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OSMOMETRIE

Princip

* analyticka metoda k mereni koncentrace
castic v roztoku.

* vyuziva zmeén, které zpusobi Castice
rozpustene v rozpoustedle tzv.
koligativnich vlastnosti roztoku.



OSMOMETRIE-princip

Rozpusteni latky v rozpoustedie vede ke:
* snizeni tenze vodnich par P

« zvysSeni teploty varu (ebulioskopicky efekt)
 snizeni teploty tuhnuti (kryoskopicky efekt) yf-'-‘
* vzniku osmozy - zvyseni osmotického tlaku
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Vsechny tyto vlastnosti jsou zavislé pouze na
pocCtu rozpustenych castic a nikoliv na rozpustene
latce jako takove.






Osmoticky tlak (1T)

Tlak nizkomolekularnich latek a iontu v
rozpoustedle.

ﬁ Jestlize jsou dva vodné roztoky o rizné koncentraci od
sebe oddéleny polopropustnou membranou, ktera je
propustna pouze pro vodu (ne pro rozpustené Castice),
potom pronika voda z prostoru s nizSi koncentraci
rozpustenych castic, do Osmoticky tiak
prostoru s vyssi
koncentraci
rozpustenych
castic.




23 Osmoticky tlak ()

Dy?

* Tento pohyb molekul vody se nazyva
osmoza.

* Tlak, ktery je treba vyvinout k zabraneni

pohybu vody pres membranu, se nazyva
osmoticky tlak




Osmoticky tlak (1T)

» Osmoticky tlak vznika dusledkem
pusobeni celkoveho pocCtu osmoticky
aktivnich castic v roztoku bez ohledu na
jejich velikost.

« Kazda castice — molekula, atom nebo iont
v roztoku se podili na konecne hodnote
osmotickeho tlaku stejnou mirou.



Osmoticky tlak (1)

« Osmoticky aktivni jsou pouze Castice,
které jsou rozpustéene v roztoku a které
nemuzou volné prechazet pres
membranu.

* Pokud latka disociuje, je kazda jeji
disociovana cast osmoticky aktivni Castici.
Nedisociovana latka predstavuje jen jednu
osmoticky aktivni Castici.



Osmoticky tlak

 |ze vyjadrit vztahem pro idealni roztok (van’'t Hoffova
rovnice:

M =IXCXRXxT

Kde:

« 11 = osmoticky tlak (Pa = J m3)

« | =disociacni Cislo, pocCet Castic, na ktereé rozpustena
latka disociuje = pocCet osmoticky ucinnych castic — napr.
| =1 pro neelektrolyty,

« ¢= molarni koncentrace (mol L)

« R=molarni plynova konstanta (8,31441 J mol-! K1)

« T=termodynamicka teplota (K)



Osmolarni koncentrace

Osmometrie je technika k méreni
koncentrace rozpustenych castic v roztoku,
tzv. osmolarni koncentrace:

« Osmolarita (mol . I-', osmol . I)

 Osmolalita (mol-kg ' nebo osmol-kg -)



Osmolalita

 Osmolalita je stejna jako molalita (mol-kg ) u
neelektrolyti nebo vyssi u elektrolytu, {j. latek
disociujicich, nez molalita téhoz roztoku.

* Napr. 1M roztok glukozy a 1M roztok NaCl maji stejnou
molalitu, tj. 1 mol/kg. Molekula glukozy nedisociuje, proto
je osmolalita tohoto roztoku rovna 1 osmol/kg. Roztok
NaCl disociuje tak, ze z jedné molekuly NaCl vzniknou
dva ionty (Na+, Cl-), z nichz oba jsou osmoticky aktivni,
proto osmolalita tohoto roztoku je 2 osmol/kg.
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http://www.wikiskripta.eu/index.php/Molalita

Osmolalita

 Osmol = mol osmoticky aktivnich latek.
Osmolalita vyjadrena v mmol/kg rozpoustédla je
z termodynamickeho hlediska presngjsi, protoze
koncentrace roztoku vztazena na vahu
rozpoustedla neni zavisla na teplote.

« U silné narfedénych vodnich roztoku se hodnota
osmolarity a osmolality témer nelisi, protoze 1
| vody se priblizné rovna 1 kg vody a mnozstvi
rozpustenych latek je mozné zanedbat.



http://www.wikiskripta.eu/index.php/Osmolalita

Mereni osmotického tlaku

V laboratori se pouziva neprimé mereni
osmotického tlaku.

Vychazi se z mereni tech vlastnosti roztoku -
koligativni vlastnosti, které se meéni v zavislosti
na zmene osmolality.

