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Metody vypoctu neznamé koncentrace aneb spektrofotometrie v praxi

Predstaveni kapitoly

V této kapitole se zamérime na zpUsoby, jakymi lze z experimentalnich dat uréit nezndmou
koncentraci latky. V praktickém cviceni si tyto postupy vyzkousite na pfikladu spektrofotometrie, kdy z
nameérené absorbance odvodite koncentraci vzorku. Principy vypoctu jsou vSak obecné pouzitelné i u
dalSich analytickych metod a tvofi zakladni dovednost v laboratorni praci.
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1 Uvod do tématu

V laboratofi se ¢asto setkame se situaci, kdy potifebujeme zjistit koncentraci nezndmé latky v
roztoku. Obvykle sledujeme néjakou fyzikalné-chemickou vlastnost, kterd se méni v zavislosti na
koncentraci. Tou muiZe byt napfiklad intenzita absorbovaného svétla, elektricky potencial nebo
migracni doba v chromatografii.

Jednou z nejcastéjSich a nejdostupnéjSich metod je spektrofotometrie, ktera méfi, jak latka
pohlcuje svétlo o urcité vinové délce. Z absorbance lze nasledné — pomoci matematickych vztahd —
vypocitat koncentraci. Klicovym zdkonem je Lambertliv-Beertiv zakon, ktery popisuje linedrni vztah
mezi absorbanci a koncentraci ve zfedénych roztocich.

Vice o spektrofotometrii a optickych metodach se doctete v sekci
,»Optické metody — Spektrofotometrie”

Existuje vice zpUsobl, jak z absorbance urcit koncentraci. Metoda kalibracni kfivky patfi k
nejpresnéjSim, protoze vyuziva srovnani se sérii standardl o zndmych koncentracich. Metoda
standardniho vzorku je rychlejsi a jednodussi, protoZe pracuje pouze s jednim znamym standardem,
ale na druhou stranu je méné presna.
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2 Metody vypoctu neznamé koncentrace (Spektrofotometrie)

V rdmci praktickych cviceni ze spektrofotometrie budete zjistovat nezndmou koncentraci latky
v roztoku/ve vzorku. Nékteré postupy si ukazeme v nasledujicich kapitolach.

2.1 Metoda kalibracni krivky

Tato metoda zahrnuje vytvoreni kfivky na zakladé absorbance fady standardnich vzork( o znamé
koncentraci. Pfi méfeni standardnich vzork( je tfeba ovéfit platnost Lambertova-Beerova zdkona, ktery
predpoklada linedrni vztah mezi absorbanci a koncentraci vzorkl (proto se body prokladaji krivkou).
Ziskané hodnoty jsou vyneseny do grafu, pfiéemz na osu x se vynasi koncentrace a na osu y absorbance.

Linedrni rovnice kalibraéni k¥ivky: N
A Kalibracni krivka

y=a.x+b
. absorbance (vynesend na vertikdlni ose)

. koncentrace (vynesend na horizontdlIni ose)

Absorbance

.. Smérnice pfimky

T Q@ x ¥

.. prusecik s osou y - hodnota absorbance, kdyZ je koncentrace

analytu nulovad >

X
Koncentrace

Poznamka: Vytvorend kalibracni kiivka nemusi vZdy prochdzet nulou na ose X nebo Y.

