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Zptisob kompenzace nelinearity pti stanoveni bilkovin biuretovou reakcd

Vyndlez Feit odstranéni nelinearity
pPi stanoveni bilkovin biuretovou reakct
na dvoucestnych automatickych analyzaétorech,
P#i stanoveni bilkovin na automatickych
analyzétorech proud{ hlavni vi&tvi biure-
tové ¢inidlo a vedlejdi vétvi alkalicky
roztok &inidla pro slepé stanoveni,kferé
se vyznaltuje tim, 2e obsahuje 1-5Xhmotovych
konplexhé vizanych jontl dvojmocné médi,
vitateno na celkové mnoistvi jontd dvoj;
mocné médi,obsatenych v zékladnim biure-
tovém Einidle, o

Vyndlez mUZe byti vyulit pifi analy-
tickych stanovenich na automatickych
analyzétorech v Lékakstvi, farmaceutickém
primyslu, analytické chemii a biologii.
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Vyndlez se tykéd zplUsobu kompenzace nelinearity pFi stanoveni bilkovin biuretovou
reakci a to zejména pFi aplikaci metody pa automatickém analyzétoru,

V soulasné dob& jsou v $irokém oboru rozvinuty automatizované analytickeé postupy.
Jednou z takovych metod je stanovend bilkoyin biuretovou reakci.Jeji princip spoliva
v interakci ionty médi s bilkovinou v alkalickém prosttedi za tvorby fialové zbarveného
komplexu.S pouZitim peristaltické pumpy probihé v automatickém analyzatoru reakce
kontinudlné v hadicovém systému a zapisoval kresli kFivky, kde vzdalenost vrcholu od
zékladny urtuje obsah bilkoviny ve vzorku.Spektrofotometr analyzétoru je dvoupaprskovy
a spoleln& s nadvaznou analytickou jednotkou je dvoucestny.V hlavani vé&tvi pfistroje
proudi biuretové &inidlo,obsahujici ionty médi a ve vedlej$i vétvi &inidlo pro slepé
stanoventi,které kompenzuje nespecifické absorbance,zplsobené pFitomnosti barviv,napfiklad
hemu,nebo réznych zdkalt ve vzorku.Do obou vétvi se soufasnt automaticky nasdvaji jednak
roztoky zkouSenych vzorkd,jednak samotné rozpouitédlo,kterym byvad voda nebo fysiologicky
roztok.Rozpoustédlo pFi tomto kontinuadlnim zplsobu totii oddéluje v hadicovém systému
navzdjem jednotlivé vaotky.Také pred vliastnim zapoletim analysy se do pitistroje naséavd
pouze rozpoudtédlo a v této fazi se na zapisovali pFistroje kompenzuje nastavenim baze
modré zbarveni viastniho biuretového &inidla.Potet modifikaci ve sloZeni biuretového
¢inidla,pouivanych v praxi,je znadhy.Aviak v zédsad¥® je to vidy alkalicky komplex
midnatych jontG.v¥echny modifikace maji pli kvantitativnim prGbéhu biuretové reakce jeden
24sadni nedostatek a to nelinearitu mezi skuteinym obsahem bilkoviny a piisludnou
absorbanci,pfi pou2iti automatického analyzédtoru indikovanou na zapisovali vy8kou vrcholu
krivky.Je to zadkonity jev a md jednoduché vysvétieni.Jak jiZ bylo Peleno,pFfed analyzou
viastnich vzorkd se nasdvé do obou vétvi analyzétoru pouze rozpoudtédlo.V hiavni vétvi
proudi modry roztok biuretového ¢inidla,ve vedlej3i vétvi bezbarvy roztok ¢inidla pro
slepé stanoveni, Modré zbarveni biuretového tinidla se kompenzuje na zapisovali nastavenim
bdze a to v konstantni hodnoté pro viechny ndsledn& analyzované vzorky bez z¥etele ne to,
jakou maji koncentraci bilkovin.To neni teoreticky spravné,ale technicky to nelze bez
slofité regulaint elektroniky jinak provést.Toti2 t&st modrého zbarveni biuretového
tinidla se spottebuje na tvorbu siln&jdiho komplexu fialového bilkovina-méd a spravné by se
tedy -ila kompenzovat pouze absorbance zbyvajiciho modrého zbarveni.Tato zbyvajici
absorbance by mé&la byti tim nidi,&im vy3#t1 je obsah bilkoviny_verzkouienél vzorku.

