
O B S A H

K apito la  1. {A. Kleinzeller a  J .  Málek)

1.1. Ú vod .
1.2. IÀtaratura

K apito la  2. ( J .  M á le k )

W arburgúv  m anom etrický  přistro j s  k o nstan tn ím  objem om

2 . 1.

2 . 1. 1.
2 . 1. 2 .
2.1.3.
2.1.4.

2 .2 .

2.2. 1.
2 . 2 . 2 .

2.2.3.
2.2.4. 

2.3.
2.3.1.

2.3.

P řís tro j a  jeho  t e o r i e .....................................................................................................
P op is p ř í s t r o j e ..............................................................................................................
P rincip  m ě ř e n í ..............................................................................................................
T eorie p řístro je  (odvození k o n stan ty ) .................................................................
T erm obarom etr a  způsob term obarom etrické  k o r e k c e ................................
Veličiny p ro  výpočet k o n stan ty  a  jejich  význam  p ro  sp ráv n o st a  citlivost
m ě ř e n í .................................................................................................................................
O bjem  n ádobky  a  p lynné  f á z e ...................................................................................
T ep lo ta  a  je jí k o n t r o l a .................................................................................................
R o zpustnost p ly n ů  v  suspensních k a p a l i n á c h ...................................................
H u s to ta  m anom etrické k ap alin y  ..........................................................................
K alib race  p ř ís t ro je .........................................................................................................
K alib race  r t u t í ......................................................................... .... ................................
K alib race  p řís tro je  v  jedné  o p e ra c i ..........................................................................

2.3.1.2. K alib race  stupnice m a n o m e t r u ....................................................................................
2.3.1.3. O ddělená ka lib race  n ád o b k y  a  m a n o m e t r u ............................................................
2.3.1.4. O ddělená kalibrace zam ěnitelných nádobek  a  m anom etrů  .............................

2.3.1.4.1. K alib race  s  pom ocnou n á t l o b k o u ...............................................................................
2.3.1.4.2. K alib race  s  pom ocnou nádobkou a  oddělenou kalibrací k a p ilá ry  m anom etru
2.3.1.4.3. K alib race  bez pom ocné nádobky  ..............................................................................

2.3.2. P lynom ěrná  kalibrace vzduchem  ...............................................................................
2.3.2.1. M iinzerův a  N eum annův z p ů s o b ...................................................................................
2.3.2.2. K alib race  k a lib rá to re m .....................................................................................................
2.3.2.3. K alib race  kalibračním  W arburgovým  m a n o m e t r e m ..........................................

2.3.2.3.1. K alib race  pom ocí znám ého ob jem u  n ádobky  a  kap ilá ry  kalibračního
m a n o m e tr u ............................................................................................................................

2.3.2.3.2. K alib race  pom ocí znám ého objem u k a p ilá ry  k a lib račn ího  m an o m etru  . .
2.3.2.3.3. K alib race  s odebráním  neznám ého ob jem u  v zd uchu  z p ř í s t r o j e ...................
2.3.2.3.4. P o dm ínky  kalib race  s  přesností pod  1%  .................................................................

2.3.2.4. P lynom ěrná kalib race  se zm enšením  ob jem u p lynné fáze p řís tro je  . . . .
2.3.3. P lynom ěrná kalib race  chem ickým  z p ů s o b e m ........................................................

2.3.3.1. Z jištění objem u p ř í s t r o j e ..................................................................................................
2.3 3.2. Přím é zjištění k o n sta n ty  p ro  k y s l í k ..........................................................................

23
23
25
25
28

29
30 
30
30
31
32
33
33
34
34
35
35
36
36
37 
37 
37
37

38 
41 
41
41
42 
42 
42 
42

5



2.3.3.3. P řím é  zjištění k o n sta n ty  p ro  kysličn ík  u h l i č i t ý ...................................................  43
2.3.4. N om ogram y к  určení k o n s ta n t nádobek  W arburgova  p ř í s t r o je .......................  43
2.3.5. P řep o čet k o n s ta n t p ro  zm ěněné pokusné p o d m í n k y .........................................  45

2.3.5.1. P řep o čet k o n s ta n t n a  jin o u  nu lovou  z n a č k u ............................................................  46
2.3.5.2. P řep o čet k o n s ta n t n a  jin ý  ob jem  k a p a l i n y ...........................................................  46
2.3.5.3. V ýpočet k o n s ta n t z k o n s ta n ty  p rázd n é  n á d o b k y ..................................................  46
2.3.5.4. P řep o čet k o n s ta n t k o 2 N A  k c o a ..................................................................................  47

2.3.6. Z áznam  kalibračních  ú d a jů  a  k o n s t a n t ..................................................................... 48
2.4. M anom etrické k ap alin y  ................................................................................................. 48
2.5. P ly n y  a  p lynné  s m ě s i .....................................................................................................  49

2.5.1. P ř íp ra v a  p ly n n ý ch  s m ě s í .......................   50
2.5.2. P ř íp ra v a  p ly n ů  p ro stý ch  kyslíku  ..............................................................................  52
2.5.3. A naerobní podm ínky  v  n á d o b k á c h ..............................................................................  53

2.6. T ech n ik a  p ráce  a  m ěřen i s  W arburgovým  p řístro jem  .....................................  54
2.6.1. Č ištění sk leněných  součástí p ř í s t r o j e .......................................................................... 54
2.6.2. Sestaven í p ř í s t r o je ............................................................................................................... 55
2.6.3. M azání z á b r u s ů ...................................................................................................................  65
2.6.4. P ř íp ra v a  a  zah á jen í p o k u s u ............................................................................................  56
2.6.5. V ým ěna p ly n n ý ch  fází v  p ř í s t r o j i ..............................................................................  56
2.6.6. Ú p ra v a  h lad in y  m anom etrické k ap aliny  p řed  m ě ř e n ím .....................................  59
2.6.7. O dečítán í ú d a jů  m an o m e tru  a  způsob sledování vým ěny p l y n ů ...................  60
2.6.8. O dečítání ú d a je  m an o m etru , je-li m an o m etrick á  k apalina  m im o  stupn ici . 61
2.6.9. P řid á v án í su b s trá tu  nebo kyseliny  během  p o k u s u ..............................................  63
2.6.10. U končení p o k u s u ............................................................................................................... 64