INENN
11

Linearita kalibrac¢ni kfivky je casto hodnocena pomoci korelaéniho koeficientu,
reprezentovaného hodnotou R%. Hodnota R? bliZici se k 1 znamena silnou linedrni korelaci (jak je vidét
na modrém grafu). V praxi nemusi pfimka prochazet pfimo kazdym datovym bodem. Pro idedlni kfivku
plati, Ze rozloZeni datovych bodd na obou strandch pfimky by mélo byt rovnomérné a hodnota R? by
méla byt vyssi nez 0,9. Velky rozptyl vzorkid (viz oranzovy graf) mizZe naznacovat chyby pfi pfipravé
kalibra¢nich vzorkd (napriklad Spatna technika pipetovani).
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Priklady kalibracnich krivek: IdedlIni linedrni zdvislost zndzorriuje modry graf. Body v kalibracni Fadé
leZi na pfimce, hodnota R?=1, coZ? indikuje absolutni korelaci mezi koncentraci a absorbanci. V zeleném
grafu je hodnota R?=0,93, coZ ukazuje na silny pozitivni linedrni vztah mezi koncentraci a absorbanci, a
potvrzuje spolehlivost kalibraéni kfivky. V oranZovém grafu hodnota R?=0,65 znamend, Ze kfivka by
nemusela byt spolehlivym ndstrojem pro urceni koncentraci.
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PFi poutiti linedrni rovnice kalibra¢ni kfivky ndm znalost absorbance (y) nezndmého vzorku
umoznuje urcit jeho koncentraci (x). Existuji vSak potencialni uskali pfi urcovani koncentrace vzorku.

Pokud absorbance neznamého
vzorku presahne hodnotu
absorbance nejkoncentrovanéjsiho
standartniho  vzorku v kalibracni
kfivce, mGze lezet mimo linearni
zdvislost absorbanci. V takovych
pripadech je vhodné vzorek zfedit.

Na druhou stranu, pokud je

evvs

kalibracni rada

Cc; C»2 Cz; C4
VY

A A Ay A

neznamy vzorek

/ vhodny k méreni

neznamy vzorek
' nevhodny k méreni

neznamy vzorek
nevhodny k mérfeni

vzorku. V takovych situacich musime zvolit citlivéjSi analytickou metodu (vice viz.
vyukovy material ,,Optické analytické metody se zamérenim na spektrofotometrii®)

2.2 Metoda standardniho vzorku

Tato metoda je rychla a prakticka pro rutinni pouziti, avSsak méné presna nez prace s kompletni
kalibracni kfivkou, protoze predpokladd dokonalou linearitu signalu v daném rozsahu méreni. V klinické

biochemii je to jeden z hlavnich zplsobu zjistovani neznamé
koncentrace. Vedle vzorku o nezndmé koncentraci (cx) se
zpracuje i vzorek standardni (ci1) o znamé koncentraci.
Koncentrace nezndmého vzorku se vypocte z absorbanci

obou vzorkl a zndmé koncentrace:

(c1) : (A1) = (cx) : (Ax)

Koncentrace standardu je volena tak, aby byla ve stfedu kalibra¢ni ptimky (viz. obrazek).
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Otdzka: Zkuste se zamyslet jaké vyhody a nevyhody by mohlo mit stanoveni koncentrace
° pomoci kalibracni kfivky a pomoci standardniho vzorku?

Jaka je koncentrace Ildtky, pokud jsme namérili u naseho vzorku A=0,286 a nds standard md pfi
koncentraci c=5 mmol/l absorbanci A=0,3647?
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3 Spektrofotometrie v praxi

Prestoze spektrofotometrie je velmi presnd a spolehlivda metoda, i zde mohou nastat chyby. Ty
mohou vychdzet z nespravné kalibrace, nevhodného zachazeni se vzorkem nebo z pfitomnosti
interferenci ve vzorku. Proto je dileZité porozumét principlm spravného vyhodnoceni a moznym
zdrojam chyb méreni.

Kalibrace pfistroje:

Aby spektrofotometr poskytoval spravné hodnoty, je nutné jej pravidelné kalibrovat. Kalibrace
probiha pomoci standardnich roztokl o znamé koncentraci. Bez spravné kalibrace by vysledky mohly
vykazovat systematické chyby, vedouci k podhodnoceni ¢i nadhodnoceni koncentrace analytu.

