektrofotometria
Elektromagnetické spektrum.

— zlozené zo stboru svetelnych vin, plynule sa meniacich vino-
vych dlzok, resp. frekvencii;

10" (o)

10" X (Rtg)

10° } d’aleké UV (50— 190 nm)
blizke UV (190—400 nm)

600 nm

_.._oranzova

viditel’'né z.
Cervend

700 nm

Cervend
800 nm

Mikroviny

10'°
Radiové viny
1 01 1

10
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1. Optické metody

1.3.1 Druhy optickych spektier

A) Spojité spektrum

— je v fiom zastupené Ziarenie vetkych vinovych dizok, teda

vSetky farby od Cervenej az po fialova.

Takéto farebné spektrum ziskame, ak nechame polychromatické
ziarenie (2. vietkych vlnovych dizok), napr. zvizok slneénych
lucov, prechadzat’ optickym hranolom alebo mrieZkou.
Spojité spektrum davaju vsetky rozpalené tuhé alebo kvapalné
latky, napr. rozpéalené vlakno volframovej Ziarovky alebo plati-
novy drot.

B) Ciarové spektrum
— zloZené z ostrych, jasne oddelenych ¢iar;
— je typické pre atomy;
— davaju ho rozpalené plyny a pary pri nizkom tlaku, ktoré
sa sklada z urcitych A vysielaného Ziarenia;

C) Pasové spektrum
— zloZené zo sUpravy pasov vytvorenych velkym poctom
husto na seba poloZenych ¢iar;

1. emisné spektrum — dava Ziarenie, ktoré vysiela latka umiest-
nend v zdroji,
2. absorpcné spektrum — ziskame ho, ak sledujeme podiel pri-
marneho Ziarenia zdroja, ktoré latka selektivne pohlcuje,
3. luminiscencné spektrum — ziskame, ak spojime absorpény
a emisny princip;
— latka selektivne absorbuje primarne ziarenie, pohltené Zia-
renie transformuje na iné 4 a tie ako luminiscen¢né Ziare-
nie opdt’ vysiela.

15
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1.4 Rozdelenie optickych spektralnych metod
1. EMISNE SPEKTRALNE METODY:

a) emisna spektrilna analyza

vzorku vkladdme do zdroja ziarenia (najcastejSie el. obluk

alebo iskra), ¢im sa atomy dostavaju do vzbudeného sta-

vu; Ziarenie, ktoré atdbmy emituju, je charakteristické pre

kazdy prvok a registruje sa pomocou spektrografu;

— vznika ciarové spektrum,

— z Ajednotlivych Ciar sa urcuje druh prvku;

— z intenzity vybranej Ciary sa urCuje zastipenie mnoZstva
prvku vo vzorke;

b) plameiiova fotometria

— sledujeme intenzitu ziarenie excitovanych atomov stano-
vovanych prvkov, ktoré¢ sme rozprasili vo forme aerosolu
do plamena, ktory sluZzi ako zdroj tepelnej energie;

— zo spektra ¢iar daného prvku vymedzime prislu$nu ¢iaru 4
charakterizujicu druh uréovaného prvku;

— z intenzity vybraného Ziarenia (Ciary) ur¢ime mmnoZstvo
prvku vo vzorke;

2. ABSORPCNE SPEKTRALNE METODY

a) oblast’ Rtg spektier
— v nej sledujeme prechody elektronov vo vnutornych oba-
lovych sférach atomu;
— stanovujeme prvky pritomné v molekule = atémové spek-
trum,

16



1. Optické metody

b) oblast’ UV a VIDITELNEJ spektrofotometrie
— v nej sledujeme prechody ¢ vo vonkajsich obalovych sfé-
rach atomov alebo v elektronovych orbitaloch molekul;
— ziskame molekulové spektrum,

¢) oblast IC spektra
— v nej sledujeme vibracie atdbmov v molekulach;
— ziskame vibracné rotacné spektrum, ktoré vyuzivame na
dokaz pritomnosti charakteristickych skupin v molekule,
a tym stanovime kvalitu latok;

d) oblast’ mikrovin
— sledujeme rotaciu molekul;
— ziskavame rotacné spektrum;

e) oblast’ radiovych vin (NMR)

— aj jadro atbmu moze prijimat’ energiu, pri¢om fotony, kto-
ré moze jadro absorbovat, maju vel'mi mala E (102 J).
Takéto fotobny maé elektromagnetické Ziarenie v oblasti
radiovych vin. Aby prebehla absorpcia, musia byt atomy
(ich jadrd) v silnom magnetickom poli. Tento odbor spek-
troskopie sa nazyva nukledrna magneticka rezonancia
(NMR);

— sluzi na dokaz kvality latok a Stadium Struktary molekul;

3. LUMINISCENCNE SPEKTRALNE METODY

— fluorimetria — analytickd metoda slizi na kvantitativne sta-
novenie i stopové mnozstvo latok;

17
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1.5 Zakladné konStrukéné prvky
spektralnych metod

. Zdroje Ziarenia:

UV oblast’ (180 — 400 nm)
vodikova vybojka (200 — 380 nm)

— deuteriova vybojka

— xenonova vybojka

— ortutova vybojka

viditel’'na oblast’ (400 — 750 nm)
— ziarovka s volframovou $piralou (360 — 3000 nm)

IC oblast’
— nernstova ty€inka (oxidy zirkonia — Zr + yttrium —Y)
— globarova tycinka (SiC)

. Pomocnad optika

— ciel’: viest’ zdroj lu€ov pristrojom tak, aby bol maximalne
vyuzity tok zdroja

+ zrkadla, SoSovky, svetlovody, odrazové hranoly a clony

. Zdkladné funkcné prvky

— ciel’: rozloZit’ polychromaticky zvédzok li¢ov zo zdroja na
zvézky jednotlivych A ® vymedzie len urcita Cast’ ziarenia
potrebného na vySetrenie

* rozkladové hranoly, mrieZzky, filtre, kyvety, monochro-
matory

18



1. Optické metody

4. Indikacna jednotka

detektor — meni energiu ziarenia na inu E, pristupni me-
raniu (fotochemicka energia = oko, elektrickd energia =
fotonka, tepelna energia = termoclanok)

zosiliova¢ — zosilnuje detektorom ziskany slaby elektric-
ky signal na hodnotu vhodnu na indikéciu (elektronkové,
tranzistorové zosilnovace)

indikator — prevadza detektorom transformovanu a zosil-
novacom zosilnent veli¢inu na veli¢inu pristupni naSmu
priamemu vnimaniu, napr. rucicka, ¢islo na meracom pri-
stroji

19



2. ZAKLADNE METODY NA IZOLACIU
LATOK Z BUNIEK, TKANIV
ATELESNYCH TEKUTIN

2.1 Extrakcia

Extrakcia 7 fazy:
A) TUHEJ - tkanivo, bunky
B) KVAPALNEJ — sérum

do extrakcného roztoku:

a) voda — rozpust'a nizkomolekulové latky

b) tlmivé roztoky soli (zriedené kyseliny alebo zasady) — roz-
pustaju biomakromolekuly (proteiny, polysacharidy, poly-
nukleotidy)

¢) organické rozpustadla — rozpustaju lipofilné latky (tuky,
oleje, fosfolipidy, steroidy, vitaminy)

Extrakcia 7 tuhej fazy:
priprava tkaniva (strihanie, mletie) = homogendat

— Vyluhovanle homogenatu v extrakénom roztoku — podl'a 1a-
tok, ktoré chceme izolovat’ pridame bud’ enzym, alebo orga-
nické rozpustadlo + vhodné stabilizatory na zachovanie bio-
logickej aktivity izolovanej latky

Extrakcia 7 kvapalnej fazy:
— odstranenie necistot (delipidacia, deproteinacia)
— izolacia:
a) pridanim extrakcného roztoku — podla potreby (napr. izo-
lacia tukov — organické rozpustadld)

20



2. Zakladné metody na izolaciu latok z buniek, tkaniv a telesnych tekutin

b) adsorpciou na tuhu fazu (adsorbent = aktivne uhlie, io-
nexy, oxid hlinity)
— vyuZitie:
— pri vysoko a nizkomolekulovych latkach (steroidy,
indoly, AMK, oligopeptidy)
— polystyrénove sorbenty — adsorbuji molekuly z vod-
ného roztoku prostrednictvom hydrofobnych vizieb
— adsorbuju sa molekuly, ktoré maju hydrofobne sku-
piny
— desorpcia sa robi ¢istym metanolom, etanolom ale-
bo acetonom

2.2 Homogenizacia

A) tkaniva organov — rozbit’, rozrusit’ ( spojivové tkanivo — pro-
teolytickymi enzymami — trypsin, pepsin)
B) kosti — rozdrvit’ (kladivom, mixér, valec s piestom)
C) bunky
I. — rozrusit vsetky membrany (cytoplazmaticka, jadrova,
mitochondridlna, lyzozomova)
L. — rozrusit len cytoplazmaticku membranu

I. Homogenizacia buniek rozrus$enim vSetkych membran:

* USG — ultrasonografia (membrany sa rozbiju na drobné frag-
menty)

* zmrazovanie a rozmrazovanie (suspenziu rozdelime na obje-
my 1 — 2 cm? do niekol’kych skiimaviek z tepelne odolného
skla — rozbitie P po 6-nasobnom opakovani)

* roztieranie buniek v trecej miske s pieskom (mikroorganizmy,
slezina, pecen, Le)

21
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* mikrogul6ckami z olovnatého skla (baktérie ® kovova valco-
va nadoba + miesadlo) — priebeh dezintegracie kontrolovat’
mikroskopom

* autolyzou v pritomnosti organickych rozpustadiel (kvasinky)

I1. Homogenizacia buniek rozrusenim len cytoplazmatickej
membrany:

ciel’: z buniek vytvorit’ suspenziu subcelularnych ¢astic, ktoré sa

potom daju izolovat’ centrifugaciou

— tlakové homogenizatory (zivoc¢isne bunky a mikroorganiz-
my)

— hypotonicky sok (pretrepavanie Er v destilovanej vode)

— vystrieknutie suspenzie Le z injekcnej ihly — niekol’konasobné

................................... » elektromotor

...................................... » skleneny valec

» suspenzia buniek

--p Nadoba s [adom

Poziadavky na homogeniza¢né médium:

— musi zaruc¢ovat’ biochemicku a morfologicku stabilitu subce-
lularnych castic

— najvhodnejsie — izoosmotické média — tlak v bunkach = tlaku
média

22



2. Zakladné metody na izolaciu latok z buniek, tkaniv a telesnych tekutin

2.3 Dialyza a ultrafiltracia

Obidve metddy sa pouzivaji na separaciu alebo zahustovanie
rozpustenych latok s molekulovou hmotnost'ou > 10%,

Dialyza:

separany proces, ktory zavisi od rozdielnej rychlosti
transportu rozpustnych latok s rozli¢nou velkost'ou molekul
cez poroviti membranu oddel'ujucu dva roztoky

hnacia sila — koncentracny gradient

robi sa v navlh¢enej celofanovej trubici — 1 koniec zavia-
zat’ hodvabnou nitou — naleje sa do nej roztok, ktory sa ma
dialyzovat’ (retentdt) — 2. koniec zaviazat — nad retenta-
tom nechat’ vzduch, aby vrecko, ak sa ponori do rozpustadla,
mohlo plavat;

rozpustadlo (difuzat) sa miesa elektromagnetom

difuzat sa odobera v pravidelnych intervaloch a vzdy sa na-
hradi ¢istym rozpustadlom dovtedy, kym 90 % retentatu ne-
prejde do difuzatu;

meria sa rychlost’ difuzie = poléas dialyzy (Cas, za ktory 50 %
povodného mnozstva latky preslo z retentatu do difuzatu)

Ultrafiltracia:

vyuZziva sa — pozitivny alebo negativny tlak + filtre

+p (pozitivny tlak) — dosahuje sa inertnym plynom (N,) a udr-
Zuje sa retentatom

- p (negativny tlak) — dosahuje sa vakuom v priestore difuzatu
membranoveé filtre — s rozlicnou vel'kostou porov

latky sa delia selektivne na zéklade velkosti svojich molekul
roztok sa ultrafiltruje pod p = 0,05 — 0,5 MPa, ktory je vytvo-
reny stlaenym N, — rozpustadlo + latky < poéry membrany,
prechadzaju do ultrafiltratu — zadrzané latky nad membra-
nou sa zahust'uju
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Iﬂl

XXXXXXXXXXXXXXXX ¢ retentat

.................................. ¢ ultraﬁltra't

2.4 Zrazacie metody

— pouzivaju sa na hrubé precistovanie makromolekul, najmd
proteinov

— zniZovanie solvataéného obalu = DEHYDRACIA BUNKY

— zrazanie sa robi pomocou:

a) neutralnych soli — znizuje hrubku solvata¢ného obalu = vrs-
tva molekul vody a i6nov = bunka sa stdva nerozpustnou
a vylucuje sa z roztoku vo forme zrazeniny

b) zmeny pH — pH ovplyviiuje elektricky naboj bunky, ¢im aj
solvata¢ny obal ich molekul

¢) organickych rozpustadiel (metanol, etanol, aceton) — zvy-
Senim koncentracie organickych rozpustadiel sa znizuje sol-
vatacny obal bunky = zrazenina

U

Odsolovanie

— vyzrazand frakcia proteinov sa rozpusti v malom mnozstve
vody alebo tlmivého roztoku; vzniknuty roztok obsahuje este
vel'ke mnozZstvo zrdazacej soli, ktord sa musi odstranit’ odsole-
nim
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2. Zakladné metody na izolaciu latok z buniek, tkaniv a telesnych tekutin

Priprava bezproteinovych filtrdtov

— pri stanoveni (izolacii) nizkomolekulovych latok v klinickom
materiali (sérum, mo¢, mozgovo miechovy mok) sa casto vy-
zaduje odstranit bielkoviny

» fyzikdlne metdédy: ultrafiltracia, adsorpcia na tuhé sorbenty,
tepelnd denaturacia

* chemické metody: organické rozpustadla, vysol'ovanie, io-
nexy

Izolacia a stanovenie latok pomocou viizbovych bielkovin

— hormony, vitaminy, protilatky maju charakter LIGANDOV
a cirkuluju v plazme v komplexoch s proteinmi, napr.: globu-
lin viaze tyroxin (T,)

— stanovenie: vybrat’ Specificky vizbovy protein — Standardnu
vzorku ligandu oznacime radioaktivnym izotopom — odde-
lenie vol'ného (L) a viazaného (LP) ligandu dialyzou — gra-
fické vyhodnotenie:

L

LP
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3. KONCENTROVANIE
A KONZERVOVANIE LATOK

3.1 Koncentrovanie latok

zmens$enie objemu a zvacsenie koncentracie latky v roztoku

POSTUPY:

1.

Odparovanie pri atmosférickom tlaku = destilicia
termolabilna, ¢im by sa destilované vodné roztoky rozkladali
alebo denaturovali

pouziva sa zriedka

. Odparovanie vo vakuu

najcCastej$i sposob
vyuzitie: nizko- aj vysoko- molekulové latky

A)ODPAROVANIE MALYCH OBJEMOV (do 2 cm® =2 ml)

v evakuovanom exikatore nad vhodnym sorbentom (= vstre-
bavac) vody (P,0O,, NaOH, CaCl,)

voda sa odparuje zo skimavky uloZenej v exikatore

+ lacna a dostupna

- trva dlhy cas (hod.), odparit’ sa da len voda!

B) ODPAROVANIE STREDNYCH OBJEMOV

(od 1 cm®— 1 dm?)
na rotac¢nej vakuovej odparovacej banke
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3. Koncentrovanie a konzervovanie latok

odparovacia banka O

Postup: Kvapalinu, ktoru chceme odparit, nalejeme cez napus-
taci otvor do odparovacej banky, ktora sa zahrieva vo vodnom
kupeli a rotuje. Vakuum znizuje bod varu odparovacej banky —
kvapalina sa odparuje a jej pary sa kondenzuju na vodnom chla-
dici a stekaji do kondenzaénej banky.

C) ODPAROVANIE VEECKYCH OBJEMOV (> 1 dm*=> 11)

zriedka
vakuové odparky

. Mrazova sublimicia = lyofilizacia

odsublimovanie vody v tuhom skupenstve (I'ad) vo vakuu

! pouzivat’ len vodné roztoky latok bez organ. rozpustadiel,
ktoré znizuji bod mrazu vody; ¢im je vys$ia moznost’ rozto-
penia sa vzorky pocas lyofilizdcie = pena a denaturacia en-
zymu!

timiveé roztoky pred lyofilizaciou treba odsolit, lebo soli mézu
pri lyofilizacii zmenit’ pH!

Postup lyofilizacie: Banka so vzorkou sa ponori a pod 45° uhlom
sa otaca v namrazovacom kupeli (tuhy CO, + aceton alebo etanol
= T (=70 °C) ) a na jej stenach sa namrazuje vzorka. Po na-
mrazeni a do zaciatku lyofilizacie sa vzorka ulozi pri T (-30°C).
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Pred skoncenim lyofilizacie sa za¢ne do systému vpustat’ vzdu-
ch a po zruSeni vékua sa za¢nu odoberat’ vzorky.

4. Vymrazovanie

tvorba krystalov 'adu a obohatenie zvy$ného roztoku rozpus-
tenou latkou zriedkavé

Gélova filtracia
koncentrovanie vysokomolekulovych latok pomocou suché-
ho Sephadexu G-25 Coarse;

Postup: Voda a nizkomolekulové latky sa pohlcuju Sephadexom
a vysokomolekulové latky zostavaji vo vonkajSom roztoku. Po
10 min. sa zrnk4 Sephadexu odstrania centrifugaciou alebo filt-
raciou pod tlakom.

6.

Zahust’ovanie vyuZitim membranovych procesov
vyuziva sa semipermeabilnd membrana priepustna pre latky
urcitej vel'kosti a tvaru

3.2 Sterilizacia a konzervovanie roztokov
roztoky biochemickych preparatov, tlmivé roztoky a rastové

médid st Casto vhodnym prostredim na rast mikroorganiz-
mov = rozklad latok v roztoku a znehodnotenie preparatov

Sterilizacia teplom

rastové média a timivé roztoky, ktoré neobsahuju latky rozlo-
ziteI'né teplom

vysoké teploty inaktivuji enzymy a proteiny buniek b zasta-
venie rastu a reprodukcie mikroorganizmov

sterilizacia v Kochovych nadobach (atmosféricky tlak + T do
100 °C) a autoklavoch (30 min. + T do 115 °C)
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3. Koncentrovanie a konzervovanie latok

— Tyndalizacia — ni€enie spor opakovanou sterilizaciou

Sterilizacia filtraciou

+ — vSetky typy roztokov
—nenastava deStrukcia termolabilnych latok

 filtre s rozlicnou velkostou poérov (baktérie 0,5 mm) zachy-
tavajl, adsorbuju alebo elektrostaticky pritahuju rozne mik-
roorganizmy

Druhy filtrov:

— membranové (z celulozy)

— Seitzove (azbestové vlakna s bavinou)
— Sintrové (sklené)

— zneglazurovaného porcelanu

Konzervaéné latky
— brania mikrobidlnej kontaminacii
* ATB (PEN+STM)
* antimetabolity
+ inhibitory enzgmov (MERFEN, MERTIOLAT, AZID
SODNY)
« zapric¢inujuce plazmolyzu bunick (CHLOROFORM,
TOLUEN)

— Na koncentrovanie roztokov nizkomolekulovych latok sa ne-

pouzivaju metddy: mrazova sublimdcia, gélova filtracia, zahus-
tovanie vyuzitim membranovych procesov.
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4. BIOCHEMICKE VYSETRENIE KRVI

sérum — krv odobratd bez protizrazavého roztoku
— po usadeni krvnych elementov je na povrchu
plazma — krv odobrata s protizrazavym roztokom (citrat sodny)

Obsah jednotlivych latok v krvi:
A) Organické latky

a) dusikaté latky nebielkovinovej povahy
— mocovina

— kyselina mocova

— aminokyseliny

— polypeptidy

— kreatin

— kreatinin

— indikan

— amoniak

— amoniak preformovany

b) dusikaté latky bielkovinovej povahy
celkové bielkoviny

— albumin v plazme

— globulin

— fibrinogén

— hemoglobin
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4. Biochemické vysetrenie krvi

c) glukoza

d) lipidy a tuky
— neutralny tuk
— mastné kyseliny
— lecitin
— cholesterol + estery
— cholesterol vol'ny v plazme
— cholesterolové estery v plazme

e) kyselina mliecna
f) bilirubin
g) aceton, kyselina acetoctova

B) Anorganické latky

— Na' v sére

_ K

_ Ca++

_ Mg++

— Fe plazmatické

_ Cu++

— NaCl

— P (celkovy)

— P (anorganicky)

— P (fosfatidov)

— sulfaty (S)

— kapacita CO, v plazme
— kapacita O, v plazme
— J(god)
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5. BIOCHEMICKE VYSETRENIE MOCU

5.1 Mo¢ — vlastnosti, zloZenie

diuréza (MM/24 h) = 1500 — 2000 ml — je mnozstvo mocu

vyliceného z organizmu
farba — zlatozlta

— ranny mo¢ — tmavsi — koncentrovanejsi

merna hmotnost’ mo¢u (MHM) = 1016 — 1028 (hustota

mocu)

Za 24 hod. sa mocom vyluci cca 60 g pevnych latok:

25 g organickych: 35 g organickych:

Na 58¢g mocovina CO = (NH,) 20-40¢g

K 25¢g kyselina moc¢ova 0,7¢g

NH, 0,7 g kreatinin 1,0-1,5¢g

Ca 0,01-05¢g kyselina hyppurova 0,7¢g

Mg 0,03-04¢ ostatné: 2,1g

Cl 85¢g oxalaty, mastné kyseliny,

S 08¢g sulfaty, farbiva = urochromogény,

P ILlg fermenty, kyselina mliecna, purinova baza,
oxyproteinova kyselina, cukry,
glycerofofaty

patologické sticasti v moci:

— bielkoviny, Bence-Jonesova bielkovina
— cukry

— aminokyseliny (leucin, tyrozin, cystein)
— aceton
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5. Biochemické vySetrenie mocu

alkapton (kyselina homogentisova)

krv

krvné farbiva

hnis

melanin

zl¢ové farbiva (bilirubin, urobilinogén, urobilin)
zl¢ové kyseliny

5.2 VySetrovanie mocu

mnoZzstvo mocu:
u vegetarianov je diuréza nizsia

POLYURIA (1 MM)

DM (s vyluCovanym cukrom sa vylucuje aj vel'a vody)
diabetes insipidus > 10 litrov/24 hod

v rekonvalescencii zapalovych horu¢. ochoreni (PN)

pri vyplavovani retinovanej vody (kardiaci, hydronefroza,
pecenove ochorenia)

OLIGURIA (1 MM)

akutna nefritida

hortckové stavy

po transfuziach

edémy, ascites (dekomp. srdca, peceniové ochorenie)
hnacky, vracanie

prekazky v odtoku mocu

ANURIA (1 MM)

otrava arzénom, sublimatom
pri peritonitide
pri oblickovej kolike, pri tazkych nefritidach
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NYKTURIA (no&né mo&enie)
— kardiaci (obehova dekompenzacia)

zmeny vo farbe mocu:

svetlejsi mo¢ — DM, diabetes insipidus, pitie vel'kého mnoz-
stva tekutin

tmavsi mo¢ — vel'ké extrarendlne straty tekutiny (hortcka,
vracanie, hnacky) — porucha odtoku zI¢e — farba Cierneho piva
krvavy moc — (pritomnost’ oxyhemoglobinu) — farba mésove;j
vody

zakaleny moc¢ — obsahuje hnis, tuk, baktérie, kvasinky, cukor

zapach mocu:

normalny zapach je podmieneny pritomnost’ou mastnych ky-

selin a urinoidu (C,H,0 )

patologicky:

— ¢pavkovy — pri rozklade amoniaku

— acetonovy (po zhnitych jablkach) — diabeticka acid6za pri
DM

MHM (hustota mocu):

hustota moc¢u sa ma merat’ pri T =15 °C; ak je T > 15 °C, ku
kazdému stupiiu ,,nad* sa pripocitaji 3 mmol;

| — diabetes insipidus

1 — DM (ak sa vylucuje vel'a cukru)

horucky

proteintiria

pH mocu: 5 — 8 (fyziologické hodnoty)

patologické:

— kysly mo¢: méso, bielkovinova strava, horticky, kachexia,
ascites, hydrotorax
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5. Biochemické vySetrenie mocu

II.

a)

— zasadity moc: rastlinnd strava, cystitida, krvacania do tel.
dutin

bod mrazu mocu: -1,3 az -2,3 °C
mocovy sediment:

organovy:

epitélie

— dlazdicové

— cylindrické

— gulaté

leukocyty

erytrocyty

valce — homogénne

— hyalinové

— voskové

— granulované

— epiteliarne, leukocytarne, erytrocytarne
— zmieSané (pozri hore)
— cylindroidy

— pseudovalce

neorganovy:
amorfny
v kyslom moci: urdty — sodny, draselny, vapenaty; bilirubin

b) v alkalickom moci: fosfaty: kalcia, magnézia; uhli¢itany Ca

a)

krystalicky
v kyslom moci: kyselina mocova, stavelan Ca, siran Ca, ky-
selina hyppurova, cystein, tyrozin, leucin, bilirubin

b) v alkalickom moci: mo¢an amoénny, fosfore¢nan hore¢nato-

-amoOnny, fosfaty Ca, uhli¢itany, stavelan Ca
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II1. nahodné primesy a znecisteniny:

vlakna z tkanin

vlasy

Skrobové zrniecka

protozoa — z po§vy (Trichomonas)

primes stolice

perie, korok, skleny prasok, rastlinné Casti
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6. ZAVISLOST ABSORBANCIE
OD KONCENTRACIE ROZTOKU

PROTOKOLZE. 1

Nazov: Zavislost’ absorbancie od koncentracie

Datum:

Uloha: Pripravte 4 odmerné roztoky CUSO , S objemom 250 ml
a s koncentraciami 2 %, 4 %, 6 %, 8 %

Chemikalie: destilovana voda (dH,O), pentahydrat siranu med*-
naté¢ho — CUSO,.5H,0

Pomocky: 4 ks odmerné banky, 4 ks kadicky, 4 ks sklenené lie-
viky, 4 ks sklenené tyCinky, 4 ks odmerné valce, analytické vahy,
pristroj Spektromom 410

Postup:

1.

Sl

o N

Pripravime si 4 roztoky so zndmou koncentraciou.

Pristroj Spektromom 410 zapneme do zdroja napitia.
Nastavime pristroj na meranie absorbancie (A).

Vlozime do pristroja filter s vinovou dizkou, pri ktorej absor-
buje skimany roztok.

Do kyvetora vlozime kyvetu s rozpustadlom (dH,0).
Pristroj vynulujeme na ,,blanck®.

Do kyvetora vlozime kyvetu so skimanym roztokom.

Na displeji od¢itame hodnotu absorbancie.
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9. Hodnotu absorbancie zaznac¢ime.

10. Po odmerani kazdej absorbancie pristroj vynulujeme na
,,blanck®.

11. Na zéklade koncentracii a absorbancii zostrojime kalibra¢nu
krivku.

Vypocet: Pripravte Styri 250 ml roztoky siranu mednatého
s koncentraciami 2 %, 4 %, 6 %, 8 %.

Vzorec: m =c. V. M [M (g/mol) — zistite z tabuliek]

Zaver: Zistili sme, ze zavislost’ medzi absorbanciou a koncen-
traciou je linedrna a priamo Gimerna.
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7. KONTROLA PRESNOSTI PIPETOVANIA
- FOTOMETRICKY

PROTOKOL¢. 2
Nazov: Kontrola presnosti pipetovania — fotometricky.
Datum:

Uloha:

1. Urcite presnost’ vasho pipetovania mikropipetou.

2. Pripravte roztok siranu med’natého s objemom 250 ml a kon-
centraciou 10 %.

Chemikalie: destilovana voda (dH,0), pentahydrat siranu med*-
nat¢ho — CUSO,.5H,0

Pomocky: odmernéd banka, lievik, sklenena tyc¢inka, stojan na
skamavky, 20 skumaviek, laboratérna lyzica, Petriho miska,
mikropipeta, Spicky, analytické vahy, pristroj Spektromom 410,
kyvety

Postup:

1. Vypocitame si hmotnost’ siranu mednatého potrebného na
pripravu 250 ml 10 % roztoku.

2. Pripravime si odmerny roztok podl'a zadania.

3. Roztok rozpipetujeme mikropipetou do 20 skumaviek po
2 ml.

4. Na pristroji Spektromom 410 si zistime absorbanciu roztoku
z kazdej skimavky a zazna¢ime ju.
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5. Zo zistenych hodnét vypocitame variaény koeficient (Vk)
a ur¢ime presnost’ nasho pipetovania.

Vypocet:
1. Pripravte roztok siranu med’natého s objemom 250 ml a kon-
centraciou 10 %.