Pristroje pro meéreni osmolality se nazyvaji
osmometry.

Nejvice pouzivana metoda k mereni osmolarni

koncentrace je metoda zalozena na méreni
snizeni bodu tuhnuti - kryoskopie.



Kryoskopie

Osmometry zalozeneé na kryoskopickem
principu vyuzivaji snizeni teploty tuhnuti
roztoku v zavislosti na koncentraci castic
v roztoku.

* 1mol roztok glukoézy rozpusteny v 1kg
vody ma bod tuhnuti snizen o -1,858 °C.



Kryoskopie

Kryoskopicky osmometr musi byt vybaven
velmi citlivym teplomerem, protoze snizeni
teploty tuhnuti je velmi male.

* 1 mmol latky rozpusteny v 1 kg vody,
shizi bod tuhnuti o - 0,001858 °C.



Prubéh kryoskopického meéreni

. Vzorek se nejprve velmi rychle termoelektricky ochladi
nékolik stupriu pod bod tuhnuti.

. Poté se mechanicky indukuje zaCatek krystalizace.

.V tomto bode se pri krystalizaci uvolnuje skupenskeé
teplo tuhnuti — dojde ke zvyseni teploty presné na
teplotu tuhnuti.

. Teplota tuhnuti je stejna po dobu, kdy se uvolnuje
skupenske teplo tuhnuti rozpoustédla - ,faze platau®.

. Teprve pak pokracuje ochlazovani mrznouciho roztoku.

. Pokles bodu tuhnuti roztoku (vzorku) proti bodu tuhnuti
rozpoustedla (vody) je pfimo umérny osmolalité.



Kryoskopicka teplotni krivka

mereny rozrtok

snizeni hodu
tuhnuti

dukce krystalizace




Kryoskopie

Jednotlivé pristroje se liSi zpusobem, jakym
vyvolavaji zacatek krystalizace
podchlazeneého mereneho vzorku:

» kratkodoba vibrace kovovéeho dratku
» poklep kladivka na stenu merici nadobky
* ucCinek ultrazvukovych vin.



Ebulioskopie

* sleduje snizeni tenze vodnich par nad
roztokem, zvyseni bodu varu =
ebulioskopicky efekt - v zavislosti na
koncentraci osmoticky aktivnich castic v roztoku.

« Jeden mol jakykoliv Castic rozpustenych
v jednom kg vody zpusobi zvyseni teploty varu
(ebulioskopicky efekt) o + 0,52 °C a snizeni
tenze vodnich par rozpoustedla nad
roztokem o -39,9 Pa (-0,3 mmHg).



Ebulioskopie

Osmoticky aktivni Castice v roztoku snizuji
proporcionalne tenzi vodnich par, coz vede ke snizeni
rosneho bodu.

Rosny bod je teplota, pfi které je vzduch maximalné
nasycen vodnimi parami, pokud teplota klesne pod
teplotu rosného bodu, nastava kondenzace vodnich par.

Strmost poklesu rosného bodu je 0,303 °C na osmol/kg,
tento pokles je velmi nizky a vyzadUJe VysSi rozliseni pri
mereni teploty (0,0003°C) stejne jako mereni zvyseni
teploty varu (ebulioskopie- zvySeni bodu varu bodu varu
o +0,52 °C na 1 osmol/kg).

Pri mérfeni interferuje pritomnost alkoholu a jinych
tekavych latek.



Stanoveni osmolality v biologickém
materialu

NejCastéji pouzivana metoda v biologickych
tekutinach (plazme, séru, moci) je zalozena na
mereni snizeni bodu tuhnuti - kryoskopie.

Lidska plazma vykazuje snizeni bodu
tuhnuti v rozmezi 0,54 * 0,014 °C (0,512 —
0,568 °C).

Pokud 1 mol osmoticky aktivnich Castic snizi
teplotu tuhnuti o -1,858 °C, pak snizeni o -0,54
°C predstavuje hodnotu osmolality 0,54/1,858=
0,2906 mol/kg= 290,6 mmol/I.

Stejneho vypocCtu pouzivaji osmometry zalozene
na ebulioskopickem principu.



Osmolalita séra (plazmy)

* Osmolalita charakterizuje osmotickou kapacitu
tekutiny, schopnost pusobit osmotickym
tlakem na semipermeabilni membranu.