2.7. K o n s tru k čn í d e ta ily  a  m odifikace W arburgova  p řís tro je  i  jeho  použití . . 65
2.7.1. M anom etr a  n á d o b k y .....................................................................................................  65
2.7.2. V odní lázeň  a  třep ac í z a ř íz e n í ........................................................................................ 68
2.7.3. M odifikace p ř í s t r o j e ..........................................................................................................  70
2.7.4. Z působ m ěření W arburgovým  m an o m etrem  bez konstan tn íh o  objem u

(volná m a n o m e t r i e ) ..........................................................................................................  72
2.7.5. Z výšení c itlivosti W arburgova  p řístro je  použitím  principu  hydrau lické pák y  73

2.8. Literatura ............................................................................................................................. 76

K a p ito la  3. ( J .  M á le k )

M etody m ěřen í W arburgovým  přístro jem
3.1. Ú v o d ......................................................................................................................................  79
3.2. M ěření sp o tře b y  nebo p ro d u k ce  kyslíku  .................................................................  81

3.2.1. P řím á  m e to d a  W a r b u r g o v a ............................................................................................. 81
3.2.1.1. R y ch lo s t d ifuse  k y slík u  do  m é d i a ................................................................................ 81
3.2.1.2. R y c h lo s t absorpce kysličníku uhlič itého lo u h e m ....................................................  83
3.2.1.3. Z působ a  p řík lad  m ě ř e n í ..................................................................................................  84

3.2.2. M ěření sp o třeb y  k y slík u  p ři k o n stan tn ím  tla k u  kysličníku uhličitého . . .  86
3.2.2.1. W arb u rg o v a  m e t o d a ..........................................................................................................  86
3.2.2.2. P a rd eeo v a  m e to d a ............................................................................................................... 87

3.2.3. M ěření vým ěny  k y slík u  i  kysličn íku  uhlič itého v  jedné  n á d o b c e ................... 91
3.2.4. P o u ž ití m e to d y  a  v y jad řo v án í výsledků  m ě ř e n í ...................................................  92

3.3. M ěření tv o rb y  n ebo  sp o třeb y  kysličníku u h lič i té h o ..............................................  93
3.3.1. M ěření tv o rb y  m etabolického  C 0 2 za  anaerobních  p o d m í n e k .......................  94
3.3.2. M ěřeni tv o rb y  m etabolického COs z a  anaerobních  podm ínek v  retenčních

m é d i í c h .................................................................................................................................  94
3.3.3. M ěření tv o rb y  kyselin  za  anaerobních  pod m ín ek  n a  základě stanovení C 0 2 . 95

3.3.3.1. S tan o v en í p rodukce  k y se lin y  z m n o žstv í uvolněného COa .............................  95
3.3.3.2. S tan o v en i p ro d u k ce  kyseliny  z ú b y tk u  b ik a rb o n á tu  v  m é d i u ........................  95

3.3.4. M ěření tv o rb y  kyselin  z a  an aerobn ích  podm ínek  v  retenčních  m édiích . . 97
3.3.5. M ěření tv o rb y  resp iračn ího  kysličn íku  uhličitého a  dýchacího kvocientu

p řím o u  m e to d o u ................................................................................................................... 97
3.3.6. M ěření tv o rb y  respiračního COa a  RQ  v  retenčních  m é d i í c h ............................ 99

3.3.6.1. E lim inace  re tence  bez stan o v en í vázaného  COs ......................................................  99
3.3.6.2. S tan o v en í volného a  vázaného  kysličn íku  u h l i č i t é h o ............................................... 100

6



3.3.7. M ěření vým ěny C 0 2 za  k o n stan tn íh o  tla k u  k y s l ík u .................................................... 101
3.3.8. M ěření tv o rb y  kyselin  z a  aerobn ích  p o d m ín e k ........................................................ 101

3.4. N epřím á m eto d a  W a rb u rg o v a ........................................................................................  102
3.4.1. P rinc ip  m e t o d y ......................................................................................................................... 102
3.4.2. T eorie m e t o d y ..........................................................................................................................102
3.4.3. M odifikace m eto d y  ................................................................................................................104
3.4.4. P o u ž ití nepřím é m e t o d y .................................................................................................  105

3.5. P rv n í m eto d a  D ickensova a  S im erova ( f o s f á to v á ) .................................................... 108
3.5.1. P rinc ip  m e t o d y .........................................................................................................................108
3.5.2. T eorie  m etody  .................................................................................................................... 108
3.5.3. P rovedení m ě ř e n i ...............................................................................................................  109
3.5.4. P o u ž ití m e t o d y .........................................................................................................................110
3.5.5. M odifikace m etody  ..........................................................................................................111

3.6. D ru h á  m eto d a  D ickensova a  Š im erova (b ikarbonátová) .......................................l i l
3.6.1. P rinc ip  m e t o d y ...................................................................................................................  112
3.6.2. P rovedení m ě ř e n í ............................................................................................................... 112
3.6.3. T eorie m etody  .........................................................................................................................113
3.6.4. P oužití m e t o d y .................................................................................................................... 116

3.7. Souěasné m ěřen í celkové tv o rb y  COa a  sp o tře b y  Oa v  jed n é  n ád o b ce  . . 116
3.8. Literatura .............................................................................................................................  116

K ap ito la  4. ( J .  M á le k )

Diferenciální m an o m etry  a  je jich  použití
4.1. B arcro ftů v  p řistro j ..................................................  119

4.1.1. P op is p ř í s t r o j e .................................................................................................................... 119
4.1.2. T eorie p ř í s t r o j e .................................................................................................................... 120
4.1.3. K alib race  p ř ís t ro je ................................................................................................................  123

4.1.3.1. S tanovení k o n stan ty  v ý p o č t e m ..........................................................................................124
4.1.3.2. K alibrace  M iinzerovou-N eum annovou m e t o d o u ..........................................................124
4.1.3.3. K alib race  chem ickou r e a k c í .............................................................................................  126

4.1.4. P oužití B arcro ftova  d iferenciálního m a n o m e t r u ......................................................... 126
4.2. M etoda D ixonova a  K e ilin o v a ..............................................................................................127