Slepy vzorek (blank):

Soucasti kazdého spravného méreni je tzv. slepy vzorek (blank). Ten obsahuje vsechny slozky
reakéni smési kromé stanovovaného analytu. Slouzi k vynulovani absorbance rozpoustédla, pfitomnosti
kyvety nebo cinidel, takZze vysledkem je Cisty signal pochazejici pouze od méreného analytu. Pouziti
blanku tedy eliminuje vliv pozadi a ¢inidel na konecny vysledek.

Linedrni rozsah:

Lambert—Beer(v zdkon plati jen v urc¢itém intervalu koncentraci, kde je vztah mezi koncentraci latky
a absorbanci linedrni. Pti velmi nizkych koncentracich jsou hodnoty absorbance blizké nule a snadno se
ztraci presnost méreni. Naopak pti vysokych koncentracich mlze dojit k tomu, Ze prakticky Zadné svétlo
kyvetou neprojde a pfistroj jiz nedokaze spravné vyhodnotit absorbanci. Proto se za optimalni povazuje
interval 0,1-1,0 absorbance. U koncentrovanych vzorkl je nutné provést vhodné fedéni, aby méreni
spadalo do linearniho rozsahu.

Interference:

Vyznamnym zdrojem chyb mohou byt i rGzné interference, tedy vlivy latek, které absorbuji svétlo
na podobnych vinovych délkach nebo zplsobuji rozptyl paprsku. V tomto pfipadé je nutné pouzit
indikacni reakce.

Interference mohou byt zplisobeny:

¢ Hemolyza — uvolnéni hemoglobinu z ¢ervenych
krvinek vyrazné zvysuje absorbanci a mGze zkreslit
vysledky.

e lkterus — bilirubin pfitomny v séru pohlcuje svétlo v
UV/VIS oblasti a ovlivriuje vysledky rady
biochemickych vysetreni.

e Lipémie — vysoky obsah lipid( vede k zakalu séra a
rozptylu svétla, ¢imz se absorbance uméle
navysuje.

P

Sérum: normalni ikterické  chylézni

e Léky a metabolity — nékteré 1éCivé latky nebo jejich (Zdroj: https://www.vover.cz/odz/zdrav/189/
.y , v . . v/ v page09.html)
produkty maji vlastni absorpéni maxima, pfipadné
mohou reagovat s Cinidly, coZ vede k faleSnym
vysledklm.
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3.1 Vzorovy priklad vypoctu 1

Princip stanoveni glukdzy

V biochemii se pro stanoveni glukdzy Casto vyuziva enzymatickd reakce, pti niz vznika barevny
produkt. Nejcastéji jde o postup zaloZzeny na kombinaci enzymu:

1. Glukézaoxidaza katalyzuje pfeménu glukézy na glukonolakton za soucasné tvorby peroxidu
vodiku (HzOz)

2. Peroxidaza vyuzije H,0, k oxidaci chromogenni latky (napf. o-dianisidinu, ABTS nebo POD-
barviva), ¢imzZ vznikne barevny produkt.

Intenzita zbarveni (méfena spektrofotometrem) je pfimo Umérna mnozstvi glukdzy ve vzorku.
Postup
1. Ptiprava standardu
o Ptipravime roztok glukdzy o znamé koncentraci, napf. 5 mmol/I.
o Zméfime jeho absorbanci po provedeni enzymatické reakce (napf. pfi A = 505 nm).
2. MéFeni neznamého vzorku
o Stejnou reakci provedeme s vySetfovanym sérem.
o Zméfime absorbanci produktu.
3. Vypocet koncentrace

o Pokud pouzijeme pouze jeden standard, pouzijeme vztah:
] o
A Ay
kde ¢4, Aq jsou koncentrace a absorbance standardu, c;, A; pak hodnoty vzorku.

o Pokud mame celou kalibracni kfivku, ode¢teme koncentraci vzorku pfimo z
grafu (absorbance vs. koncentrace), nebo presnéji pomoci rovnice pfimky

Vzorovy vypocet:

e Standard glukdzy: ¢, =5 mmol/Il, absorbance A, = 0,364
e Vzorek pacienta: absorbance A, = 0,286

Dosadime do poméru:

5} g
0,364 0,286
5 x 0,286

g — ———— = 3. 93 mmol/1
0, 364 '
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Interpretace:

¢ Namérena koncentrace glukdzy = 3,9 mmol/I.
e Tato hodnota je pod fyziologickym rozmezim glukdzy v plazmé (cca 3,9-5,6 mmol/I nala¢no).

e Vysledek by mohl odpovidat hypoglykémii (nutno potvrdit klinickym kontextem).

