Navody pro praktika z Fyziologie Zivo¢ichu a ¢lovéka — verze 2019

Z kazdeé ulohy kazda skupina vypracuje strucny protokol — namérend data — vypocet — vysledky, pokud mozno
ve formé tabulky, s kratkym komentarem — do 3 — 4 radek. Hotové protokoly odevzdejte do tydne, nejlépe na
papire, nebo elektronicky.
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1. Manometrické stanoveni spotieby Kysliku a produkce CO:

Princip: Spottebu kysliku v plynné fazi miizeme méfit v otevieném (pratokovém) nebo uzavieném systému.
Pro méfeni v uzavienych systémech jsou vyhodné manometrické metody. Respirujici organismus (v naSem
ptipadé plostice ruménice pospolnd) spotfebovava kyslik a vydechuje oxid uhlicity.

Manometrické metody se dé€li podle dvou zékladnich principti méfeni na méteni za konstantniho tlaku a
za konstantniho objemu. Zmény druhého z uvedenych faktorti pak slouzi k vypoctu zmény mnozstvi plynu v
soustaveé. My pouzijeme Warburgova piistroje, ktery je zaloZzen na druhém principu - zmény tlaku
za konstantniho objemu nam budou slouzit k vypoctu spotteby kysliku.

Pti vypoctech musime brat v tvahu pripadné zmény atmosférického tlaku (protoze odecitdme zmény
tlaku proti ovzdusi) a vykyvy teploty vodni 1azné, které mohly nastat béhem méteni. Pro tuto korekci slouzi
méieni na termobarometru, tj. kontrolni manometr s prazdnou banickou, které provadime soucasné s vlastnim
méfenim.

Pti oxidaci sacharidi (RQ =1) zddnou zménu tlaku nezaznamename, protoze ubytek kysliku je prave
kompenzovan piibytkem CO,. Pfi méfeni spotieby O: je proto v respirometrické bani¢ce umistén slozeny
filtra¢ni papirek (30 x 20 mm) s louhem, ktery pohlcuje vydychany oxid uhli¢ity. Vztah mezi objemem
méficiho systému (barka + kapildra manometru az po hladinu manometrické kapaliny), teplotou a zménami
tlaku je odvozen ze stavové rovnice plynt.

Respirometr se skldda ze tii Casti: a) termostatické 1azné (nase ldazen nema

ﬂ termoregulaci ani michani, proto jeji teplota je blizka teploté okolniho
vzduchu a tak nedojde ke zméenam, ktere by termobarometr nezkompenzoval),

b) baiiky, ktera obsahuje pokusné objekty (plostice) a pti méteni spotieby Oa
papirek nasékly hydroxidem, ¢) manometru. Manometry jsou U-trubice
do poloviny naplnéné kapalinou. Jeji hladinu 1ze upravovat tlackou, ktera je

b) na rezervoarku napojeném T-kusem v ohbi trubice. Ramena U-trubice maji
milimetrovou stupnici. Jedno z nich je nahote oteviené do atmosféry, na
druhém je ventil (kohout), kterym mtize byt uzavieno; na toto rameno
manometru je postranni kapilarni trubici napojena banicka, ktera se ptipojuje
k manometru zabrusem.
Pozor tmayy puntik na ventilu (kohoutu) musi byt pii jeho uzaviceni

obrdcen vzhiru!
AR

Cil: Pii této tloze provedeme dvé méreni - nejprve budeme méfit zménu

tlaku vzniklou rozdilem mezi spotiebovanym kyslikem a vydychanym

CO2. Pak pokus prerusime, do stfedniho kominku baiiky vlozime filtra¢ni
papir ovlh¢eny louhem a stanovime spotiebu kysliku. Z rozdilu obou hodnot (pozor na znaménka!)
vypocteme produkei COz2 a respiracni kvocient (RQ =CQO2/ O2).

Pomiicky: plostice, entomologicka pinzeta, respirometr, tuk na zabrusy, vahy, filtrani papir, pipeta, 1M
NaOH



Postup: 1) Zvazime 4 - 5 plostic v malé Petriho misce.

2) Do bariky (b) manometru je vlozime pinzetou. Otevieme kohout na manometru. Na zabrus na manometru
naneseme tfi tenké prouzky tuku; jednou rukou ptidrzime ohbi postranni trubky nad zdbrusem a druhou rukou
krouzivym pohybem nasadime banicku a jesté za stalého tlaku pooto¢ime. Zajistime banicku perky nebo
gumovymi krouzky. Obdobné promazeme i ostatni zabrusy (zatku na postrannim raménku barky, kohout na
manometru).

3) Manometr s nasazenou bankou zasuneme do drzaku pod vlastni lazni tak, aby banky byly zcela potopené.
Tlackou upravime vysku manometrické tekutiny v uzavieném ramenu na vhodnou znacku, zpravidla uprostied
stupnice (150 mm) a nechame nejméné 10 min. vytemperovat.

4) Po vytemperovani uzavieme kohout, a ve vhodnych ¢asovych intervalech - cca 10-ti minutovych -
nastavime tlackou hladinu manometrické kapaliny na pivodni znacku a ode¢teme vySku v otevieném
ramenu manometru. Paraleln¢ s pokusnym manometrem odecitdme stejnym zplsobem také zmény na
termobarometru. Pozor na znaménko této korekce!