4.2.1 P rinc ip  a  teorie  m e t o d y ........................................................................................................127
4.2.2. P oužití m e t o d y ....................................................................................................................  128

4.3. M ěření f o to s y n th e s y .................................................................................................................129
4.3.1. M ěření Oa v  jedné  n á d o b c e .............................................................................................  129
4.3.2. M ěření Oa z a  kon stan tn íh o  tla k u  C 0 2   129
4.3.3. M ěření 0 2 a  C 0 2 nepřím ou m e t o d o u ..........................................................................  130

4.4. D ickensův a  G revilleův m an o m etr ..........................................................................  130
4.5. Sum m ersonův m a n o m e tr .......................................................................................................132

4.5.1. Teorie p ř í s t r o j e ..................................................................................................................... 132
4.5.2. P o u ž ití p ř í s t r o j e ................................................................................................................  133

4.6. P en n ů v  resp irom etr .   134
4.7. L aseríiv  a  R o th sch ild ů v  přístro j .....................................................................................134
4.8. Literatura ...................................................................................................................................135

K ap ito la  5. ( J .  M á lek )

V olum etrické resp irom etry
5.1. P rinc ip  volum etrických p řís tro jů  .....................................................................................137
5.2. Způsob m ěření a  vý p o čet m nožstv í p l y n u .................................................................  138
5.3. T y p y  volum etrických r e s p i r o m e t r ů ................................................................................140
5.4. Literatura ............................................................................................................................. 143

K ap ito la  6. ( J .  M á le k )

M ikrorespirom etry
6.1. V olum etrické m ik roresp irom etry  (k a p ilá rn í) ..............................................................146

6.1.1. D iferenciální m ik ro re sp iro m e try ..................................................................................... 147

7



6.1.1.1. 
6. 1.2 .

6 . 1.2 . 1. 
6.1.2.2.
6.1.2.3.
6.1.2.4.

6.1.3.2.
6 .2 .

6.2.1.2.
6.2.1.3.
6.2.1.4.
6.2.1.5. 

6 .2 .2 . 
6.2.3.

6.2.3.1.
6.2.3.2.

M ikrorespirom etr C im ningham ův a  K irk ů v  a  jeho  m odifikace
M ikrorespirom etry  s  k o n stan tn ím  t l a k e m .....................................
Scholanderův  m ik ro re s p iro m e tr .......................................................
M ikrorespirom etr T y le rů v  a  B e r g ů v .............................................
M ikrorespirom etr S te fa n e ll iů v ...........................................................
T u ftů v  m ik ro re sp iro m e tr .....................................................................
O tevřené m ik r o r e s p i r o m e t r y ...........................................................
M ikrorespirom etr C im ningham ův a  K i r k ů v ................................
M ikrorespirom etr T ob iášův  a  C e ra rd ň v .........................................
M anom etrické m ik r o r e s p i r o m e tr y ..................................................
M ikrorespirom etr n a  p rincipu  kartesiánskélio  p lováku  . . .
P rinc ip  p ř í s t r o je .......................................................................................
S tru čn ý  pop is p ř í s t r o je .........................................................................
S tru čn ý  popis p racovn i techn iky  ..................................................
T eorie p ř í s t r o j e .......................................................................................
Použití a  m odifikace p ř í s t r o j e ...........................................................
M em bránové m ik ro re sp iro m e try .......................................................
K a p ilá rn í m anom etrické m ik ro re sp iro m e try ................................
M ikroresp irom etr O r e g g ů v ....................... ........................................
M ikrorespirom etr P r o p ň v .....................................................................
Literatura ................................................................

147
148
148
149 
149
149
150 
150 
150
150
151
151
152
153
154 
157
157
158 
158
158
159

K a p ito la  7. ( J .  M á le k )

V an  Slykeův m anom etrický  p řís tro j a  jeho  použití
7 .1. Popis p řístro je  a  p racovní t e c h n i k a .......................................................................... 161

7.1.1. P řís tro j a  p rincip  m ě ř e n í ...................................................................................................... 161
7.1.2. T echn ika  p r á c e ..........................................................................................................................

7-2. Současné stanovení kysličníku uhlič itého  a  kyslíku  v  1 m l k r v e ................... 168
7-3. S tanovení kysličníku uhličitého v  respiračním  vzduchu isolaí ní m etodou . 173
7.4. S tanoven í a -a m in o d u s ík u .......................................................................................................176
7-5- S tanovení u h lík u  v  organických l á t k á c h ........................................................................181
7-6. S tanovení rů zn ý ch  l á t e k .......................................................................................................185
7.7. Literatura ............................................................................................................................ .......

K ap ito la  8. ( I .  S . B o n g m u ir )

8 .1.
8.1.1.
8.1.2 .

8 .1 .2 . 1.

8.1.3.
8.1.4.

8.1.5.2
8  2 .

8.3.
8.4.

P oužití něk te rý ch  elektrochem ických tech n ik  ke  s tu d iu  tk áňového  dýchání
P oužití polarografie p ro  m ěřen í sp o třeby  k y s l ík u ..................................................  190
P rin c ip  ................................................................. : ...............................................................i 90
Ú daje o jednom  ty p u  ro tu jíc í e lek trody  ......................................................................191
K on stru k ce  polarografického p řístro je  s ro tu jíc í e l e k t r o d o u .................................194
R o z t o k y ................................................................................................................................ .......
P racovn í p o s tu p .................................................................................................................. .......
V ibrační e lek troda  H a rriso v a  a  L in d s e y o v a .................................................................200
K ry té  e le k t ro d y ..........................................‘ .....................................................................201
J in é  ty p y  e lek trodových s y s t é m ů ................................................................................'2 0 3
E lek tro d o v ý  systém  T o d t ů v ............................................................................................ 203
N ěk teré  jednoduché elektrodové s y s té m y ..................................................................... 204
M ěření parciáln ího  tlak u  kysličníku uhličitého v roztoku  s  pomoci clektro-
m etrické m e t o d y ................................................................................................................... 204
S o u h rn .......................................................................................................................................... 205
Literatura ................................................................................................................................. 206

K ap ito la  9. (A . K l e in z e l l e r )

9.1.
9.1.1.