3.2 Vzorovy priklad vypoctu 2
Princip stanoveni glukézy enzymové aktivity pomoci NADH/NAD* (Warburgtiv opticky

test)

V predchozi ¢asti jsme si ukdzali dvé zakladni cesty, jak stanovit neznamou koncentraci. Stejny

postup pouZijeme i u enzymU — jen s jednim rozdilem: misto jednorazové koncentrace nas zajima, jak
rychle se koncentrace méni. Tedy aplikujeme Lambert—Beeriv zakon dynamicky.

Princip stanoveni laktatdehydrogenazy (LDH)

Pyruvat se preméni LDH na laktat, kofaktorem je NADH:
) i LDH , .
Pyruvat + NADH + H —— L-laktat + NAD

e NADH absorbuje pfi 340 nm, NAD* nikoliv.
e Absorbance tedy postupné klesa.

e Pokud mame vytvorenou kalibracni kfivku pro NADH, dokazeme z poklesu absorbance v ¢ase
vypocitat rychlost Ubytku NADH. To je pfimo Umérné aktivité enzymu.

Priklad: Postup s vyuzitim kalibracni krivky:

1. Kalibrace (ovéreni linearity)
Ptipravime si fadu standardnich roztokd NADH o znamé koncentraci (napf. 0,05—0,5 mmol/I).

o Nameétime jejich absorbanci pfi 340 nm.

o Vykreslime kalibracni krivku (Absorbance vs. koncentrace).

o Zkontrolujeme linearitu (R? > 0,99).
2. Méfeni vzorku

o Do reakéni smési (pyruvat, pufr, NADH) pfiddame sérum pacienta obsahujici LDH.

o Sledujeme pokles absorbance v ¢ase (napt. kazdych 30 sekund po dobu 2—3 minut).
3. Vypocet koncentrace NADH

o Pro kazdou namérenou hodnotu absorbance najdeme odpovidajici koncentraci NADH
z kalibracni krivky.

o Ziskame tabulku: ¢as (min) vs. koncentrace NADH (mmol/I).
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Shrnuti

Cilem kapitoly je ukazat, jak z méfitelného signalu (napriklad absorbance) dopocitat neznamou
koncentraci. V praxi pouzivame dvé cesty: kalibraéni kfivku (nejpresné;jsi, zaloZzenou na sérii standard()
nebo porovndni s jednim standardem (rychlé, ale méné presné a spolehlivé jen v ovéfeném linedrnim
intervalu). Spolehlivost méreni stoji na spravné kalibraci pfistroje, pouziti blanku, praci v linedrnim
rozsahu (typicky A = 0,1-1,0) a kontrole interferenci (hemolyza, ikterus, lipémie, l1éky). Principy nejsou
omezené jen na spektrofotometrii, ale plati pro jakoukoli metodu se signdlem iamérnym koncentraci.

Kontrolni otazky
1. Jak zni LambertQv-Beerlv zdkon a co vyjadfuji jeho jednotlivé ¢leny?
2. Jaky je rozdil mezi kalibracni kfivkou a metodou standardniho vzorku?
3. Jak se vyhodnocuje linearita kalibra¢ni kfivky?
4. Proc je nutné nékdy nezndmy vzorek pre stanovenim redit?
5. Jaké vyhody a nevyhody ma metoda standardniho vzorku?
6. Jaké faktory mohou vést k poruseni Lambertova-Beerova zdkona?

7. Jaké aplikace Lambert-Beerova zakona najdeme v klinické praxi?
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