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	Pracovní list – cKLB  - Nebílkovinné dusíkaté látky II.
Úkol: 

1) Z níže uvedených metod stanovení močoviny v séru a v moči vyberte, prosím, metodu, která využívá kinetického stanovení. 

2) Srovnejte princip a název metody do tabulky. 

3) Doplňte do tabulky chybějící údaje o metodě stanovení močoviny. 

	Berthelotova metoda 
	Teplota  
	Metoda  

	Metoda s diacetyl monoxinem
	
	

	Enzymatické stanovení  
	
	



4) Doplňte do tabulky princip k názvu metody

	močovina se působením enzymu ureásy katalyticky štěpí na amoniak a oxid uhličitý . Amoniak se stanoví barevnou reakcí s 3 methyl- 6.- izopropylfenolem a alkalickým roztokem chlornanu sodného jako indofenol
	

	
	močovina tvoří s diacetylmonoximem v silně kyselém prostředí za přítomnosti thiosemikarbazidu a železných iontů tmavě červeně zbarvený komplex.

	močovina je hydrolyticky štěpena za katalytického působení ureázy na NH3 a CO2. NH3 reaguje s alfa – ketogluratrátem za vzniku glutamátu. Reakci katalyzuje GMD. Současně dochází k oxidaci koenzymu NADH na NAD +.
	



5) Doplňte, prosím, do tabulky výsledné zabarvení měřeného komplexu a vlnovou délku, při které měříte. 

	
	Barva
	Vlnová délka 

	Berthelotova metoda 
	
	

	Metoda s diacetyl monoxinem
	
	

	Enzymatické stanovení  
	
	





Modifikovaná  Berthelotova metoda 

Princip: močovina se působením enzymu ureásy katalyticky štěpí na amoniak a oxid uhličitý . Amoniak se stanoví barevnou reakcí s 3 methyl- 6.- izopropylfenolem a alkalickým roztokem chlornanu sodného jako indofenol s absorpčním maximem při 605 nm. 
Metoda jednoho standardu. 
· Metoda end point 
· Teplota 
· Vlnová délka 605 nm
· Standardní .roztok močoviny   c= 8,3 mmol/l (uvedeno na štítku lahvičky)
· Reagent A( salicylát sodný, nitroprusid sodný, fosfátový pufr)
· Reagent B ( Hypochlorid sodný , hydroxid sodný)





Stanovení močoviny diacetylmonoxinem
Princip: močovina tvoří s diacetylmonoximem v silně kyselém prostředí za přítomnosti thiosemikarbazidu a železných iontů tmavě červeně zbarvený komplex. 
· Metoda end point 
· Teplota laboratorní laboratorní 
· Vlnová délka 490-540 nm 
· Standardní .roztok močoviny   c= 8,3 mmol/l (uvedeno na štítku lahvičky)
· Reagent A( salicylát sodný, nitroprusid sodný, fosfátový pufr)
· Reagent B ( Hypochlorid sodný , hydroxid sodný)
Kinetické stanovení močoviny 
Princip: močovina je hydrolyticky štěpena za katalytického působení ureázy na NH3 a CO2. NH3 reaguje s alfa – ketogluratrátem za vzniku glutamátu. Reakci katalyzuje GMD. Současně dochází k oxidaci koenzymu NADH na NAD +, což se projeví poklesem absorbance při 340 nm. Tento pokles je úměrný koncentraci močoviny. 
· Metoda kinetické – enzymatické stanovení
· Teplota laboratorní laboratorní 
· Vlnová délka 490-540 nm 
· Standard  8,325 mmol/l močovina 
· Reagent A( enzymová směs, oxoglutarát, L- glugamát dehydrogenasa)
· Reagent B( pufr)
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