8

T eorie p u frů  a  jejich  p říp rav a . R etence 
D isociace vody , kyselin  a  zásad  . . . 
Pojem  a  výpočet p H ................................

207
207



9.1.2.
9.1.3.

9.2.
9.2.1.
9.2.2.
9.2.3.
9.2.4.

9.2.4.1.
9.2.4.2.

9.2.4.2.1.
3.2.4.2.2.
9.2.4.2.3.
9.2.4.2.4.

9.2.4.3.
9.2.4.3.1.
9.2.4.3.2.
9.2.4.3.3.

9.3.2.
9.4.
9.5.

A k tiv itn í k o e f i c i e n t ..........................................................................................................
D isociace kyselin  a  z á s a d .................................................................................................
H y dro lyse  solí; p u f r y .....................................................................................................
H y dro lyse  s o l í ....................................................................................................................
P u f r y .............................................................................. ....  • '  .....................................
K ysličník uh lič itý , kyselina u h lič itá  a  b ik arb o n á to v y  p u f r ............................
Po lye lek tro ly tové  systém y. R e ten ce  C 0 2 a  k y s e l i n ..............................................
P o jem  r e te n c e ........................................................................................................................
M etody stanoven i re tence  COs .......................................................................................
S tanovení re tence C 0 2 v ý p o č t e m ..............................................................................
E m pirické stanoven í re tence C 0 2 ................................................................ ; ' '
E m pirické stanovení retenční schopnosti m éd ia ; k o n s ta n ta  p ro  rotolici . .
V olba m etody stanoven í re tence  C O . ..........................................................................
M etody stanovení re tence  kyselin  . ..........................................................................
E xperim entáln í stanoven í retence k y s e l i n y ............................................................
K orekce n a  retenei kyselin  m etodou  B ainovou a  R uschovou .......................
M ěření vým ěny p lynů  nepřím ou W arburgovou  m etodou v  s é r u ...................
V olba pu fru  p ro  biochem ické p o k u s y .........................................................................
V olba vhodného p H ..........................................................................................................
V olba d ru h u  p u f r u ..............................................................................................................
P říp ra v a  nej běžnějších p u t r i i .......................................................................................
Literatura ............................................................................................................................

20 S 
209 
216 
216 
219 
221 
224 
224 
226 
226 
227 
229
229
230
231
232
233 
238
238
239
240 
251

K apito la  10.

10. 1 .
10 . 2 .

10. 2 . 1.

10.2 . 2 .
10.2.3.
10.2.4.
10.2.5.

10.3.
10.3.1.
10.3.2.
10.3.3.
10.3.4.
10.3.5.
10.3.6.

10.4.
10.4.1.
10.4.2.
10.4.3.

10.5.
10.6 .
10.7.

(A . K l e in z e l l e r )

M édia p ro  živočišné tkáně
S u b s t r á t y ............................................................................................................................
K revn í s é r u m .......................................................................................................................
P říp ra v a  séra  p ro  m anom etrické p o k u s y ................................................................
N eutralisované s é r u m .....................................................................................................
U pravené  s é r u m ...................................................................................................................
Myší ascitické s é r u m .................. .......................................................................................
V olba  sé ra  jak o  suspensního m é d i a ..........................................................................
Fysiologickó r o z to k y ..........................................................................................................
P říp ra v a  zásobních r o z to k ů ............................................................................................
B ikarbonátový  fysiologický ro z to k  (K rebsův  R in g er-b ikarbonát) . . . .
Fysiologický roztok  o nižším  o bsahu  b i k a r b o n á t u ..............................................
F osfátový  fysiologický roztok  (K reb sů v  R in g e r - fo s fá t ) .....................................
N ovější fysiologieké roz toky  .......................................................................................
U m ělé s é r u m ........................................................................................................................
Suspensní m édia  p ro  tk áň o v é  k a š e ..............................................................................
Fysiologický r o z t o k ..........................................................................................................
Svalový e x t r a k t ...................................................................................................................
M édia p ro  tk áň o v é  h o m o g e n á ty ...................................................................................
Suspensní m édia  p ro  tk án ě  studenokrevných  a  bezobratlých  ž ivočichů . . .
M inerální složky m éd ia  a  m etabo lism us tk á n í in  vitro .....................................
Literatura .............................................................................................................................

254
254
255
255
256
256
257
258
258
259
259
260 
261 
262 
262 
262 
262 
263
263
264 
267

K ap ito la  11.

11.1.3.
11.1.4.

(A . K l e i n z e l l e r )
Z pracování a  p ř íp rav a  biologického m a te riá lu  p ro  m anom etrické 
(m etabolické) stud ie

V ýznam  ú p ravy  biologického m ate riá lu  p ro  biochem ické studie.
Obecné p r in c ip y ..........................................................................................................
T káňové ř e z y ...............................................................................................................
Iso lované b u ň k y  ......................................................................................................
H om ogenáty , isolované buněčné s tru k tu ry , bezbuněčné e x tra k ty  . . . 
Biologický m ateriá l, ochuzený o v itam in y  a  jeh o  p oužiti ke  s tu d iu  
m e ta b o l i s m u ...............................................................................................................

269
270 
272
272

273

í>



11.2. Ú p ra v a  živočišných tk á n í p ro  m etabolické p o k u s y ..........................................273
11.2.1. V ýznam  fysiologických fa k to rů  p ro  m etabolism us biologického m a te ­

riá lu  in  v i t r o ....................................................................................................................274
11.2.2. T k áň o v é  ř e z y ....................................................................................................................276

11.2.2.1. P ř íp ra v a  tk áň o v ý ch  ř e z ů .............................................................................................276
11.2.2.2. S tanoveni v á h y  ř e z ů ...................................................................................................... 281
11.2.2.3. V y jád řen í v ý s l e d k ů ...................................................................................................... 283
11.2.2.4. S tanovení vnitrobxm ěéné k o n cen trace  rozpustných  l á t e k ........................283

11.2.3. P ř íp ra v a  iso lovaných tk áň o v ý ch  b u n ě k ................................................................. 285
11.2.4. T k áň o v é  k a á e ....................................................................................................................286