5) Zmény hladiny odecteme 3x a udaje zaznamename do tabulky. Pak otevieme ventil a vyjmeme manometr
z lazn€. Sejmeme banicku z manometru. Do prostfedniho kominku napipetujeme 0,2 ml 1 M NaOH
(nepotiisnit plostice!) a vlozime slozeny kousek filtraéniho papiru cca 30x20 mm. Banicku opét nasadime na
manometr, zajistime perky a vlozime na 10 minut teplotn¢ vyrovnat do lazné. Kohout opét uzavieme a znovu
3x v 10 minutovych intervalech odecteme zmény tlaku jako v prvé ¢asti pokusu.

6) Ukoncime pokus:

a) Otevieme ventil

b) Vyjmeme manometr z lazn¢ a vratime zpét do stojanu.

c¢) Povolime zajist'ovaci perka nebo gumicky, jednou rukou zajistime postrani raménko
manometru a krouzivym pohybem stahneme banicku ze zabrusu.

d) Vatou nebo bunic¢inou ocistime zhruba zabrus, pinzetou vyjmeme plostice a papirek
z louhu, banicku dikladné vyplachneme.

Vypocet: vychézi ze stavové rovnice p*V = R*T. Z ni odvodime pro kazdou banicku konstantu (K), kterou
nasobime zmény tlaku vyjadiené v mm manometrické tekutiny. Manometricka tekutina ma hustotu, pii niz
standardni atmosféricky tlak odpovida 10 000 mm manometrické (Brodieho) tekutiny. Aby vysledky byly
srovnatelngé, prepocitavame vSechny objemové udaje o plynech na normalni tlak a teplotu. Pro nas jednoduchy

piipad (mizeme zanedbat mnozstvi vodni faze v soustavé) vypocteme konstantu banicky K takto:

Vo .— Vp=Vt-Va('VOH)

kde Vp je objem plynu v bani¢ce v mm?>, Vije celkovy objem banicky (vyzadejte si), Va je objem zvitete, jehoZ
hustota je p = 1, Vou je objem pipetovaného roztoku louhu, T je teplota lazné v K, P, je standardni
barometricky tlak (101,325 kPa) vyjadfeny v mm manometrické (Brodieho) tekutiny Po= 10000 mm.
Spottebu Oz + produkci CO, / spotiebu O2 v ul (X) pak vypocteme takto:

X =K*h

kde h je zména tlaku v systému korigovana na zmény termobarometru a standardni tlak. Odectenou zménu
tlaku (he) je proto tieba jesté korigovat na standardni barometricky tlak:

h= he*pe/101,325
kde peje atmosféricky tlak v kPa v dobé pokusu.
Spotiebu kysliku a produkci CO; ptepoctéte na g hmotnosti plostic a jednotku ¢asu a vyneste do grafu v

zéavislosti na dobé€ pokusu. RQ vypoctéte jako jednu hodnotu pro priimérnou spotiebu O> a primérnou
produkci COs.



2. Méreni spotieby kysliku rybou

Cil: Zméfit spotiebu kysliku vodniho zivo€icha v uzavieném systému, kyslik stanovit paralelné chemickou
Winklerovou metodou a polarograficky.

Winkler - princip stanoveni: Rybu uzavieme do nadoby, ktera je beze zbytku naplnéna dobie provzdusnénou
vodou. Stanovime obsah kysliku ve vodé obéma metodami na pocatku a na konci méteni. Z nalezeného rozdilu
koncentraci, z objemu nadoby, z doby pokusu a z hmotnosti ryby vypocteme jeji spotiebu Oz na hodinu pokusu
a gram hmotnosti Zivocicha.

Pomiicky a chemikalie: ryba, prachovnice, erlenka, hadicka, 6 ocislovanych reagen¢nich lahvic¢ek (50 ml),
kyselinovzdorna podlozka, 3 pipety, byreta, titra¢ni banka, kapatko; reagencie W1 (koncentrovany roztok
MnSO0s), W2 (alkalicky roztok jodidu: KI +NaOH), 0,01 M roztok Na»S>03, roztok skrobu.

Zkusmé stanoveni kysliku (3 paralelky): Oc¢islujeme reagen¢ni lahvicky. Hadickou si naplnime z velké PE
konve s dobte provzdusnénou vodou tii reagencni lahvicky vodou (vzit tieti objem -postavime reag. lahvicku
do kadinky, hadicku zavedeme ke dnu lahvicky a nechdme pretéct 2 objemy lahvicky do podstavené kadinky),
uzavieme je a stanovime koncentrace kysliku dle nasledujiciho navodu. Pokud je rozptyl titracnich objemi
prijatelny, ovétili jste si zvladnuti metody a miizete pokracovat vlastnim pokusem podle navodu na dalsi
stran€.

