Katedra laboratornich metod Bakalafské studium — Laboratorni diagnostika ve zdravotnictvi
LF MU Klinicka biochemie — cvi€eni

Praktické cvi€eni €.1 datum: jméno:

Okruhy k nastudovani a dotazy:
1) Prectéte si protokol a ptilozeny piibalovy letdk
2) Zopakujte si zaklady spektrofotometrie véetné slozeni spektrofotometru.
3) Osvézte si zdklady vazeni, rozpousténi, pipetovani a k tomu potiebné vypocty.
4) Jaky je rozdil mezi kalibra¢ni a absorp¢ni kiivkou?
5) Z absorbance které latky vyhodnocujeme v tomto stanoveni koncentraci glukozy?
6) Jaky je rozdil mezi viditelnou a komplementarni barvou? Jakou vinovou délku
absorp¢éniho maxima (pfiblizn€) bude mit Cervené se jevici roztok?

Téma praktika:
1a) Absorpcni spektrum barevného produktu reakce (glukéza)
Stanoveni absorpéniho maxima

Pristroje a pomlicky:

Spektrofotometr DU — 65 Spectrophotometr Beckman/ Spekol

Stojanky, zkumavky, mikropipety, davkovace, $picky, standardni roztok glukézy,
souprava Glukosa GOD-PAP, Roche Diagnostic

Ukoly:
Ze standard(l 5 a 10 mmol Glu/l pfipravte vzorky pro analyzu o objemu kolem 0,5 ml a
koncentracich 2,5 5,0 10,0 mmol/l.

1) Zpracujte blank a nafedéné vzorky tak, Zze smichate 20 pl jednotlivych standard( (pro blank 20 ul
vody) a 2,00 ml &inidla ze soupravy. Reakéni smés nechejte inkubovat 10 min

2) Manualni proméfeni absorp&niho spektra a stanoveni absorpéniho maxima: u jednotlivych vzorki
proméfte absorp&ni spektrum po 20 nm v rozmezi vinovych délek 410 — 660 nm (kazda skupina
zméfi jeden vzorek a vysledky poskytne kolegiim).

3) Vysledky méfeni zaznamenejte do tabulky. Sestrojte graf (absorp¢ni spektrum) a z grafu stanovte
absorp&ni maximum produktu stanoveni glukozy.

L (nm) | A (proc=2,5 mmolll) A(nm) [A(proc=5,0mmol/l) | A (nm) |A (pro c=10 mmol/l)
410 410 410
450 450 450
480 480 480
490 490 490
500 500 500
510 510 510
520 520 520
560 560 560
600 600 600
660 660 660

4) Provedte plné automatické proméfeni absorpéniho spektra v daném rozmezi vinovych délek
pomoci funkce Scan, vytisknéte graf absorp&niho spektra a vysledky manualniho i automatického
méfeni porovnejte.

Zaveér:




Praktické cvi€eni ¢.1b  datum: jméno:

1b) Téma praktika:
Vliv vinové délky na méfici rozsah

Pristroje a pomlcky:

Spektrofotometr CARY 3E, Varian

Stojanky, zkumavky, mikropipety, davkovace, $picky

souprava Glukosa GOD-PAP, Roche Diagnostic, glukosa k pfipravé standardniho roztoku

Ukoly:

1) PfFipravte 200 ml roztoku glukézy o ¢=50,0 mmol/l, M (glu) =180,16

2) Pripravte kalibracni standardy o objemu 0,5 ml a koncentracich 2,5 5,0 7,5 10,0 15,0 20,0 30,0
50,0 mmol/l fedénim standardniho roztoku glukézy o ¢ = 50,0 mmol/l

Tabulka redéni:

Standard ¢&. 1 2 3 4 5 6 7 8

¢ (mmol/l) 2,5 5,0 7,5 10,0 15,0 20,0 30,0 50,0
st.r.50 (ml)

Dest.H,O(ml)

3) Soucasné zpracujte blank a nafedéné standardy tak, ze smichate 20 ul standardniho roztoku (do
blanku 20 pl destilované vody) a 2,00 ml Cinidla ze soupravy. Reakéni smés nechejte inkubovat 10
minut bez pfistupu pfimého slune¢niho svétla.

4) Meéfeni provedte pfi vinovych délkach 380, 500 a 600 nm proti blanku.

5) Vysledky méfeni zaznamenejte do tabulky.

Standard A X410 nm Standard A 2500 nm Standard A X600 nm
[mmol/l] [mmol/l] [mmol/l]
0 0 0

2,5 25 2,5

5,0 5,0 5,0

7,5 7,5 7,5
10,0 10,0 10,0
15,0 15,0 15,0
20,0 20,0 20,0
30,0 30,0 30,0
50,0 50,0 50,0

6) Na milimetrovém papiru sestrojte kalibraéni graf s jednotlivymi kalibranimi kfivkami a urCete pfi
které vinové délce ma metoda nejvyssi citlivost a ktera vinova délka je nejvhodnéjsi pro méfeni.
Zduvodnéte a srovnejte s hodnotou vinové délky, pfi které probiha méfeni dle pfibalového letaku
této metody.

7) Zavér:




