STANOVENI IONT U V BIOLOGICKYCH TEKUTINACH

Anorganické latky se vyskytuji v organismutizném mnoZstvi a sloZzeni. Najdeme
je v tkanich a v biologickych tekutinach. Jejictast na iiznych funkcich organismu je
velmi pestra, icemz rekteré z nich jsou bezprdetire nutné pro zachovani zivota. Velmi
Uzky vztah je mezi mineralnimi latkami, metabolismeody a kostni tkan krvetvorbou,
permeabilitou buénych membran, elektrickymi potencialy, nervosvalowdrazdivosti,
acidobézickou rovnovahou apod.

Na rozdil od metabolismu jinych latek (fapnetabolismu glukosy), anorganické
latky v organismu nevznikaji ani nezanikaji. Do amggmu se musi dostavat potravou.
Pomoci slozitych regutaich mechanisin se udrZzuje rovnovaha sloZeni minérdak
v tkanich, tak i v biologickych tekutindch. Protomwoha pipadech nestad jen znat
aktualni koncentraci mineralnich latek v krvi, alejejich ztraty z organismu. Prév
vylu¢ovanim mineralnich latek z organismu se regulujenogaha jejich slozeni. iP
stanoveni koncentrace anorganickych latek v kniiag€asto stanovuje nejen koncentrace
v krvi, ale i v odpadu — v nin

SODIK A DRASLIK

Sodik a draslik jsou hlavni kationtylriich tekutin. Sodik je dominantni
extracelularni (mimobuigny) a draslik intracelularni (nitrob&mny) iont. Ve svych
funkénich prostorech se podileji na udrzovani osmotickétku, acidobazické rovnovahy,
nervosvalové drazdivosti a v menSiteni na dalSich metabolickych funkcich. BeejEji se
oba kationty stanovuji spales pii podezeni na poruchy vnihiho prostedi a pi jejich
Upraw. Vzhledem Kk jejich rozdilné koncentraci v extrat@tni a intracelularni tekuine
velmi dilezity spravny odér krve. Sodik a draslik se stanovuje plamenovoonfetrii
nebo ionto¥ selektivnimi elektrodami.

Referentni hodnoty:
Na:vséru 135-145 mmolf
K v séru 3,8-5,1 mmol I
Kdo15let 3,6-5,5 mmol.t
do 1 roku 4,0-6,2 mmol.t




CHLORIDY
Chloridy jsou hlavnim aniontem biologickych tekutihcelkového mnoZstvi je jich
asi 80 % obsazeno v mimohigné tekutir. Jejich gijem je zabezp®n potravou ve forgn
NaCl, picemz tSina se jich vyloti ledvinami. Za ufitych okolnosti (teplota okolniho
prostedi, vlhkost, zvySenéa¢lesna teplota) dochazi k zavaznym ztratam pocenim a
zvracenim. Chloridy v organismu udrZuji osmotick@kt a podileji se na regulaci
acidobazické rovnovahy. Chloridy se stanovuji ete#tiemicky, fotometricky nebo

volumetricky.

Referenéni hodnoty:

Vv Séru: 97-108 mmol 1
VvV Maodi: 120-250 mmol/den

Klinicky vyznam:

ZvysSena koncentrace v sérthyperchloridemie je zpisobena snizenym
vylu¢ovanim chlorid mai pii selhani ledvin, nadénmnym privodem chlorid za sodasné
snizené funkce ledvin, dehydrataci organismu (aiijmy) nebo respiréni alkal6zou
v disledku chronické hyperventilace (hékg, onemoctni CNS), popipadt masivni
aplikaci kortikosteroid.

Snizena koncentrace chlakichypochloridemie je zpisobena ztratami chlorid
zazivacim traktem (zvraceni, odsavani kyselého habsgaludku), uzivanim diuretik,
te¢Zkym katabolismem, respimai insuficience (chronickda hyperkapnie) nebo metal

anorexie.