Postup:

a) stanoveni koncentrace kysliku (Winkler):

Princip metody: Rozpustény kyslik reaguje s Cerstvé vysrazenym hydroxidem manganatym (bild srazenina,

vznika po pridani reagencii W1 -roztok MnSO4 a W2 -roztok NaOH + KI ke vzorku) a oxiduje jej na hnédé

vyssi hydroxidy manganu. Po okyseleni vicemocny mangan oxiduje jodid na jod, ktery se stanovi titraci
thiosiranem. Mnozstvi jodu je stechiometricky imérné mnozstvi kysliku ve vzorku. Poznamka: Béhem celého
stanoveni se snazte pracovat rychle, abyste co nejvice omezili difuzi O: ze vzduchu do vzorku a tim
nadhodnoceni vysledné koncentrace kysliku ve vzorku. Zaroven nesmi pri uzavirani reag. lahvicek vzniknout
bublina (vzniku bubliny muzeme zamezit navlhéenim zatky lahvicky pred uzaviranim).

Postup stanoveni O»:

1) Odebereme vzorek vody k analyze: stanovovanou vodu piesifonujeme hadickou do 50-ml reagenéni
lahvicky, k analyze vezmeme az tieti objem lahvi¢ky). Stanoveni délame v triplikatech.

2) Do lahvicky piidame 0,5 ml reag. W1 a ihned 0,5 ml reag. W2. Lahvicku rychle zazatkujeme, n¢kolikrat
rychle prevratime a dobie promichame obsah (vznikne hnédava srazenina). Poznamka: Reagencie
pridavame tak, aby spicka pipety byla pod hladinou vody, tézké reagencie klesaji ke dnu. Pipety
nezaméiiujeme, pokud se nam to ,,podari*, odlijeme nekolik ml kys. sirové do malé kadinky a srazeninu z
pipety opatrné vymyjeme ziedénou kys. sirovou!!

3) Pockame az se hnédava srazenina usadi v dolni polovin€ vysky lahvic¢ky. Lahvic¢ku opatrné otevieme,
stejnym zplisobem jako u prvych dvou reagencii ptidame 0,5 ml konc. kyseliny sirové (v kyseléem prostredi
vys$si hydroxidy Mn oxiduji jodid na jod, rozpusteni srazeniny), lahvicku rychle zazatkujeme, opakovanym
pievracenim jeji obsah promichame a nechame stat asi 10 min ve tmé (ve stole) na kyselinovzdorné
podloZce. Pozor na $aty, kys. sirova je ma rada, Zere je --> diry !!!

4) Po 10 minutach lahvicku n€kolikrat ptevratime, odpipetujeme 50 ml vzorku (je to roztok jodu!) do titracni
batiky a titrujeme 0,01 M roztokem thiosiranu. Zlutd barva jodu postupné mizi (jod se redukuje zpét na
jodid). Pred koncem titrace pifidame ne€kolik kapek roztoku skrobu a opatrné dotitrujeme do tplného

v

hodnotou by nemél piesahovat 0,2 ml thiosiranu u zacatecnika a 0,02 ml thiosiranu u zkuseného. Pokud
naSe hodnoty tento idaj pfesahuji, celé stanoveni zopakujeme (vSechny tfi paralelky).
Vysledky piepocteme na koncentraci kysliku:

1 ml 0,01 M S$:0:* < 56 pul O
a dale na spotiebu (ad c)).



b) polarografické stanoveni koncentrace kysliku (Clarkova elektroda)

Princip: Méficim ¢idlem je ¢lanek z méfici elektrody — Pt nebo Au a referencni elektrody, zpravidla AgCl,
nebo kalomelové. Elektrolytem je ca 0,1 M KCI, mezi obé elektrody je vloZen potencial ca -600mV. Clanek je
od méfeného roztoku oddélen tenkou plastovou membranou (napt PE, PP, teflon), ptes kterou difunduji
rozpusténé plyny, ale nikoli ionty (ani z elektrolytu, ani z méfeného roztoku). Na Ag- katod¢ dochazi k redukci
07 na vodu, proud mezi elektrodami je umérny rychlosti difuze kysliku pfes membranu a (ostatni podminky se
nemeéni), rychlost difuse je umérna koncentraci kysliku v méfeném mediu. Pokud je plocha katody vési nez ca
300um? (to je nas piipad), zasahuje difuzni gradient do méfeného roztoku a pro dosaZeni konstantnich hodnot
je tfeba michat meéfenym roztokem.

Pted vlastnim métenim ¢lanek kalibrujeme:

1) Odpojte ¢lanek — ¢idlo od métidla

2) Horni piepina¢ na métidle piesuiite do polohy ON, zkontrolujte, zda idaj je blizko 0, vypnéte..

3) Opatrné sundejte Cerveny plastovy kryt, ¢lanek zasuiite zatkou do dolniho vytokového otvoru irigatoru.

4) Ptipravte si pokusnou nadobu (irigator) k méfeni: zvazte (na vahéach o vazivosti 6 kg) prazdny irigator
véetné Cidla, michatka a kryciho hodinéiského skla, pak jej zcela napliite vodou, rozdil obou hmotnosti
odpovida objemu. Irigator plnime z PE konve sifonovanim hadici.

5) Meéftici €lanek pripojte opét k méfidlu.- Sipka na konektoru smérem napisu INPUT - a znovu zapojte (horni
piepinac¢ na ON).