Vzorec: m =c. V. M [M (g/mol) — zistite z tabuliek]

2. Vypocet variacného koeficientu:
a) Vypocitame priemerntt hmotnost’ (x) vSetkych 10 vzoriek

podl’a vzorca:
D
n

Legenda:
X — aritmeticky priemer
x,— hmotnost’ roztoku z 1 skimavky
n — pocet vetkych hmotnosti
b) Od kazdej hmotnosti od¢itame priemer:
X, —X
¢) Kazdu vyslednt hodnotu z bodu b) umocnime:
(5, X7

d) Vsetky umocnené hodnoty z bodu c) spolu s¢itame:

Y (r,—x)
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7. Kontrola presnosti pipetovania — fotometricky

e) Vypocitame smerodajni odchylku:

Z(xi_)_c)z

n—1

S =

f) Vypocitame varia¢ny koeficient:

Vi =2 x100[%]
X

Pozn.: Spravna presnost’ pipetovania je taka, ak vysledok variaéného ko-
eficientu bol do 5 %, pri vel’kom mnozstve vzoriek do 10 %.

Zaver:
Pipetovali sme s odchylkou (VK) .....ooovvviiiiieiiiiiiiecieeies %.
Cize presnost’ naSho pipetovania je .............coewvveveeeereennene %.
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8. ZAVISLOST PH OD KONCENTRACIE
ROZTOKU

PROTOKOLZ¢E. 3
Nazov: Stanovenie zavislosti pH od koncentracie roztoku.
Datum:

Uloha:

1. Pripravte 3x 100 ml roztoku HCI s koncentraciami 1 %, 2 %
a3 %.

2. Pripravte 3x 100 ml roztoku NaOH s koncentraciami 1 %,
2% a3 %.

Chemikalie: kyselina chlorovodikova-HCI, hydroxid sodny —
NaOH, destilovana voda — dH,O

Pomocky: odmerné banky, kadicky, sklenené ty€inky, sklenené
lieviky, odmerné valce, pH meter, analytické vahy

Postup:

1. Priprava roztokov:

A) Pripravime si 3x odmerné roztoky HCI s objemom 100 ml
s koncentraciami 1 %, 2 % a 3 %.

— Lejeme HCI do vody, nikdy nie naopak! Reakcia kyseliny
chlorovodikovej s vodou je exotermnd, teda uvolnuje teplo
a pri opacnom postupe by mohlo ddjst’ k nebezpecnému prs-
kaniu.
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8. Zavislost’ ph od koncentracie roztoku

— Vypocet objemu HCI (liquid) je na zaklade zried’ovacej rov-
nice:
CIVI + C2V2: C3V3

V1+V2:V3

— Prirozpustani chlorovodika vo vode sa molekuly HCI stiepia
na chloridové aniony a vodikové kationy, ktoré d’alej reaguju
za vzniku oxéniového kationu:

HCl+H,0 — H,0" +CI

Preto je kyselina chlorovodikové jednou z najsilnejSich anorga-
nickych kyselin (nizka hodnota pK ). Je silnejSia ako kyselina
sirova a kyselina dusi¢na.

B) Pripravime 3x odmerné roztoky NaOH s objemom 100 ml
s koncentraciami 1 %, 2 % a 3 %.

— Sypeme NaOH do vody, nikdy nie naopak! Reakcia hydroxi-
du sodného s vodou je exotermnd, teda uvolniuje teplo a pri
opacnom postupe by mohlo dojst’ k nebezpecnému prskaniu.

— NaOH (lth sodny) sa vo vodnom roztoku sprava ako silna
zasada:

NaOH + H,0 — Na® +OH"

— Vypocet mnozstva NaOH (solid) potrebného na pripravu za-
danych roztokov urobime podl'a vzorca: m =c. V. M;

2. Na pH metri zistime hodnoty pH:

— vSetkych troch roztokov kyseliny HCI a vSetkych troch rozto-
kov zésady NaOH. Hodnoty pH si zaznac¢ime.
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Postup merania pH na pH metri:

1.

B w

pH meter zapojime do zdroja napétia a zapneme ho aj tlacid-
lom On/Off.

Elektrodu z pristroja ponorime do kadicky s dH,O a potom do
kadicky s roztokom €. 1 (napr. 1 % HCI).

Stlacime ,,AR*“ na pH metri.

Stla¢ime ,,ENTER“ na pH metri.

. Po skonceni blikania ,,AR*, od¢itame znazornent hodnotu; je

to pH daného roztoku.

Pozn.: Ak chceme ihned’ merat’ pH druhého roztoku, elektrédu oplach-
neme v dH,0 a ponorime do meraného roztoku, ale stlatime uz len ,,EN-
TER*.

3. Zostrojime krivku zavislosti pH od koncentrdcie, pre HCI
zvlast’ a pre NaOH zvlast'.

Zaver:

1.

Zistili sme, Ze so zvysujucou sa koncentraciou HCI pH roz-
toku klesa. To znamena, Ze zavislost’ medzi koncentraciou
kyslého roztoku a jeho pH je nepriamo imerna.