* Osmolalita plazmy se za fyziologickych
podminek pohybuje v rozmezi 285 = 10 mmol/kg
a je velmi prisne regulovana pomoci
osmoreceptort v mezimozku, které reguluji
sekreci adiuretinu (ADH), jez oinvﬁuje zpetnou
resorpci vody v distalnim tubulu ledvin.

« Systémy ridici prijem a vydej vody zajistuji
nejen konstantni objem celkove télesne vody,
ale i konstantni osmolalitu.



Osmolalita séra (plazmy)

 nemame-li k dispozici osmometr, Ize
k odhadu osmolality pouzit vypocet.

* Nejvice rozsirena je rovnice:

Osmolalita séra (vypocitana) = 2(Na*+ K*) urea + gluko6za



Osmolalita séra (plazmy)

 Na+, urea, glukéza jsou plazmaticke
koncentrace v mmol/l.

* Ve vzorci se pocita s hlavnim extracelularnim
kationtem (Na+), koeficient 2 zapocitava i
odpovidajici anionty.

* Urea a glukoza jsou jediné z bézne merenych

slozek plazmy, které mohou zvlaste za O w ~
. . . Nay

patologickych stavu dosahnout koncentrace g, ~ « 3

vyznamne ovlivaujici osmolalitu. @
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Osmolalni okno (osmolal gap)

Je rozdil mezi merenou a vypocitanou osmolalitou.

Odhadovana osmolalita podle uvedené rovnice odpovida
osmolalite merene, pokud se v plazme nesvyskytuji
patologické latky zvySujici osmolalitu

Obe hodnoty se bezne shoduiji, resp. lisi pouze v
intervalu do 5, maximalne 10 mmol/kg vody.

Porovnani vypocCtu s merenim je uziteCcne tam, kde je
podezreni na pritomnost latek o malé molekule, s nimiz
vypocet nepocita. Napr. 1 g etanolu (tedy 1 promile
alkoholu) v plazme zvysi namérenou osmolalitu o cca 23
mmol/kg vody.
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Patologicka Potencialni letalni Osmolalni okno
latka koncentrace (mg/l) (mmol/ kg
vody)
etanol 3500 81
etyléter 1800 70
Izopropanol 3400 60
metanol 800 27
ethylenglykol 210 3,4




Osmolalni okno (osmolal gap)

» Dalsim stavem, kdy neodpovida
vypoctena osmolalita merené osmolalite,
je extremne vysoka plazmaticka
koncentrace bilkovin nebo lipidu.

* V techto pripadech se meni podil vody
v plazme a vypocet, ktery pocita
s koncentraci latek na 1 | plazmy, nemuze
odpovidat zmerene hodnote, ktera se
vztahuje na 1 kg vody.



Osmolalita moce

Osmolalita mocCe se pohybuje u dospeléeho
Cloveéka v rozmezi 250 — 1200 mmol/kg pri
maximalnim koncentracnim usili zdravych
ledvin.

Na osmolalite mocCe maji hlavni podil kationty —
Na*, K*, NH,* a urea.

Koncentracni schopnost ledvin je mensi u
kojencu

postupne snizovani osmolality je fyziologickeé i
vlivem starnuti.



Diagnosticky vyznam stanoveni
osmolality

Osmolalita sera (plazmy)
O osmolalité séra (plazmy) rozhoduje predevsSim Na* a
odpovidajici anionty, dale urea, glukéza a v malé mire
bilkoviny.
 Podil urey se stava vyznamnejsim az s jeji retenci

VvV organizmu,

* podil glukozy roste u dekompenzovaneho diabetika nebo
pri intoleranci glukozy u kriticky nemocnych.

* Podil bilkovin, tzv. koloidne osmoticky tlak, je vyznamny
pro udrzeni Clrku|UJICICh tekutin v cévnim Fecisti.

Pri patologicky zvysenych hodnotach osmolality hovorime
o hyperosmolalite a naopak pri snizenych hodnotach
osmolality jde o stav, ktery se nazyva hypoosmolalita.



Hyperosmolalita ( > 300 mOsm)

* Pricina: ztrata prosté vody, akutni katabolizmus,
diabetické kobma, popaleniny, Casto selhani ledvin, tézké
sepse, akutni intoxikace latkami o malé molekule
(ethylenglykol) nebo tonuti ve slané vode.

* Kilinické projevy: stavy od mirnych neuropsychickych
poruch spojenych s nespecifickymi motorickymi
symptomy az k deliriu a nakonec komatu. Vyvoj
hyperosmolalniho stavu provazeji zmatenost a
halucinace, ktere jsou nekdy u starsich lidi mylne
povazovany za projevy sklerozy mozkovych cev. Typicka
je zizen a bolesti hlavy.