VAPNIK
Z anorganickych latek je v organismu nejliijzastoupen vapnik. 99 % vapniku je
v kostech ve form riznych anorganickych sléanin (hydroxyapatit), které gpobuji
tvrdost kosti a zarowejsou pro organismus rezervou vapniku. Malé mnézasipniku je
v télnich tekutinach.. Krom vystavby kosti a zubje vapnik v organismu nezbytny pro
srazeni krve, udrzovani selektivni propustnostigboych membran, pro aktivaci a inhibici
hormoni a enzyni, pro regulaci nervosvalové drazdivosti. Hladingoni&u v krvi je

vysledkem rovnovahy mezi jehoripnem, vydejem (velmi @lezZitd je funkce ledvin),



tvorbou a odbouravanim kostni tkanStanoveni vapniku se provadi sgote se

stanovenim fosforu, protoze maji spwié regulani mechanismy. Provadi se
fotometrickymi metodami, titamimi metodami (komplexometrie), atomovou abgaip
spektrofotometrii (AAS), plamenovou fotometrii nebmmoci ionto¥ selektivnich

elektrod (ISE).

Referenéni hodnoty

v séru:2,1-2,6 mmol T

Rozdleni vapniku v plaz#je prehledré znazorgno v tabulce 12:

Tabulka 12. Rozdleni vapniku v plazmg

Celkovy vapnik v plazmé
Difuzibilni Nedifuzibilni
tj. schopny pechazet fes polopropustnou membranu| tj. vazan na bilkoviny (albumin)
(54-57 %) (43-46 %)
lonizovany Neionizovany
(cah tj. vdzany v solich
(5-6 %)

Biologicky aktivni je pouze ionizovany vapnikéleré poruchy metabolismu vapniku
(nap. rachitis) se nemusi projevit Zmou koncentrace celkového vapniku v sétikohv
ionizovany vapnik je uz abnormalni. Je tdiggbeno tim, Ze jednaktde dojit ke zring
podilu ionizovaného a neionizovaného vapniku a gkdmize byt vapnik, ktery chybi
v biologickych tekutinach, dopén ze zasob v kostni tkani. Velikost ionizovanéhalifuo
(za sodasného zachovani stalé koncentrace celkového u@psokivisi:

- s mnozstvim celkovych bilkovin plazmy (ztraty biliko maji za nasledek zvyseni Ca

- se zménami pH (acid6za zvy3uje a alkaldza snizuje podfC

- s koncentraci anorganického fosforu (vzestup kamaea fosforu vede k poklesu €
Priznaky akutni kratkodobléyperkalcemie se projevi snizenou neurosvalovou drazdivosti,
ospalosti, Unavou, polyurii, zacpou a zvraceniindiBuhodobé hyperkalcemii e dojit

k poruSe ledvin, vzniku movych konkremerit (oxalat vapenaty) a patologickému

vapreni orgar.



Priznaky hypokalcemie (tetanické kece) se projevi f snizené koncentraci ionizovaného
vapniku, picemz celkovy vapnik f¥e byt normalni. Dlouhodoba hypokalcemie vede ke

zménadm v mineralizaci kosti (osteomalacie, rachitig)porusSe ledvinnych funkci.

FOSFOR

Fosfor pati mezi prvky pro organismus nepostradatelné. Vmisyau se vyskytuje
anorganicky a organicky vazany fosfoAnorganicky fosfor je wtSinou ulozZen
v organismu extracelul&nv plazné se jedna o siis HPQ? a HPO, v poriru 4 : 1 i
pH = 7,4. \tSina organického fosforu v intracelularnim prostotvoi fosfor
esterifikovany nap v ATP, kreatinfosfatu, jako fosfat nukleaiidpod., v plazmé pak ve
formé fosfolipida (lipoidni fosfor). Z&astuje se na tvorb kostni a zubni tkan ma
dulezitou ulohu pi fosforylaci — premeEné energie v bitkach. Podob# jako hladina
vapniku i hladina fosfét je kontrolovana a regulovana parathormonem, vitemi D a
kalcitoninem. Se zemami hladin hodnot fosforu v krvi a v@avani v mai se setkavame
za stejnych okolnosti jako u vapniku, avéakto v zrcadlovém odraze. Metody stanoveni
jsou fotometrické a enzymove.
a) anorganicky fosfor