11.2.4.1. P ř íp ra v a  tk áň o v ý ch  kaáí pom oci m lý n k ů  a  h o m o g e n isá to rů ........................287
11.2.5. H om ogenáty  a  p ř íp rav a  subcelu lárn ích  složek ( J .  Č e r k a s o v )  . . . .  289

11.2.5.1. Lokalisaco a  cyto logické v las tn o sti buněčných  s lo ž e k ......................................289
11.2.5.2. P ř íp ra v a  h o m ogenátů  a  je jich  frak e io n ace ............................................................ 292

11.2.5 .2. 1. H om ogenisace a  hom ogenisátory  ...........................................................................293
11.2.5.2.2. P ř íp ra v a  tk áň o v ý ch  hom ogenátů  a  je jich  p o u ž it í ..............................................296
11.2.5.2.3. M édia n a  isolaci bim ěěných s t r u k t u r ......................................................................297
11.2.5.2.4. F rakeionace  h om ogenátů  a  separace b uněčných  složek (frakční a  gra-

d ien to v á  c e n t r i f u g a e e ) ................................................................................................. 299
11.2.5.2.5. T esto v án í hom ogenity  a  funkce isolovaných buněčných  složek . . . . 302

11.2.5.3. P ř íp ra v a  isolovaných buněčných  s lo ž e k ................................................................. 304
11.2.5.3.1. Iso lace  j a d e r ....................................................................................................................304
11.2.5.3.2. Iso lace  m ito c h o n d r i i ...................................................................................................... 307
11.2.5.3.3. Iso lace  m ik ro so m ů ...........................................................................................................308
11.2.5.3.4. P ř íp ra v a  m y o f ib r i l ...........................................................................................................309
11.2.5.3.5. F rakeionace hom ogenátů  s třev n ih o  e p i t e l u ........................................................ 310
11.2.5.3.6. P ř íp ra v a  o sta tn ích  bim ěčných složek ( T a b u l k a ) ...............................................310

11.2.6. Z pracování jed n o tliv ý ch  živočišných tk á n i ....................................................311
11.2.6.1. J á t r a ..................................................................................................................................311
11.2.6.2. L e d v i n y ............................................................................................................................. 311
11.2.6.3. M ozek ............................................................................................................................. 312
11.2.6.4. N erv o v á  v lá lm a ............................................................................................................... 313
11.2.6.5. S ítn ice  ....................................................................................................................... • 313
11.2.6.6. P l í c e ...................................................................................................................................... 314
11.2.6.7. M léčná ž l á z a ....................................................................................................................314
11.2.6.8. K rv in k y  (červené k rv in k y , bílé k rv in k y , k rev n í p lo ténky , dřeň  kostní) 314
11.2.6.9. C é v y ...................................................................................................................................... 316
11.2.6.10. V arle  a  s p e r m ie ............................................................................................................... 316
11.2.6.11. Sliznice zažívacího t r a k tu  ........................................................................................ 317
11.2.6.12. P eritoneáln í b u ň k y ...................................................................................................... 318
11.2.6.13. P a n k re as  ........................................................................................................................ 318
11.2.6.14. T u k o v á  t k á ň ....................................................................................................................318
11.2.6.15. K o s t a  c h r u p a v k a .......................................................................................................... 318
11.2.6.16. Sval [sval h lad k ý , sval p říčně p ru h o v an ý , brán ice;

hm yzí svalovina ( J .  Č e r k a s o v  a  V. K u b i š t a ) ] .........................................318
11.2.6.17. N ád o ro v á  t k á ň .............................................................................................................. 321

11.3. Z pracování rostlinného  m a t e r i á l u ...........................................................................321
11.3.1. V ýznam  n ěk te rý ch  fysiologických fa k to rů  pro m etabolickou a k tiv itu

rostlinného  m a t e r i á l u ................................................................................................. 322
11.3.2. P o u ž ití neporušených  o rgánů  r o s t l i n ......................................................................322

11.3.2. 1. M etodika v ak uové  in filtrace  ................................................................................... 322
11.3.3. P ř íp ra v a  řezů  a  obdobných  p r e p a r á t ů ................................................................. 323
11.3.4. Iso lované  ro stlin n é  b u ň k y .........................................................................................324

11.3.4.1. P ř íp ra v a  suspensi řa sy  C hlorella ...............................................................................324
11.3.5. P ř íp ra v a  buněčných s tru k tu rn íc h  složek z rostlinného  m ateriá lu  . . 325

11.3.5. 1. P ř íp ra v a  p ro to p la s tů  a  v akuo l rostlinných  b u n ě k .......................................... 325
11.3.5.2. P ř íp ra v a  p las tid ů  a  g ran u l ch lorop lastů  ............................................................ 325
11.3.5.3. P ř íp ra v a  m i to c h o n d r i i ................................................................................................. 326

11.4. P ř íp ra v a  suspensi jednobuněčných  m ikroorganism ů p ro  m anom etrické
p o k u sy  (b ak terie , kvasinky) ................................................................................... 327

11.4.1. P ř íp ra v a  m a t e r i á l u .....................................................................................................327

10



11.4.2.
11.4.2.1.
11.4.2.2.

11.4.3.
11.4.3.1.
11.4.3.2.
11.4.3.3.

11.4.4.
11.4.4.1.
11.4.4.2.

11.4.6.
11.4.5.1.
11.4.5.2.
11.4.5.3.
11.4.5.4.
11.4.5.5.
11.4.5.6.

11.4.6.
11.4.6.1.
11.4.6.2.

11.5.
11.5.1.
11.5.2.

11.6.

F a k to ry  ovlivňující m etabolickou  a k tiv itu  .
Ochuzené m ik r o o r g a n is m y ................................
M u ta n ty  m ik ro o rg a n ism ů .....................................

S tanoveni suSiny s u s p e n s e ...................................................................................
S tan o v en í objem u b u n ěk  v  s u s p e n s i .................................................................
S tan o v en í vn itro b u n ěčn ý ch  koncen trac í rozpustných  složek . . . .  
P o u ž ití p ro to p la stů  m ikroorganism ů p ři s tu d iu  m etabolism u . . . .  
P říp ra v a  p ro to p la stů  z kvasinek  (M . B u r g e r ) ..........................................
P ř íp ra v a  p ro to p la s tů  a  sférop lastů  z b a k te rií ( J .  C h a lo u p k a )  . . .
Z ískání enzym ových p re p a rá tů  z b ak te rií a  k vasinek  ............................
Z m razení buněk  ......................................................................................................
Porušen í buněčné b lán y  u l t r a z v u k e m ............................................................
D rcen! a  ex trakce  ž ivých  b u n ě k ..........................................................................
D rcen í náh lo u  zm ěnou t la k u ...................................................................................
S u š e n í .............................................................................................................................
P o rušen í buněčné b lány  chem ickým i a  jin ý m i čin id ly  . ^ .......................
P ř íp ra v a  isolovaných s tru k tu rn íc h  složek m ik r o o r g a n i s m ů ..................
P říp ra v a  m itochondrii a  m ikrosom ů z k v a s i n e k ..........................................
F rake ionace  h om ogenátů  b ak te rií ( J .  C h a l o u p k a ) ................................
Z pracování p l í s n í ......................................................................................................
P oužití m ycelia  a  s p o r ............................................................ ................................
P ř íp ra v a  s tru k tu rn íc h  složek a  enzym ových p rep ará tů  z  plísní . . . 
Literatura ...................................................................................................................

328
329 
329
329
330
330
331
332
333
334
335
336 
336
336
337
338
339
340 
340
340
341 
341 
343 
343

K ap ito la  12. (A . K l e in z e l l e r )

12 .1.
12. 1. 1.
12. 1.2 .
12.1.3.

12.1.3.1.
12.1.3.2.

12.1.4.
12.1.5.

12.1.5.1.
12.1.5.2.
12.1.5.3.
12.1.5.4.
12.1.5.5.
12.1.5.6.

12.1.5.7.
12.1.5.8.
12.1.5.9.
12.1.5.10.

12.2.
12.2. 1.
12.2. 2.
12.2.3.

12.2.3.1.
12.2.3.2.
12.2.3.3.
12.2.3.4.
12.2.3.5.
12.2.3.6.
12.2.3.7.
12.2.3.8.
12.2.3.9.

M anom etrické m ěření a k tiv ity  enzym ů a  použiti inh ib ito rů

M anom etrické m ěření kine t ik y  enzym ových  r e a k c í .....................................
T eorie  m echanism u enzym ové k a ta ly s y ............................................................
V liv p H  n a  a k tiv itu  enzym ových  r e a k c í ........................................................
V liv tep lo ty  n a  a k tiv itu  enzym ových reak c í ..............................................
T eorie účinku  tep lo ty  n a  k in etik u  enzym ových r e a k c í ............................
V liv tep lo ty  n a  m etabolické pochody  .............................................................
M anom etrické m ěřen í a k tiv ity  e n z y m ů ............................................................
P řík lad y  m anom etrickóho u rčen í aJvtivity n ěk te rý ch  enzym ů . . . . 
M anom etrické určení a k tiv ity  p rim árn í dehydrogenasy  kys. jan ta ro v é
M anom etrické určení a k tiv ity  fu m a rá tr e d u k ta s y ..........................................
M anom etrické určení a k tiv ity  c y to c h r o m o x y d a s y .....................................
M anom etrické určení a k tiv ity  oxydasy  D -a m in o k y se lin ............................
M anom etrické u rčen í a k tiv ity  ch o linesterasy ....................... ...........................
M anom etrické sledování fosforylačni reakce (určení ak tiv ity
h e x o k in a sy ) .............................................. _ ............................................................
M anom etrické stan o v en í m nožstv í ribonukleasy  v e  tk án ích  . . . .
M anom etrické m ěřeni š těp en í b ílkovin  a  p e p tid ů  ................................
M anom etrické určení a k tiv ity  an h y d rasy  kys. u h l i č i t é .......................
U rčení a k tiv ity  n ěk te rý ch  enzym ů a  enzym ových sy s tém ů  (tabu lka)
E nzym ové je d y  ( in h ib ito ry ) ...............................................................................
T eorie m echanism u působení in h ib ito rů  n a  a k tiv itu  enzym u . . •
P o u ž ití in h ib ito rů  p ř i  s tu d iu  m etabolických  pochodů  .......................
N ejdůležitější enzym ové je d y  a  je jich  p o u ž i t í ..........................................
In h ib ito ry  dýchacího  ře tězu  ..........................................................................
In h ib ito ry  o x y d a tiv n í f o s f o r y l a c e .................................................................
In h ib ito ry  cyk lu  k y s. c i t r ó n o v é .....................................................................
In h ib ito ry  th io lovýeh  s k u p i n ..........................................................................
In h ib ito ry  fo s fo ry la č n i ........................................................................................
In h ib ito ry  m etabolism u am in o k y se lin ............................................................
In h ib ito ry  sy n th esy  b ílkovin  (J . C h a l o u p k a ) .....................................
In h ib ito ry  c h o l i n e s t e r a s ....................................................................................
In h ib ito ry  f o t o s y n t h e s y ...................................................................................

351
351
356
357 
357
359
360 
362 
362
364
365
366
367

368 
368
370
371
372 
374 
374 
379 
384 
384
389
390
393
394
397
398
399 
399

11



12.2.3.10. N ěk teré  jiné in h ib ito ry  ........................................................................................ 400
12.3. Literatura ................................................................................................................... 401

K ap ito la  13. (L . K o v á č )

T hu n b erg o v a  tech n ik a  a  p říbuzné m etody
13.1 P o u ž ití um ělých  ak cep to rú  e lek tronů  ...................................................................407
13.2. T hu n b erg o v a  t e c h n i k a ..................................................................................................410
13.3. P o u ž ití j in ý c h  um ělých  ak cep to rú  e lek tronů  ....................................................412

13.3.1. 2 ,6 -D ick lo rfen o lin d o fen o l............................................................................................. 412
13.3.2. F e r r ik y a n id .........................................................................................................................413
13.3.3. T etrazo liové s o l i ................................................................................................................413
13.3.4. F e n a z im n e th o s u l f á t .......................................................................................................414

13.4. S tan o v en í hydrogenační a k tiv ity  d e h y d r o g e n a s ............................................... 414
13.5. Literatura .........................................................................................................................415

K a p ito la  14. (A . K l e in z e l l e r )
P oužití m anoraetrických  m eto d  p ři s tu d iu  m etabolism u a  in te rp retace  
výsledků

14.1. N ěk teré  m etodologické a s p e k t y ............................................................................... 417
14.2. M ěření sp o třeb y  0 2.....................................................................................................  422

14.2.1. M ěření oxydace su b s trá tu  .........................................................................................422
14.2.2. K v a n tita tiv n í m ěření oxydace s u b s t r á t u ............................................................. 425
14.2.3. O xydativn í asim ilace  ..................................................................................................427
14.2.4. P o u ž ití m ěřen í sp o třeb y  0 2 ke s tu d iu  in te rm ediárn ího  m etab o lism u . . 428
14.2.5. S im ultánn i a d ap tac e  a  je jí m ě ř e n í .....................................................................  429
14.2.6. M anom etrické m ěřen í rů s tu  m ik roorgan ism ů........................................................ 431
14.2.7. M ěření b ak teric idn iho  a  bak te rio s ta tick éh o  ú č inku  .......................................434
14.2.8. M anom etrické m ěření biochem ické sp o třeb y  kyslíku  odpadních  vod. 436

14.3. Současné m ěřen i sp o třeb y  0 2 a  tv o rb y  (nebo spo třeby) N a H C 0 3.
(M ěření oxydace organických kyselin  nebo tv o rb y  karboxylových 
skupin) .............................................................................................................................436

14.4. ‘ M ěření dýchacího (respiratorního) k v o c i e n t u ................................................... 439
14.5. M anom etrické sledování m etabolických  b ilan c í....................................................442
14.6. M ěření o x y d a tiv n í fosforylace (A . K o t y k ) ........................................................ 444

14.6.1. M ěření o x y d a tiv n í fosforylace chem ickou m etodou  .......................................445
14.6.2. S pektrofo tom etrické m ěřen í o x y d a tiv n í fosforylace pom ocí згР  . . .  445
14.6.3. M ěření o x y d a tiv n í fosforylace pom ocí akcep torového  systém u . . . .  446
14.6.4. U rčení fosforylačního kvo c ien tu  v  celých b u ň k ách  výpočtem  . . . .  447

14.7. M ěření kvo c ien tu  dýchací (respirační) k o n t r o l y ............................................... 447
14.8. S ledování an aerobn ího  m e ta b o li s m u ...................................................................... 448

14.8.1. M anom etrické m ěřen í dehydrogenační a k tiv i ty ....................................................448
14.8.1.1. M etoda podle R e i d a ......................................................................................................448
14.8.1.2. M etoda  podle Q u aste la  a  W h e a t l e y e ......................................................................449
14.8.1.3. M etoda  pod le  H o ch ste ra  a  Q u a s t e l a ......................................................................449

14.8.2. D ism u tačn i r e a k c e ...........................................................................................................450
14.9. P a s te u rů v  e fek t a  jeho  m ěřen í ...............................................................................452

14.9.1. M ěření P a s te u ro v a  efek tu  ........................................................................................ 452
14.9.2. C rab treeův  e fek t (A K o t y k )  ...............................................................................453

14.10. M anom etrické sledování k v asn ý ch  pochodů  ................................................... 454
14.11. M anom etrické m ěřen í hydrogenasové a k t i v i t y ....................................................454

14.11.1. M anom etrické m ěřen í hydrogenasové a k tiv ity  při použití m olekulár­
n íh o  k y slík u  ja k o  ak cep to rú  ....................................................................................455

14.11.2. M anom etrické m ěřen í hydrogenasové a k tiv ity  p ř i  p o užití anorganic­
kého nebo o rgan ického  ak cep to rú  H 2 .................................................................456

14.12. M ěření tv o r b j 'H 2 ze  s u b s trá tu  v  něk te rý ch  b a k t e r i í c h ................................. 456
14.13. M ěření fixace d u s í k u ...................................................................................................... 457
14.14. M anom etrické m ěření transam inačn í a k t i v i t y ................................................... 457

12



14.15. M anom etrické m ěřen í S tick landovy  r e a k c e .........................................................458
14.16. M anom etrické m ěřen í fo tosyn thesy  zelených r o s t l i n ...................................... 458

14.16.1. N ěk teré  p o j m y ................................................................................................................458
14.16.2. M ěření fo tosyn thetické  vým ěny p lynů  a  asim ilačního kvocien tu  . . . 460

14.16.2.1. M ěření tv o rb y  Oa a  sp o třeb y  C 0 2 nepřím ou W arburgovou  m etodou . . 461
14.16.2.2. M ěření vým ěny 0 2 a  C 0 2 v  jedné nád o b ce .............................................................462
14.16.2.3. M ěření fo tosyn thetické  tv o rb y  0 2 s  pom oc! C 0 2-pufru  . ............................. 462

14.16.3. M anom etrické m ěření in ten sity  světelné energie (m anom etrický  ak tino-
m e t r ) ................................................................................................................................. 462

14.16.4. M ěření kvan to v éh o  v ý těžk u  p ři f o t o s y n t h e s e .................................................... 463
14.16.5. M anom etrické m ěření H illovy  r e a k c e .......................................................................464
14.16.6. M anom etrické m ěření fo tofosforylačních p o c h o d ů ...........................................466

14.16.6.1. M anom etrické m ěření anaerobní (cyklické) f o to f o s f o r y l a c e ........................ 466
14.16.6.2. M ěření fo tosyn thetické  (necyklické) f o s f o r y l a c e ............................................... 466

14.16.7. M anom etrické m ěření fo tooxydační a k tiv ity  .................................................... 466
14.16.8. N ěk teré  jiné  m etody  s tu d ia  fo tosyn thetických  p o c h o d ů ..................................467

14.17. Literatura ......................................................................................................................... 467

K ap ito la  15. (A. K l e in z e l l e r )

Speciální analy tické m anom etrické m eto d y  471

15.1. A nalysa  p ly n ů  a  p ly n n ý ch  sm ěsí ..................................................................... 471
15.1.1. M anom etrické stan o v en í o bsahu  C 0 2 ve sm ěsi p l y n ů ...................................... 472
15.1.2. M anom etrické stan o v en í m alých  m nožstv í 0 2 v e  sm ěsi p ly n u  . . . .  474