6) Plny irigator postavte na magnetickou michacku a zapojte michani. AZ se idaj na ukazateli pfestane ménit —
ca Imin. — nastavte trimmer O2 CAL na hodnotu vypoctenou z aktudlniho barometrického tlaku — kolem
8.8, to je primérna koncentrace O» ve vodé v mg O2/1, ktera je v rovnovaze se vzduchem v C. Budg&jovicich,
nastavime ale podle aktualniho barometrického tlaku (tu kalibracni hodnotu Vam sdélime). Nezapomeiite na
konverzi jednotek na ml O2/1 .

Nakalibrovanym pfistrojem métime ve vod¢ za stalého michani, na membranu elektrody se nesaha!

¢) Vlastni méreni spotieby kysliku:

Polarografickym ¢lankem métime obsah kysliku po celou dobu pokusu a za stalého michani, tidaje
odecitame v 10 ml intervalech. Z PE konve naplnime sifonovanim tfi malé (50 ml) reagencni lahvicky (opét
nechdame vodu pretékat a vezmeme az tieti objem reag. lahvicky). Pteteklou vodu vratime do konve. Do
reagencnich lahvic¢ek ihned pfiddme prvé dvé reagencie (W1 a W2) na stanoveni kysliku dle Winklera.
Zmé&fime teplotu vody v irigatoru. Do néj vpustime 2 — 3 ryby o zndmé hmotnosti a asi po 30 sec. (ryby
vypusti bubliny, které mély v Gstni nebo skietové duting) irigator uzavieme krycim sklem- bez bubliny!.
Ptipadné chybéjici vodu doplnime z PE konve. Zaznamename €as a nechdme stat na zapnutém michadle
asi 60 minut ptikryty ru¢nikem; v 10-min. intervalech polarograficky métime konc. O».

Na konci pokusu zaznamename posledni méteny tdaj, zastavime michéni, irigdtor otevieme a tenkou
hadickou odsifonujeme vzorky do tfi dalSich reagenc¢nich lahvic¢ek (zachytime vzdy az treti objem). Ve vSech
Sesti lahvickach stanovime koncentraci kysliku titraci.

Z dat ziskanych obéma metodami vypocitame spotiebu kysliku na 1g hmotnosti a hodinu trvani pokusu

(ul O>*g”'*h ™ a vysledky porovname.

Vsechny pomtcky uklidime, méfici ¢lanek vyjmeme z irigatoru, odpojime od elektronické Casti, tu vypneme
(OFF), na méfici ¢lanek opét opatrné — jen na $pic¢ku - nasadime Cervenou ochranou ¢epicku. Nadobi
vyplachneme nejprve vodovodni, pak ¢istou vodou.



3. Méreni spotieby Kysliku savcii - ¢lovéka

Uloha ma ukézat jak velké mnozstvi energie je nezbytné pro zajisténi pribchu zivotnich dé&jt vétsinou
homoiotermnich (endotermnich) zivoc¢isnych druhti (hrabos, morce, ¢lovek)

K realizaci zivotnich d&ju je tfeba energie. Pievazna vétSina energie se ziskava oxidaci sacharidu, tuki a
bilkovin kyslikem. Kone¢nym produktem vsech biologickych pochodil je teplo. Mezi spotfebou kysliku a
produkeci tepla z oxidovanych zivin existuje pfimo imérny vztah. Spotiebou 1 litru kysliku se uvolni kolem 20
kJ tepla (= kaloricky ekvivalent)

Ptipomeiite si, jaky vztah je mezi klidovou spotiebou kysliku a hmotnosti zZivoc€icha.

O kolik se zvysi spotieba kysliku pii praci?

Cilem pokusu je:

1. zméfit zavislost klidového metabolismu na hmotnosti u ¢lovéka, morcete a mysi (piip. zelvy) a ovéfit
ucebnicovy vztah

2. zjistit, jak ovliviiuje spotiebu kysliku ¢loveéka svalova prace.

3. odhadnout ptiblizné energetické naroky ¢lovéka v pribéhu dne a zjistit kolik riznych zivin k tomu
potiebuje.

Potieby:

Respirometr s paramagnetickym analyzatorem kysliku, ergometr, metabolicka komurka, pocita¢, fonendoskop,
lidé, morcata, mysi.

Pracovni postup:

1. Ucastnici praktika se rozdéli na tfi¢lenné skupiny.

2. Vsichni se seznami s pfistrojovym vybavenim a s jeho ovladanim.

3. Pokusna osoba se zvazi a spoji s piistroji, ostatni zaznamenavaji data.

4. Po dobu 5-10 min bude métena klidova spotieba kysliku a frekvence srdecnich stahti sediciho posluchace u
jedné skupiny leziciho.

5. Po dobu ca 5 min se bude méfit spotieba kysliku a srdecni ¢innost probanda pracujiciho na ergometru
intenzitou 40 W, na dalSich ca 5 min se jeho usili zdvojnasobi (na 80W), poslednich 10 min je sledovan
op¢t v klidu.

6. Vysledky vyhodnotte a kazdéa skupina vypracuje sviij protokol, zahrne do néj 1 data ziskana na mysi,
morceti a piipadné i1 zelve.

7. Koncept protokolu ptedlozi pied odchodem vedoucimu praktika k nahlédnuti.

Délka pokusu: ca 45 min.

Funkce pristroje:

Na pocatku pokusu nechdme 2 — 3 min. proudit vzduch mimo masku- to je kontrolni méreni, podle této
hodnoty a barometrického tlaku nakalibrujeme na pocitaci rozsah

Vzduchova pumpa nasava vzduch, z jeho drahy si méfena osoba odebira do plic a opét vraci ¢ast proudu
vzduchu pies masku. Ten dale prochazi ptes jeden ze tii digitalnich pritokomért (lisi se rozsahem), pak se
vétsina vzduchu odpusti a maly vzorek — kolem 100 ml/min — protéka paramagnetickym analyzatorem a ob¢
veli¢iny, pratok a koncentrace kysliku ve vydychaném vzduchu jsou monitorovany pocitacem, soucin pratoku
a poklesu konc. O» proti kontrolnimu méfeni je jeho spotieba.

Obé cidla (pritokomér a paramagneticky analyzator) reaguji na hmotnost plynd, pritokoméry byly jiz pfi
vyrobe¢ kalibrovany na vzduch pii NTP (normal temperature and pressure — normalni tlak a teplota), pii
kontrolnim méfenti je tfeba pfistroj nastavit podle tlaku a teploty pti pokusu.



Obr. 1. Schéma pristroje:
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vzduchova pratokomér
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Je to metabolimetr otevieného systému: pumpa nasava vzduch z masky, ktera ma ventily umoznujici
staly pratok vzduchu, pokusna osoba ¢i zvite vydechuje do tohoto proudu vzduch z plic, jeho mnozstvi se méti
elektronickym pratokomérem, piebytek vzduchu se odfukuje stranou a do O2 senzoru jde jen mala Cast
celkového pritoku, podil téchto dvou cest nastavujeme na rotametrovém prutokoméru podle spotieby kysliku a
tedy velikosti zivocicha.

V elektronickém pritokoméru se méfi odpor nahiivaného dratu, ktery je chlazen tim vice, ¢im vice
plynu kolem néj proudi, s klesajici teplotou klesa el. odpor dratu.

Paramagneticky senzor (PAROX) je zalozen na pomérn¢ vysoké magnetické permeabilité O
v porovnani s jinymi plyny, kyslik je tedy paramagneticky, ma slabé vlastni magnet. pole. Mala sklenéna
nadobka ve tvaru ¢inky je naplnéna N3, je tedy diamagneticka, je volné zavéSena v nehomogennim
magnetickém poli a nataci se v tomto poli silou, kterd je imérna (para)magnetické permeabilité smési plynt
ve vzorku, ktery komirkou protéka a tedy na obsahu kysliku. Vychylka je zaznamenana optickym systémem
ze zdroje svétla, zrcatkem na ose Cinky a dvojici detektorti, mezi nimi vznikne potencialovy rozdil, ktery po
zesileni polohu kompenzuje v zavitech dratu kolem kulicek ¢inky. . Rozdil mezi proudem udrzujicim ¢inku
v rovnovaze v neptitomnosti O; a pfi jeho méfeném obsahu je tmérny obsahu O» v protékajicim plynu, objem
detektoru je jen cca 3 ml.

gasin

= Obr. 2. Schéma paramagnetického senzoru O>
1- permanentni magnety, 2-,,Cinka* plnéna N,
3- zrcatko na ose Cinky, 4- zavity dratu kolem
,»Cinky*
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Figure 1 gas out



Priprava respirometru / metabolimetru k méreni
Na vstupu vzduchu do pump musi byt namontovany filtr k zachyceni prachovych Castic a pied Cidlem suSici
kolonka CaCl>.

Zapnuti pristroje Vypnuti pristroje — kroky néasleduji v opaéném
1) uvolnime zatku na plynovém vystupu z PAROXu | potadi :
2) zapojime metabolimetr do sité 1) vyradime sbér dat, sunddme masku a
3) otevieme naplno ventil u zvoleného priitokoméru, transformatorek PAROXu vysuneme ze
ostatni ventily se zlutymi kiidélky jsou uzaviené zasuvky.
4) naplno povolime tlacku na odfuku, ventil u 2) Kohoutem otevieme odfuk naplno
rotametru je uzavieny 3) otevieme ventil u pritokoméru naplno
5) zapojime pumpu (zastrcku transformatorku do
zasuvky) , stavajici pumpa ma vykon asi 100 4) odpojime pumpu od zdroje
I/min., lze ji seskrtit na pratok 30 I/min., ne méné. | 5) odpojime od sité¢ cely metabolimetr
6) po cca 15 sekundach opatrné ventilem u 6) zatkou uzavieme vzduchovy vystup z PAROXu
respirometru seSkrtime priitok na pozadovanou 7) upln¢ uzavieme ventil rotametru
hodnotu, ale ne méné nez 30 1/min.
7) Cerveny kohout na odfuku pfivieme opatrné tak,
aby plovék rotametru na vzduchovém vstupu do
PAROXu se ustalil na 100 dilcich
8) zapojeni PAROXu (transf. do zasuvky)
9) nasazeni dychaci masky a nastaveni sbéru dat na
pocitaci.

Vypocet energetickych narokii ¢lovéka:

Kde FeO2 je zlomkova koncentrace
— E
Spottaba 0, - Q205 POV 1, | ik (02 odpovida 20%)
1-0,2095+0,85*(0,2095- FeO2) a 'V je pratok v I/min

Ziskané hodnoty budou odpovidat spotieb¢ kysliku v litrech za 1 hod. Celkovou spottebu kysliku pieved’te na
jednotky tepla (J) nebo prace (W) (=J/sec) a uvadéjte ji i v ml Ox/g/h.

Do grafu zaneste data pro ¢lovéka, morce a mys prepoctena na jednotku hmotnosti (y) proti hmotnosti (x) a
porovnejte s literarnimi udaji.



4. Méreni spotieby kysliku savci - hlodavce

Uloha ma ukazat jak velké mnoZstvi energie je nezbytné pro zajisténi prubéhu zivotnich déji vétSinou
homoiotermnich (endotermnich) zivocisnych druhti.

Cilem pokusu je:
Zmeftit zavislost klidového metabolismu na hmotnosti morcete a mysi a ovéfit uéebnicovy vztah.

Potieby:
Respirometr s elektrochemickym analyzatorem kysliku, metabolickd komtirka, pocita¢, morcata, mysi.

Pracovni postup:

1. Ugastnici praktika se rozdéli na t¥i¢lenné skupiny.

2. Vsichni se seznami s pfistrojovym vybavenim a s jeho ovladanim.

3. Zvéazi se pokusné zvite

4. Po dobu 20 min bude méfena klidova spotieba kysliku zvitete — zvife musi byt klidné.

5. Vysledky vyhodnot'te a kazdé skupina vypracuje sviij protokol, zahrne do néj 1 data ziskana na mysi/morceti
od jiné skupiny.

6. Koncept protokolu ptedlozi pied odchodem vedoucimu praktika k nahlédnuti.

Délka pokusu: ca 45 min.

Funkce pristroje:

Na pocatku pokusu nechame 2 — 3 min. proudit vzduch mimo komoru- to je kontrolni méreni, podle této
hodnoty nakalibrujeme analyzator kysliku.

Z metabolické komory je nasavany vzduch zbavovan vody a je méfen pritok a koncentrace oxidu uhli¢itého i
koncentrace kysliku.

Zmgite spotiebu kysliku morcete/mysi, umisténych v metabolické komtrce po dobu ca 30 min. Priitok nastavte
na 300 az 1000ml/min dle velikosti zvitete. Pfi pokusu dle moznosti zaznamenévejte aktivitu zvifat. Problém
je, ze u zivocichl ptjde nikoli o klidovy a tedy piiblizn€ basalni metabolismus, ale o metabolismus pii néjaké
mirné Grovni aktivity.

Obr. 2. Soustava pfistroje pro méfeni latkové premény mensich Zivocichd.

komora desikant pumpa | |reguldtor priitoku priatokomeér CcO2 02

| S

Vypocet energetickych naroku hlodavce:

5 ~(0,2095— FeO2)*V —0.2095% FeCO?2 Jali: i} Kde V je pritok v ml/min a FeXX
Spotteba O, = 0,7905 2 zlomkovy podil daného plynu ve
Spotieba CO,(zjednodusend)=(FeCO2 —0.0006)*V|mi / min] vzduchu odchazejicim z komory

Ziskané hodnoty budou odpovidat spotiebé kysliku v litrech za 1 hod. Celkovou spotiebu kysliku pfeved’te na
jednotky tepla (J) nebo prace (W) (=J/sec) a uvadéjte ji i v ml O2/g/h.

Do grafu zaneste data pro ¢lovéka, morce a mys piepoctena na jednotku hmotnosti (y) proti hmotnosti (x) a
porovnejte s literarnimi udaji.



5. Vliv svalové prace na kardiovaskularni funkce

Cilem pokusu je prokazat, jak svalova prace ovlivni srdecni ¢innost a krevni tlak

Teorie pokusu:

Zvysené naroky bun¢k na kyslik pfi svalové praci jsou umoznény zrychlenim pratoku krve v jednotlivych
organech. To je umoznéno zvétSenim Cinnosti srdce, predev§im zvySenim frekvence srdecniho tepu a z Casti i
zvétSenim systolického objemu. ZvySeny pritok krve cévami se projevi jako zména krevniho tlaku. Zvyseni
krevniho tlaku nemusi byt pfimo umérné zménam v srdecni frekvenci, ponévadz jeho velikost urcuje 1 odpor
perifernich cév.

Cil pokusu: Zjistéte, o kolik se zméni srdecni frekvence, diastolicky a systolicky krevni tlak u pracujiciho
¢lovéka a jaky je vitah mezi srdecni frekvenci a krevnim tlakem. Jak dlouho trvd, neZ se méiené hodnoty
vrati k normalu?

Potieby:
Tonometry s fonendoskopem

Popis pokusu a pracovni postup:
1. Ucastnici praktika se rozd€li na 3- ¢lenné skupiny. Kazdy si zméfte své parametry a vystiidejte se v roli
zapisovatelll.

2. Frekvence srdecniho tepu a krevni tlak méfte rtutovym tonometrem, jeho manzetu natlakujte (asi na 150
mm Hg), mikrofon fonendoskopu pfilozte na tepnu v zapésti na strané palce, zvolna odpoustéjte tlak. Naucte
se odposlouchat stav, kdy seskrcenim projde systolicky tlak a kdy i diastolicky. Na stupnici tonometru v téchto
okamzicich odectete hodnoty systolického a diastolického tlaku.