Referenéni hodnoty:

v séru: dosgli: 0,7-1,6 mmol
ckti: az 2,2 mmol 1
VvV Maodi: 25-50 mmol/den

Klinicky vyznam:

ZvySené koncentrace anorganického fosforu v sérgperfosfatemie jsou
zpasobeny &kym poSkozenim ledvin (chronickd nefritida, tubnla insuficience),
piredavkovanim vitaminem D, hypofunkci Stitné Zzlazyiastitnych &lisek, @i hojeni
rozsahlych zlomenin, miéni po €lesnych cuenich a fyziologicky v dab rastu u dti.
Snizené koncentrace v sérypofosfatemieswdéi o hypovitamindze vitaminu D (rachitis),
poruchach sevniho vatebavani, hyperfunkci Stitné Zlazy a hyperparatgge&echodrt
také po poziti cukr, po infuzi glukosy, fi nedostatéené vyziw nebo @i zvySené ztrét
ledvinami (uzivani diuretik).

b) lipoidni fosfor
Referentni hodnoty:




V Séru: 3,2-3,6 mmol I

Klinicky vyznam:

ZvySené koncentrace lipoidniho fosforu v séru mohwstat po ozéni UV
swtlem, @i hladowni nebo pi nékterych jaternich chorobéach.

HORCIK
V organismu se hoik nejvice vyskytuje v kostech a ve svalech. V mionmgcné
tekutine se hacik naléza (méh jak 2 %) v ionizované fortha v mensi nié vazany na
bilkoviny. V plazng je hacik rozloZzen podobhjako vapnik:
difuzibilni (v komplexech a ionizované foin
nedifuzibilni (pevi vdzan na bilkovinu — albumin).

Referenéni hodnoty:

V Séru: 0,8-1,1 mmol T
VvV Maodi: 0,6-5 mmol/den

Klinicky vyznam:

Pricinou  zvySené koncentrace v sérthypermagnezemie je chronicka
nedostaténost ledvin s oligurii az anurii, nadmé podavani hoiku anebo akutni
intoxikace alkoholem. Projevuje se utlumem nervisx&ho genosu, ospalosti, poklesem
krevniho tlaku, poruchami sréfg@ho rytmu, dychani aédomi az zastavou srdce (c > 8
mmol.IY). SniZzené koncentrace fkitku v krevnim sérithypomagnezemigsou zfiisobeny
nedostatenym piivodem haciku potravou (hladosni), poruchami s$evni absorpce
(pankreatitida), p zvySenych ztratach ledvinamiigoavkovani diuretiky) aipzvraceni a
praijmech. Také v&hotenstvi jsou hodnoty hiku nizSi. Nedostatek hgku se projevuje
zavratmi, zvySenim nervosvalové drazdivosti &cemi (tetanie).

Pfi jeho nedostatku se zvySi nervosvalova drazdiastaopak, f zvySeném
obsahu se tlumi centralni nervovy systémidioje nepostradatelny préinnost fady
enzymi, kde pisobi jako aktivator (ndp u fosfatas). Rovrez je dilezity pro stabilitu
ribozénmi a mitochondrii. HiEik stanovujeme metodou AAS, komplexometricky nebo
fotometricky.
lontové selektivni elektrody (ISE)

M¢eieni z ionto¥ selektivnimi elektrodami pétdo kategorie potenciometrie. Zakladem

potenciometrie je z#ma potencidlu vyvolana akumulaci naboje na rozhedektrody



s roztokem. V fipac potenciometrickych ®&feni je mozné latky stanovovatiimo
(métenim g@islusné veliiny, nebo nefimo titraci vhodnymicinidlem). Bylo navrZzeno
mnoho typ elektrod, které dovolujiffimé neieni aktivity ionfi. Tyto elektrody se nazyvaji
iontowe selektivni. lontow selektivni elektroda je takova, u niZz nastadva nmagienym
roztokem a povrchem elektrody vyma ionfi, ¢cehoz je dsledek zminy elektrického
potencialu elektrody. Tato Zma v porovnani s potencialem referentni elektratpiiuje
vypocet koncentrace iofitv roztoku. ISE pednostg reaguji na ufity konkrétni druh iont
podle typu membrany, kter4 afldie zkoumany roztok od elektrodového roztoku ve
vnitiku elektrody. Elektrodovy roztok ma spatg ion jako néteny roztok.