* Prilecbe je nutné sledovat rychlost zmeny osmolality —
je-li pokles osmolality vétsi nez 2-4 mmol/l za hodinu,
hrozi nasavani vody do CNS a rozvoj edému mozku.



Hypoosmolalita ( < 270 mOsm)

* Pric¢ina: metabolicka odpoved na trauma,
nadbytek celkove vody, chronicky
katabolizmus, tonuti ve sladke vode,
neprimerena sekrece ADH.

* Klinické projevy: slabost, nevolnost,
apatie a opét bolesti hlavy. Vznika difuzni
edem mozku, bilkovina v mozkomisnim
moku je snizena pod 0,1 g/l




Osmolalita moce

« Stanoveni osmolality moCe ma
diagnosticky vyznam u onemochneni
ledvin.

* Podle hodnoty osmolality moce se
posuzuje koncentracni schopnost ledvin.

* Porucha koncentracni schopnosti ledvin
patri kK prvnim znamkam onemocneéni
ledvin.



Technicka reseni vyrobcu - nejvice
pouzivané kryoskopické osmometry

* Osmometr Arkray OM 6050 a OM 6060
vyrobce ARKRAY Inc. (Japonsko)

 Osmometr Fiske 210 (vyrobce: Advanced
Instrument, USA)




Osmometr Arkray

* Tento pristroj je plne automatizovany, je
vybaven podavacem vzorku, ma
integrovanou termotiskarnu a cteCku
caroveho kodu. Potrebny objem vzorku
pro mereni je 200 ul, Cas mereni je 2 - 3
minuty. Rozsah mereni je 0-2500

mOsm/kg, presnost mereni udava vyrobce
<1% (CV).



Osmometr Arkray

_|__ - - Detektor (Detector)

Pribéh méreni: |

, v -i Chladici desk
Tryska natahne vzorek a posle ho —— | (Coolifiy Base)
do mérici Cely_ (Measurement Cell) P
Thermo-module 2 je aktivovan a g S
postupné ochlazuje teplotni modul | LE 2 e
(Thermo module 1 a 3). To R
zpusobuje superchlazeni: vzorek Tepalsy SRk o ﬂ
v merici cele je jeste kapalny (iR - Teplotni modul
v bodé tuhnuti (tani). U : Rt
Thermo modul 3 je aktivovan
k chlazeni chladiciho \ /

bloku(Cryogenic Cooling Blocku),
dokud teplota nepoklesne pod
teplotu tuhnuti.

Teplotni modul

Indukce krystalizace se provadi . * “ (Thermo module3)
ucinkem ultrazvukovych vin. . Chladici blok
Vzorek v bloku tuhne (zmrzne).  ©¥osenic Cooling Block)

* vzorek



Osmometr Arkray

* Provede se méreni teploty - i i D biton o dhom
pokles bodu tuhnuti roztoku | sy
(vzorku) proti bodu tuhnuti Msicf cela | 4 (Cooling Base)
rozp’(’)uété’dla" (VQdY), kteryvje (Measurement Celrl-)“
je pfimo umerny osmolalite. § R

« Na Thermo-moduly 1a 3 je M M - (Ihermomniodulsl)
aplikovan opacny proud Tepelny blok w1
k zahati tepelného bloku ( rahete BN BN
Heat Blocku) a chladiciho | (Therme module2)
bloku (Cryogenic Cooling
Blocku). \ "/

« Vzorek roztaje do sveho
puvodniho kapalného stavu.
Tryska prenese vzorek i
z mé&fici cely do odpadni —f | gy M
nadobky Chladici blok

*vzorek

Cryogenic Cooling Block)




Osmometr Fiske

« Jedna se o jednovzorkovy pristroj vhodny
pro male laboratore. Potrebny objem
vzorku pro méreni je 20 ul, Cas méreni je
90 vterin. Rozsah meéreni je 0-2000

mOsm/kg, presnost mereni udava vyrobce
<1% (CV).



Osmometr Fiske

Pribéh méreni:

* Vzorek je davkovan specialni pipetou, ktera davkuje a
umistuje vzorek do méfici komurky a zaroven aktivuje
spoustéci spinaC chladici komurky.

« Teplota v chladici komurce je udrzovana pomoci modulu
s termoelektrickymi Clanky.

* Pro indukci krystalizace pouziva poklep kladivka na
chladici komurku. D

« dynamické zmeny teploty vzorku se automaticky meri
pomoci termistoru a hodnoty se zobrazuji na displeji.



Dekuji za pozornost