Ve skuteinosti se kompenzuje plné hodnota absorbance modrého zbarveni biuretového
tinidla a proto se u vzork( s vy¥Sim obsahem bilkoviny ziskdvaji relativné niZ3i vrcholy
prisludnych kFivek a vzadjemné zdvislosti jsou nelinedrni.Nékteré automatizované pracovni
postupy tohoto oboru kompenzuji nelinearitu na ptiklad vyuiitim thermodynamiky
rovnovéinych stavli a nechévaji reakci probéhnout pouze do stledni féze a v té amdft
absorbanci.Nevyhodou je, e zpﬁs;b,ztvi:li na teploté a metoda je vhodna pro roztoky bilkovin
v koncentrainim rozsahu jednoho Fadu a to 1}&1 10%.

Uvedené nedostatky odstranuje zplsob kompenzace nelinearity pti stanovent bilkovin
biuretovou reakci na dvoucestném automatickém analyzdtoru,jehol podstatou je, %e Einidlo

pro slepé stanoveni,proudici ve vedlejdi vétvi,obsahuje 1 a% 5% hmotovych,s vyhodou
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3% hmotovych komplexn& vazanych iontd dvojmocné médi,vztaieno na celkové mnoistvi
komplexnd vdzanych jontl dvojmocné médi,obsaZenych v zdkladnim biuretovém tinidle,
proudicim v hlavni vEtvi a absorbance zbarveni komplexu md#dnatych iontl s bilkovinou
se odelits od absorbance vliastni biuretové reakce a v zdvislosti na zjildtdné koncentraci
bilkoviny se kompenzuje nelinearita mé&fené absorbance.

Vyhodou tohoto zplsobu je jeho jednoduchost,zanedbatelns zévislost na teplotéd
a moinost ppuliti takového pracovaiho schematu,které umoiuje anuly:ovaf roztoky bilkovin
v rozmezi vice neZ dvou P‘dﬂ,prakticky 0,1 al 22X%.

Ptiklad provedeni vyndlezu:

Sloteni &inidel:

V 1000 mL vody se rozpusti: Biuretové Cinidlo inidlo pro slepé stanovent
Siran médnaty-pentahydrat 8,0 g 0,27 g
" Vinan sodnodraselny-tetrahydrat 24,0 g 6,0 g

dvojsodné sil kyseliny ethylen~

diaminotetraoctové~dihydrét S,0 g 5,0 ¢
Hydroxyd draselny 32,0 g 32,0 g
Jodid draselny 5,0 g 5,0 g
smétedlo 2-ethylhexylsiran sodny 1,0 ml 1,0 ml

srovnant visbldkﬂ,ziskan?éh pti pouliti tinidla pro vedlejii slepé stanoveni podle
vyndlezu a &inidla bez vyuliti vyndlezu,

Bylo analyzovéno telect sérum a tidsky albumin v plvodni koncentraci a soulasné po
zledént na polovinu a &tvrtinu plvodniho obsahu bilkovin.V tabulce jsou uvedeny v?lk}l
vrcholy ziskanych kFfivek a z nich vypoltené obsahy bilkovin vietnd plislulnych
absolutﬁich chyb.Pfi vypodétu byla u kaidé skupiny vzata pro nézornost nejniidi &tvertinovd

hodnota jako standart.

Vzorek Skutelny inidlo podle vyndlezu Cinidlo bez vyuliti vynhlezu
obsah Vyika vrcholu Vypolteny Absol.chyba Vydka Vypolteny Absol.chyba
bilkovin ktivky obsah bilkovin vrcholu obsah b4 lk.

X an L % an X %

Telest 7,52 83,6 7,92 0 81,5 7,13 -0,39

sérum 3,76 41,8 3,76 0 42,0 3,67 -0,09

1,88 20,9 1,88 - 21,5 1,88 -

Lidsky 19,48 78,5 © 19,50 +0,02 93,1 19,13 . =0,35

sltbumin o 24 39,2 9,74 0 47,0 9,66 ~0,08

4,87 19,6 4,87 - 23,7 4,87 -
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PREDMET VYNALEZU.

Zptsob kompenzace nelinearity pki stanoveni bilkovin biuretovou reakci na
dvoucestném automatickém analyzdtoru,pti kterém hlavni viEtvi tohoto anlyzatoru proudi
biuretové Einidlo a vedlejii vltvi‘.lkalick} roztok &inidla pro slepé stanoveni,
vyznateny tim,2e tinidlo pro slepé stanoveni,proudici vedlej¥i vétvi,obsahuje 1 a% 5%
hmotovych,napfiklad 3X hmotové komplexné vadzanych iontd dvojmocné m&di,obsalenych
v zékladnim biuretovém Einidle,prodicim v hlavni vétvi a absorbance zbarveni komplexu
médnatych iontd s bilkovinou se odelitd od absorbance viastni biuretové reakce
a v zdvislosti na zjilttn‘ koncentraci bilkoviny se kompenzuje nglinearita adélené

absorbance.
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