Pro nefeni sionto¥ selektivnimi elektrodami lze v zasadoouzit jakykoliv
elektronicky potenciometr nebo pH-metr, které ndagtaténé velky vstupni odpor.

Pfi méfeni s ISE Ize postupovat tak, Ze s#pmavi fada roztok o znamé
koncentraci, z@&i se jejich elektrodové potencialy (standardni akytjsou komeéné
dodavané). Z hodnot se sestroji kaldmiapiimka. Pak se z#ii elektrodovy potencial

neznamych vzorka hodnoty koncentrace se ¢t z kalibr&ni primky.

PRAKTICKA CAST

1. Stanoveni vapniku

Princip metody:

Pfi neutrdlnim pH tvéi vapenaté ionty s arsenazo Il (1,8-dihydroxynafie3,6-
disulfonova kyselina 2,7-bis(azo-2-)fenylarsonov8omplex, ktery je vhodny
k fotometrickému stanoveni (modry komplex - absodea650 nm). Intenzita zbarveni
tohoto komplexu je iimo unmeérna koncentraci vapniku ve vzorku. Metoda je liné&o 4
mmol.™.

Pristroje: spektrofotometr, stolni centrifuga.

Material a chemikalie:BIO-LA-TEST VAPNIK Liquid 250 (Ca L 1 x 250) LYONOR
KALIBRATOR, sada automatickych pipet, plastové jedizové zkumavky, plastova
kyveta 1 cm

Cinidlo: 100 mmol.* MES pufr (pH 6,5), 20umol.I"* arsenazo Il

Standard: 2,5 mmollIC&"*. Fripravi se navaZenim 0,2498 g CaCRery rozpustime v 0,2
ml koncentrované HCI a doplnime do 1000 ml deiovézmu vodou.

Postup analyzyDo jednotlivych zkumavek pipetujeme podle naslexugbulky 13.



Tabulka 13. Stanoveni vapniku

Blank Standard Vzorek
Cinidlo 1 1ml 1ml 1 ml
Destilovana voda 0ul - -
Standard - 10 pl -
Vzorek - - 10l

Smés se promicha a inkubuje se 1 minutu 37°C v 1 cm kyvet (Ize inkubovat i fi
teplo€ 25°C nebo 30°C). Zuiti se absorbance vzorku,Aa standardu A proti blanku
¢inidla pii 650 nm. Zbarveni je stabilni po dobu 1 hodiny.

Vypacet:

Av

st

Vépnik (mmol.1Y) =

.Cst,

kde G je koncentrace standardu.
Poznamky:

Ke stanoveni Ize pouzit sérum nebo heparinovou nplazStanoveni v nid
provadime po izdkni mate redestilovanou vodou v pém 1+2 a po okyseleni¢kolika
kapkami 0,1 molt HCI na hodnotu pH 3-4 (vysledek nasobime 3x). @bjezorki
(sowasre standardu i blanku) fize byt z¥tSen az na 2§l pifi zachovani mnozstyiinidla
(vysledek nasobime 2,5 x). Sklo pouzivané pro stamiovapniku musi byt dokonalesté a
vyclenéné pro tyto dely. Po BZném myti se dopotuje namgit sklo pres noc do asi 2%
chelatonu 3 (EDTA) veiedném amoniaku 1+1, pak oplachnout dokonale redgstilou
vodou a vysusit.