4. Nejdiive proved’te meteni klidového stavu, tj. na sedici osobé, kterd sed€la predtim uz alespon 5 min.
Meéieni proved’te 3x a vSechny hodnoty si ptehledné zapiste do ptipravené tabulky.

5. Nasledné pokusna osoba udéla 30 diepii. Proved’te méteni v 1, 3 a 5 min po skonceni prace.
6. Navzajem se vystiidejte v ulohach méfené osoby, experimentatora a zapisovatele.

7. Kazdy ucastnik si vytvoti vlastni grafy: Graf 1:hodnoty syst. a diast. tlaku na ose y, Casova osa = osa x -
bodovy graf se spojnicemi; Graf 2: tepova frekvence na ose y, ¢asova osa = osa x -bodovy graf se spojnicemi.
Ve vysledném protokolu, ktery vypracujete jako skupina, bude ptehledna tabulka vSech namétenych hodnot
obou veli¢in a to od vsech ¢lent tymu. Koncepty protokoll predlozte vedoucimu praktika k nahlédnuti pred
pifechodem na dalsi ulohu.



6. Vliv svalové prace na kardiovaskularni funkce - EKG

Cilem pokusu je prokazat, jak svalova prace ovlivni srdecni ¢innost.

Teorie pokusu:

Zvysené naroky bun¢k na kyslik pfi svalové praci jsou umoznény zrychlenim pratoku krve v jednotlivych
organech. To je umoznéno zvétSenim Cinnosti srdce, predev§im zvySenim frekvence srdecniho tepu a z Casti i
zvétSenim systolického objemu. ZvySeny pritok krve cévami se projevi jako zména krevniho tlaku. Zvyseni
krevniho tlaku nemusi byt pfimo umérné zménam v srdecni frekvenci, ponévadz jeho velikost urcuje i odpor
perifernich cév. Srde¢ni ¢innost 1ze sledovat riznymi zplsoby, jednim z nich je EKG — elektrokardiograf,
jehoz nejjednodussi zapojeni pracuje s tiemi resp. se Ctyfmi elektrodami pfipojenymi na koncetiny. Elektrické
proudy, které vznikaji v srdci a jsou zodpovédné za jeho stahy se Siti do celého téla, které funguje jako
prostorovy vodi¢. Zaznamenavany jsou malé odchylky v napéti mezi koncetinami (fadové milivolty) a jsou

vvvvvv

srde¢nich chorob.

Cil pokusu: Zjistéte, za jak dlouho se ustdli srdecni frekvence po fyzické namaze.
Potieby:

ergometr, EKG

Postup:
1) seznamte se s EKG a zpisobem pfipojeni elektrod.

2) Namgite si klidové EKG. VSimnéte si, ze se méni srdecni frekvence podle toho, jestli se nadechujete
nebo vydechujete.

3) Slapejte asi pt minut na ergometru — intenzivné

4) po ukonceni Slapani zaznamenavejte srdecni frekvenci ca 15 minut v intervalech 1,2,3,5,7,10 a 15
minut

5) sestrojte graf z namétenych hodnot
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7. Vliv koncentrace oxidu uhli¢itého na frekvenci dychani

Cilem pokusu je zjistit, jak zavisi frekvence dychéani na koncentraci oxidu uhli¢itého

Teorie pokusu:

Béhem fyzické zatéze se produkuje zvysené mnozstvi oxidu uhli¢itého, jenz je pfenasen i jako kyselina uhlicita
v krvi. Centralni chemoreceptory v prodlouzené miSe pobliz dechového centra reaguji na zménu pH
mozkomisniho moku. Vysledkem je zvySenéd dechova frekvence. ZvySenou koncentraci oxidu uhli¢itého v krvi
budeme simulovat tim, ze uméle zvySime jeho koncentraci v komofte se zvitetem.

Cil pokusu: Zjistéte, jak zavisi dychaci frekvence na koncentraci oxidu uhlicitého.

Potieby:
komora, tlakovy ptevodnik, zesilovac, osciloskop, rotametry, oxid uhli¢ity, vzduchova pumpa, morce

Postup:
1) seznamte s aparaturou a funkcemi osciloskopu

2) uzaviete morce do komory
3) po uklidnéni zaznamenejte dechovou frekvenci

4) pomalu zvedejte koncentraci oxidu uhli¢itého — po 10 az 20 mm krocich na levém rotametru az do 100mm,
pravy je vzdy na ca. 150mm; peclivé sledujte morce, v piipadé ze bude neklidné, volejte vedouciho praktika.

5) podle tabulky pfepocitejte mm sloupce na pritoky plynu

6) sestrojte graf zavislosti dechové frekvence na koncentraci oxidu uhli¢itého.