15.1.2.1. M anom etrické stan o v en í O . s  p y rogalo lem .............................................................474
15.1.2.2. S tanovení C 2 v  p ly n n ý ch  sm ěsích, obsahujících  0 O 2 ......................................474

15.2. M anom etrické stan o v en í m alých m nožstv í Cu a  F e  (p řípadně  i M n ). . 475
15.3. M anom etrické stanoven i u h l í k u .........................................   476
15.4. M anom etrická m ikrohydrogenace organických s l o u č e n i n ............................. 477
15.5. M anom etrická o xydace organických sloučenin ................................................478
15.6. M anom etrické stanoven í těk av ý ch  l á t e k ............................................................. 479
15.7. M anom etrická titra c e  kyselin  a  zásad  ..................................................................479
15.8. M anom etrické u rčen í th io lo v é  s k u p in y ...................    480
15.9. M anom etrické stan o v en í g l u k o s y ........................................................................... 481
15.10. M anom etrické stanoven í a - k e to k y s e l in ............................  482

15.10.1. M anom etrické stanoven í a-ketokyselin  síranem  c e r i č i t ý m ............................. 482
15.10.2. M anom etrické stanoven í k y s. py rohroznové  .................................................... 483

15.11. M anom etrické stanoven í j8 -k e to k y se lin ..................................................................485
15.11.1. M anom etrické stanoven í k y s. oxaloctové a  (a c o to m lé č n é ) ............................. 485
15.11.2. M anom etrické stan o v en í /?-ketokyselin (kys. acetootové a  kys.

o x a lo c to v é ) .........................................................................................................................486
15.12. M anom etrické stanoven í kys. jan ta ro v é  ..............................................................487
15.13. M anom etrické stanoven í kys. a - k e to g lu ta ro v é .................................................... 490
15.14. M anom etrické stanoven í kys. fum arové  a  j a b l e č n é ........................................... 491

15.14.1. M anom etrické stanoven í kys. fum arové  (a  j a b l e č n é ) ...................................... 491
15.14.2. M anom etrické stanoven í k y s. L-jablečné (a  fu m arové)...................................... 492

15.15. M anom etrické stanoven í kys. c is -a k o n ito v ó .........................................................493
15.16. M anom etrické stanoven í k y s. k ro tonové  a  v iny loc tové  (a  jin ý ch  nižších

nenasycených m astn ý ch  kyselin) ...........................................................................494
15.17. M anom etrické s tan o v en í k y s. m rav en čí . ..... ..................................................495
15.18. M anom etrické stanoven í a m in o k y s e l in .........................................  497

15.18.1. S tanovení celkových a-am inokyselin  pom ocí N -B r-sukcin im idu
nebo ch loram inu  T  ...................................................................................................... 498

15.18.2. S tanovení kys. r.-( +  )-asparagové a  L -asparaginu ..........................................499
15.18.2.1. S tanovení kys. i.-asparagové a  L -asparaginu specifickou

d e k a rb o x y la s o u ............................................................................................................... 499
15.18.2.2. S tan o v en í kys. asparagové podle B rau n šte jn a  a  spo luprác ........................ 500
15.18.2.3. M anom etrické stanoven í r.-asparagové k ys., L -asparaginu

a  kys. a - k e to g lu ta r o v é .................................................................................................. 501
15.18.3. S tanovení kys. L-(-(-)-glutam ové a  L - g lu ta m in u ...............................................503

13



15.18.4 Současné stanoven í am inodikarbonových  kyselin  a  je jich  am idů . . . 504
15.18.5. S tan o v en í L-( +  ) - ly s in u ................................................................................................. 505
15.18.6. M anom etrické stan o v en i L-( +  ) - a r g i n i n u .............................................................506

15.18.6.1. S tanovení L-( +  )-argininu dekarboxy lasou  ........................................................507
15.18.6.2. S tanoveni a rg in inu  pom ocí a rg in asy  a  u r e a s y ...................................................507

15.18.7. M anom etrické stan o v en í o m ith in u  ......................................................................508
15.18.8. S tan o v en í L-(—) - h i s t i d i n u ........................................................................................ 508
15.18.9. S tanovení L-(—)- ty ro s in u .............................................................................................509

15.19. M anom etrické stan o v en í m očoviny ......................................................................510
15.20. M anom etrické stanoven í p u r i n ů ............................................................................... 511

15.20.1. S tanovení h y p o x an th in u  a  x a n t h i n u ......................................................................511
15.20.2. M anom etrické stanoven í kys. m očové a  a l a n t o i n u .......................................... 513

15.21. M anom etrické stanoven í redukovaného  a  oxydovaného g lu ta th io n u  513
15.22. M anom etrické stanoven í něk te rý ch  koenzym ů a  v itam inů  ........................ 515

15.22.1. M anom etrické stanoven í pyridoxalfosfá tu  a  p y r id o x a lu ................................. 516
15.22.2. M anom etrické stan o v en í F A D ....................................................................................516
15.22.3. M anom etrické stan o v en í NA D  v e  tk án ích  ........................................................ 517
15.22.4. S tan o v en í th ia m in  p y ro fo sfá tu ....................................................................................518
15.22.5. M anom etrické stanoven í k y s. a s k o r b o v é .............................................................519

15.22.5.1. O xydace kys. askorbové benzochinonem  pod le  W arb u rg a  a  K rip p a h la  519
15.22.5.2. A k tiv ace  m yroy l su lfa tasy  kys. askorbovou  ................................................... 520

15.22.6. M anom etrické stanoven í v ita m in u  B 1 2 .................................................................520
15.22.7. M anom etrické stanoven í n ěk te rý ch  jiných  koenzym ů a  v itam inů  . . 520

15.23. M anom etrické stan o v en í e t h y l e n u ...........................................................................520
15.24. M anom etrická ak tin o m etrie  R o en tg en o v a  z á ř e n í ...............................................522
15.25. N ěk teré  další p řík lad y  p o užití m anom etrických  m e t o d .................................523
15.26. Literatura .........................................................................................................................523

K a p ito la  16. (A. K l e i n z e l l e r )

Z á v ě r ............................................................................................................................ 527
V ěcný  re js třík  ..........................................................................................................531

14