Piepa’et jednotek:

mg.I* x 0,025 = mmoli}

2.Stanoveni fosforu
Princip metody:

Kyselina fosforéna reaguje v kyselém préstli s vanadnanem a molybdenanem
amonnym za vzniku Zl&tzbarvené kyseliny molybdatovanadatofostoée (absorbance
380-410 nm). Obsah anorganického fosforu v sérw me&i se stanovi po deproteinaci.

Stanoveni lipoidniho fosforu se provadi ze srazepmnjeji mineralizaci.



Pristroje: spektrofotometr, stolni centrifuga.

Material a chemikalie: BIO-LA-TEST FOSFOR (P 80), LYONORM KALIBRATOR,
sada automatickych pipet, plastové jednorazové akian plastové kyvety 1 cm.

Cinidlo 1: 5 mmol.I* fosfore&inanovy iont, 0,61 molikyselina trichloroctova

Cinidlo 2: 1,47 mol.I*kyselina trichloroctova

Cinidlo 3: 2 mmol.I'vanadénan amonny

Cinidlo 4: 30 mmol.I* molybdenan amonny.

Pomocné roztoky:

Mineralizani smeés: Ripravi se smichanim 2 ml destilované vody se 180 kyseliny
chloristé a 2 ml 65 % kyseliny ddgé.

Pevny hydroxid sodny, p.a.

Priprava pracovnich roztak

Roztok 1:¢inidlo 2 se smicha se 70 ml destilované vody. Rogastaly.

Roztok 2: (pro stanoveni anorganického fosforujl Zididla 3 se smicha s 1 dile¢midla
4. Roztok se uchovavé v PE lahvi.

Roztok 3: (pro stanoveni lipoidniho fosforu) V 50 ¢midla 4 se rozpusti 0,2 g hydroxidu
sodného. Takto upraveny roztok se smichifislem 3 v pordru 1+1. Roztok je stabilni 1
den.

Roztok 4:¢inidlo 1 a roztok 1 séedi v pongru 1+1. Roztok obsahuje 2,5 mmdlfosfor.
Stabilita je gkolik tydnu pri (+15 az 25)°C.

Postup analyzy:

Stanoveni anorganického fosforu:Postup stanoveni anorganického fosforu je uveden
v tabulce 14.

Tabulka 14. Stanoveni anorganického fosforu

Vzorek Standard Kontrolni roztok

(mli) (ml) (mli)
Sérum 0,20 - -
(neboredna ma)
Roztok 4 - 0,20 -
Destilovana voda 0,60 0,60 0,80
Roztok 1 0,80 0,80 0,80
Promicha se a po 10 minutach se vzorekiedlgje 10 minut pi 3000 g.




Supernatant 0,80 0,80 0,80

Roztok 2 1,00 1,00 1,00

Promicha se a po 20 minutach seifimbsorbance vzorkuip(380-410 nm) A, a standard

=

A proti kontrolnimu roztoku.

Mo¢ sefedi destilovanou vodou v panu 1+4 (vysledek se ndsobi 5x).

Stanoveni lipoidniho fosforu

Ke srazenit po deproteinaci sefida 0,50 ml mineralizai sntsi, varna kulktka a
zahriva se opatfina vzdusné lazni, az se sraZzeninagtidatl dna. Pak se obsah zkumavky
zahiva do mirného varu, az se roztok odbarvi a obgevbilé dymy kyseliny chloristé.
Roztok se necha vychladnoutida se 2,5 ml roztoku 3 a 2,00 ml destilované vedy
promicha se. Po 5 min sefhabsorbance vzorku (4 proti kontrolnimu roztoku (0,20 ml
mineraliz&ni smési a 2,50 ml roztoku 3 se smicha s 2,30 ml destiiéwody). Standard se

piipravi a zpracuje stejnym #épobem jak je popsano vyséi gtanoveni anorganického

fosforu.
Vypacet:
. - 1 Avz
Fosfor anorganicky (mmol.) = 2,5.
st
AVZ

Fosfor lipoidni (mmol:f) = 2,5. 1,39.

st
Poznamka:

Interferuji fosfaty z mycich prastdki. Doporwuje se myti chromsirovou $si.