. Zistili sme, Ze so zvySujucou sa koncentraciou NaOH pH roz-

toku stipa. To znamena, ze zavislost’ medzi koncentraciou
zasaditého roztoku a jeho pH je priamo umerna.
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9. PRIPRAVA A TITRACIA
OCTANOVEHO PUFRU

PROTOKOLE. 4
Nazov: Priprava a titracia octanového pufru.
Datum:

Uloha: Titraciou kyseliny a zasady do roztoku octanového pufru
zistite zmeny pH pufru.

Chemikalie: destilovana voda — dH,O, kyselina octova —
CH,COOH, sofl kyseliny octovej — octan sodny — CH,COONa

Pomécky: kadi¢ky, odmerné banky, Petriho misky, laboratérne

lyzice, sklenené tyc¢inky, lieviky, odmerné valce, sklenené pipe-

ty, analytické vahy, pH meter

Postup:

A. Pripravime si octanovy pufor z kyseliny octovej a octanu
sodného.

1. Pripravime si 2 % roztok kyseliny octovej s objemom 250 ml.

Vypocet urobime zriedenim 8 % kyseliny octovej na 2 % ky-
selinu octovi pomocou zried’ovacej rovnice:

C1V1 + CZV2: C3V3

Vl +V2:V3
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. Pripravime si 2 % roztok octanu sodné¢ho s objemom 250 ml.
Mnozstvo octanu sodného potrebné na pripravu roztoku vy-
pocitame podl'a vzorca:

m=c. V.M

. pH metrom odmeriame pH roztoku kyseliny octovej a pH
roztoku octanu sodného. Hodnoty si zaznac¢ime.

.V sklenenej kadicke zmieSame v pomere 1:1 rovnaké objemy
(napr. po 150 ml) roztoku kyseliny octovej a roztoku octanu
sodného, s rovnakou koncentraciou, ¢im vznikne PUFOR.

. Na pH metri zistime hodnotu pH pufru a zaznacime ju.

. Do pufru titrujeme roztok kyseliny a roztok zasady.

. Puforvaci roztok si rozdelime do 2 kadic¢iek po 50 ml a ozna-
¢ime ich.

. Do 1. kadi¢ky s pufrom sklenenou pipetou titrujeme roztok
kyseliny po 0,5 ml a po kazdej titracii objemu 0,5 ml, odme-
riame pH pufru a hodnoty si zazna¢ime. Pipetujeme dovtedy,
kym pH nezacne prudko klesat’.

. Do 2. kadi¢ky s pufrom sklenenou pipetou rovnako titrujeme
zasadu po 0,5 ml. Po kazde;j titracii objemu 0,5 ml, odmeria-
me pH pufru €. 2 a hodnoty zaznac¢ime.

Pipetujeme dovtedy, kym pH pufru nezac¢ne prudko stupat’.

C. Odmerané hodnoty pH pufru po titracii kyseliny a zasady gra-
ficky znazornime na spolo¢nom grafe.
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9. Priprava a titracia octanového pufru

Zaver: Zistili sme, Ze pri titracii pufru, tzn. pri postupnom pri-
davani zriedenych roztokov silnej kyseliny alebo silnej zasady
k roztoku pufru, sa pH pufru spoc¢iatku meni len pozvolne. Pri
prekroceni hodnoty pH = +— 1 st uz zmeny pH pufru vyrazné.
Z priebehu titracnej krivky pufru mézeme urcit’ pufracnu kapa-
citu.
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10. MERANIE HUSTOTY ROZTOKOV

PROTOKOLZE. 5

Nazov: Percentualna hmotnost’ roztoku.

Datum:

Uloha: Zistite percentualnu hmotnost’ roztoku sachardzy.

Chemikalie: destilovana voda dH,0, sacharéza — C ,H, O

127722 711

Pomocky: cukromer, kadi¢ka, odmerny valec, sklenena tycinka,
laboratorna lyZica, analytické vahy

Postup:
1. Pripravit’ odmerné roztoky sachar6zy s réznymi koncentracia-

W

mi 2 %, 4 %, 6 %, 8 % s objemami 250 ml.
Mnozstvo sacharozy potrebnej k priprave jednotlivych rozto-
kov si vypocitame podl'a vzorca:

m=c. V.M

. Pripraveny roztok s danou koncentraciou prelejeme do od-

merného valca.

Cukromer ponorime do odmerného valca s roztokom.

Na cukromeri od¢itame percentualnu hmotnost’ roztoku (me-
niskus roztoku ndm ukazuje jeho percentualnu hmotnost).

. Rovnakym postupom odmeriame percentualnu hmotnost’
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10. Meranie hustoty roztokov

vSetkych roztokov a tieto Udaje si zazna¢ime do tabulky,
v ktorej porovname vzt'ah koncentracie roztoku a jeho per-
centudlnej hmotnosti. Udaje z tabul’ky graficky znazornime.

Zaver: Zistili sme, ze zavislost medzi koncentraciou roztoku
a percentualnou hmotnost'ou je linedrna a priamo imerna.
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