Tabulka priitoku vzduchu a CO2

Vyska sloupce Pritok vzduchu  Pritok CO»

[mm] [ml/min] [ml/min]
150 374.0 238.0
140 345.0 219.5
130 315.0 200.5
120 282.0 179.5
110 253.0 161.0
100 223.0 141.9
90 193.0 122.8
80 163.0 103.7
70 135.0 85.9
60 108.0 68.7
50 84.0 53.5
40 62.0 39.5
30 46.0 29.3
20 31.0 19.7
10 21.0 13.4

CO> ma mol. hmotnost 44, vzduch asi 28, CO; tedy pfi stejném
pratoku nadzvedne kulicku ve sloupci rotametru vyse nez vzduch.
Pratok CO; byl potom vypocten takto: 28 / 44 * pritok vzduchu.
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8. Endokrinologie hmyzu

Vliv adipokinetického hormonu (AKH) na mobilizaci lipidu z tukového télesa hmyzu

Adipokinetické hormony jsou jedny z nejlépe prostudovanych peptidickych hormoni u hmyzu. Jsou to

okta- az dekapeptidy, které jsou vyluCovany z corpora cardiaca a zasahuji do metabolismu vétSiny zakladnich
latek. Mizeme je oznacit jako stresové hormony, protoze obecné inhibuji anabolické a stimuluji katabolické
pochody. Podle své poprvé zjisténé funkce, mobilizace lipida z tukového télesa u sarance stéhovavé, dostaly
také svlij nazev. V nasledujici uloze si ukazeme jejich vliv na metabolismus tukti u sarance st€hovavé.

ZvvSeni hladiny lipidu v hemolymfé sarance stéhovavé Locusta migratoria po injekci adipokinetického
hormonu (AKH-I)

Princip metody: lipidické slouceniny v prostiedi silnych kyselin odStépuji mastné kyseliny, jejichz dvojné
vazby pak reaguji s vanilinem za vzniku barevnych sloucenin. Reakce neni specificka jen pro lipidy, ale pro
latky s dvojnymi vazbami obecné. Hmyzi lipidy jsou ale vétSinou nenasycené, takze metoda je pro tento
material velmi citliva.

Vanilinova reagencie: 1,98 g vanilinu se rozpusti v 668 ml kyseliny fosforecné p.a. (H3PO4), zahteje na 60°C,
ochladi a doplni se destilovanou vodou na 1 1. Vytvoii se zluty roztok, ktery se necha stat v temnu a chladnu
alespon 1 tyden.

Postup: Nachystame si 5 dospélych jedincii sarance st€éhovavé. Do 5 zkumavek si napipetujeme po 200 pl
koncentrované kyseliny sirové. Pak pomoci injekéni jehly porusime télni sténu v mékkeé ¢asti kutikuly za kycli
posledniho paru noh sarance a do pipety (nebo kapilary) odebereme 1 pl hemolymfy, kterou opatrné
pieneseme do ptipravené kyseliny. IThned poté injikujeme do zadecku pfes intersegmentalni membranu pomoci
Hamiltonovy stfikacky 50 pmolii roztoku AKH v 10 pl 80% metanolu. Saranci oznac¢ime (lze tak udélat
popisovacem na hlavu ¢i hrud’) nebo jej drzime oddélené od ostatnich a po 90 minutach odebereme stejnym
zpusobem opét 1 ul hemolymfy (do dalSich 5 zkumavek s kyselinou).

Odebranou hemolymfu s kyselinou sirovou opatrné€ promichame, zaroven si ptipravime slepy vzorek (200 pl
kyseliny sirové bez hemolymfy) a standardni vzorky (viz niZe) a vSechno (tedy celkem 16 zkumavek!!!)
zahtivame 10 min pii 100°C v zazatkovanych zkumavkach. Pak ochladime na vodni lazni. Do studenych
vzorkl pfidame 2,5 ml vanilinové reagencie, rychle, ale opatrné promichdme a umistime do temna. Po 60
minutach (ne diive) méfime absorbanci pii 528 nm proti slepému vzorku.

Standardni kiivka: kyselina olejova (m.w.= 282.5) je nafedéna v hexanu na 1 mM a 10mM roztoky. Do
ptipravenych zkumavek pak odebereme davku podle tabulky nize. Hexan nechdme ve zkumavkéch odpafit (za
pokojové teploty trva odpateni nékolik minut). Jakmile je hexan odpafen (ne dFive, ne pozdéji!!!) hned
ptidame 200 pul kyseliny sirové a dale postupujeme stejné¢ jako u pokusnych vzorkl (zahtivani, vanilinova
reagencie). Ze ziskanych hodnot sestrojime kalibra¢ni kiivku tak, Ze na osu x naneseme davky kyseliny
olejové a na osu y naméiené absorbance.

zkumavka €. roztok kys. olejové davka kys. olejové (ng)
0. 0 0

1. IlmM____ . 10 pl 2.825

2. ImM___ 20 ul 5.650

3. 10mM____ .. Sul 14.125

4. 10mM_____ .. 10ul 28.250

5. 10mM____ . 20ul 56.500
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Zavér: Hodnoty absorbanci namétené ve vzorcich hemolymfy prfevedeme pomoci kalibracni kiivky na pg
standardu (= pg lipidl) a pfepocitime na mg lipidii/ml hemolymfy (odebiral se 1pul !). Odectenim téchto
hodnot u kazdé sarance - hodnota po injekci hormonu minus hodnota pied injekci - ziskame zvySené mnozstvi
lipid v hemolymf€ po aplikaci adipokinetického hormonu.

Do protokolu uved'te tabulku kalibra¢ni kiivky, kalibracni kiivku a z ni odectené hodnoty lipidl podle nize
uvedené tabulky.
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