3. Stanoveni hé¢iku
Princip metody:

Horc¢ik tvori v alkalickém prosedi barevny komplex s kalmagitem (kyselina 3-
hydroxy-4-(2-hydroxy-5-methylfenylazo)-1-naftaletfsnova). Komplexon EGTA
eliminuje interferenci vapniku. Analyza se provadtast&né nevodném prosedi 2-
methyl-2-amino-1-propanolu. Zbarveni komplexu s&imii 540 nm. Metoda je linearni
do 2,03 mmolt.

Pristroje: spektrofotometr, stolni centrifuga, termostat 37°C.



Material a chemikalie:BIO-LA-TEST HORCIK Liquid 250 (Mg L 2 x 125), LYONORM
KALIBRATOR, sada automatickych pipet, plastové jedizové zkumavky, plastové
kyvety 1 cm

Cinidlo 1: 1 mol.I* 2- methyl-2-amino-1-propanol, 0,21 mmdEGTA

Cinidlo 2: 0,30 mmol.Ikalmagit

Cinidlo 3: standard 0,824 mmot.Mg*".

Pracovni roztok:

Smicha se 1 diinidla 1 s jednim dilendinidla 2. Stabilita pracovniho roztoku je 24 hodin
pii teplo® (+20 az + 25)°C a 4 dnyip+2 az +8)°C.

Postup analyzyDo zkumavek pipetujeme podle tabulky 15:

Tabulka 15. Stanoveni héciku

Blank cinidla Standard Vzorek
Pracovni roztok 1 ml 1 ml 1 ml
Vzorek - - 104
Standard - 10 pl -
Destilovana voda 0ul - -

Promicha se a inkubuje se 5 minut B7°C (Ize provést i i 25 a 30°C). Zmii se
absorbance vzorkuips20 nm A, a standardu Aproti blankucinidla. Zbarveni je stabilni
po dobu 1 hodiny.

Vypacet:

AVZ

st

Hotgik (mmol.it) = "

kde G je koncentrace standardu.
Poznamky:

Ke stanoveni Ize pouZzit sérum nebo heparinovounplaz®i stanoveni v mé
fedime destilovanou vodou v péra 1+3 a takto izdkny vzorek mdée upravime &olika
kapkami 0,1 mol} HCI na hodnotu pH 3-4. Vysledek nasobime 4x. Sko analyzu
hor¢iku musi byt dokonalegisté a vy¢leréné jen pro tyto &ely. Po BZném myti se
doporiuje namgit sklo pres noc do asi 2% EDTA veerkném amoniaku 1+1, pak
dokonale oplachnout redestilovanou vodou a vysusit.

Piepa’et jednotek:
mg/100 ml x 0,412 = mmol



mg/24 h x 0,0412 = mmol/24 h

4. Stanoveni sodiku, drasliku, vapniku a chlorid pomoci iontow selektivnich elektrod
Princip metody

lontowe selektivni elektrody pro stanoveni sodiku, draslikdpniku a chloril reaguji
kazdé selektivéa na konkrétni ion fitomny v roztoku zrnou potencidlu, ktery je zavisly
na jejich koncentraci. Porovnava se elektrodovyepatl standardu s elektrodovym
potencialem nezndmého vzorku (vzorek séra).

Pristroje a poricky:

ionometr, ionto¥ selektivni elektrody firmy Theta pro stanoveni i&od drasliku, vapniku
a chloridi

Material a chemikalie:

komekn¢ zakoupené standardygsnych koncentraci

Pracovni postup:

S jednotlivymi ionto¥¢ selektivnimi elektrodami provadime kalibraci pomstandardniho
roztoku, gipadré roztok vhodg naredime a tak rfiveme ziskat kalibtmi piimku.
Pondenim elektrody do roztoku standardu, zjistime paénneboiadu potencid (pri
pouziti vhodg zredénych roztoki), s kterych vytveime kalibr&ni pfimku. Ponéenim
elektrody do neznamého vzorku (vhédraredné sérum), zjistime potencial a z kalibra

piimky ode&teme koncentraciifslusného iontu.






