Ćwiczenie 4. Spektrofotometria - Turbidymetria
A. Oznaczanie stężenia albuminy metodą turbidymetryczną
Celem ćwiczenia jest zapoznanie się z podstawami turbidymetrii. Białka wytrąca się z roztworu mieszaniną kwasu sulfosalicylowego i siarczanu (VI) sodu. Związki towarzyszące białkom nie mają wpływu na wynik pomiaru.
Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· Spektrofotometr Marcel
· probówki stożkowe 
· kuwetki plastikowe

· pipety automatyczne
· worteks

Odczynniki:
· 0,15 mol/L NaCl

· odczynnik strącający (5% kwas sulfosalicylowy w 7% bezwodnym siarczanie (VI) sodu)
· podstawowy roztwór albuminy (5 mg/mL albuminy w 0,15 mol/L roztworze NaCl)

· próba badana
Wykonanie:
· przygotować 10-krotne rozcieńczenie próby badanej (końcowa objętość 600 µl)

· sporządzić roztwory wzorcowe albuminy według tabelki:
	Odczynniki
	Próba zerowa
	Próby wzorcowe [mg/ml]
	

	
	
	0,5
	1,0
	2,0
	3,0
	4,0
	5,0
	

	Roztwór podstawowy albuminy [mL]
	-
	0,1
	0,2
	0,4
	0,6
	0,8
	1,0
	

	0,15 mol/L NaCl [ml]
	1,0
	0,9
	0,8
	0,6
	0,4
	0,2
	0
	

	Do 8 nowych, podpisanych probówek dodać

odczynnik strącający

	Odczynnik strącający [ml]
	3,5
	3,5
	3,5
	3,5
	3,5
	3,5
	3,5

	Następie do probówek z odczynnikiem strącającym dodawać po 0,5 mL przygotowanych 

wzorcowych roztworów albuminy, próby zerowej i próby badanej

Wymieszać i inkubować 5 minut!

UWAGA! Każdy pomiar należy wykonywać osobno, tj. przygotować próbkę o stężeniu 0,5 mg/mL, inkubować 5 min, wykonać trzykrotny pomiar, przygotować kolejną próbkę o stężeniu 1,0 mg/mL itd.


· po 5 minutach odczytać turbidancję zawiesiny przy długości fali 450 nm wobec próby zerowej
· przed przelaniem do kuwetki należy dokładnie wymieszać zawiesinę i natychmiast dokonać odczytu turbidancji
· pomiary przeprowadzić zgodnie z dołączoną do aparatu instrukcją 
· dla każdej próbki (wzorce i badana) pomiar wykonać trzykrotnie
· sporządzić wykres krzywej wzorcowej dla zależności S = f(c); gdzie S – wartość turbidancji, a c – stężenie albuminy w próbie wzorcowej
· wyznaczyć stężenie albuminy w próbie/ach badanych w oparciu o wykres kalibracyjny
Sprawozdanie powinno zawierać:
· strona tytułowa

· wyniki zestawione w tabeli
· wykres kalibracyjny na papierze milimetrowym dla zależności S = f(c)
· stężenie albuminy w próbie badanej (odczytaną z krzywej kalibracyjnej)
· obliczony błąd bezwzględny i błąd względny oznaczenia, przyjmując jako wartość rzeczywistą stężenia albuminy w próbie badanej wartość podaną przez asystenta
· wnioski
B. Turbidymetryczne oznaczanie liczby komórek
Celem ćwiczenia jest określenie zależności pomiędzy liczbą komórek w zawiesinie, a turbidancją tej zawiesiny oraz wykorzystanie tej zależności do wyznaczenia nieznanej liczby komórek.
Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr Marcel
· komora Thoma

· mikroskop

· probówki 

· kuwetki plastikowe

· pipeta automatyczne 
· pipety szklane (z urządzeniem aspirującym) pojemności 25 cm3, 10 cm3
Dodatkowo:

· papier milimetrowy

· linijka

· ołówek

Odczynniki:
· 0,9% NaCl

· krew pełna wersenianowa

Wykonanie:

· określić stężenie krwinek czerwonych w zawiesinie krwi metodą komorową

· dokładnie wymieszać krew pełną przez kilkukrotne obracanie probówki – nie wstrząsać!

· do 10 mL soli fizjologicznej dodać 50 L krwi pełnej i dokładnie wymieszać (uzyskane rozcieńczenie 200-krotne)

· napełnić komorę Thoma rozcieńczoną zawiesiną krwinek, odczekać 2-3 minuty, aby krwinki osiadły na dno komory

· policzyć pod mikroskopem liczbę krwinek w 20 małych kwadracikach komory

· obliczyć liczbę krwinek w 1 L zawiesiny krwinek (N), uwzględniając objętość zawartą nad 1 kwadracikiem komory (1/4000 L) i 200-krotne rozcieńczenie:

                                     N = 40 000 Σ n [liczba krwinek/L]
Σ n – sumaryczna liczba krwinek zliczona w 20 kwadracikach

·  sporządzić wyjściową zawiesinę krwinek (35 mL) o stężeniu 1,0 x 107 krwinek/mL 

· sporządzić zawiesiny krwinek o stężeniach podanych w tabeli:

	[liczba krwinek/mL]
	0,1

x107
	0,2

x107
	0,4

x107
	0,6

x107
	0,8

x107
	1,0

x107

	Zawiesina wyjściowa:

1,0x107 krwinek/mL [mL]
	1
	2
	4
	6
	8
	10

	0,9% NaCl

[mL]
	9
	8
	6
	4
	2
	0


· zmierzyć turbidancję poszczególnych zawiesin przy długości fali 740 nm wobec soli fizjologicznej

· przed nalaniem do kuwetki należy dokładnie wymieszać zawiesinę i natychmiast dokonać odczytu turbidancji!

· sporządzić wykres krzywej wzorcowej dla zależności S = f(c); gdzie S – wartość turbidancji, a c – stężenie krwinek w zawiesinie

· zmierzyć turbidancję nieznanej zawiesiny krwinek i odczytać z krzywej kalibracyjnej liczbę krwinek czerwonych w próbie badanej
· próbę badaną rozcieńczyć przed pomiarem 500-krotnie = do 10 mL soli fizjologicznej dodać 20 L krwi badanej, jeżeli rozcieńczenie nie będzie prawidłowe (odczytana wartość turbidancji nie mieści się w wartościach krzywej kalibracyjnej) należy je odpowiednio zmienić 

Sprawozdanie powinno zawierać:
· wykres krzywej wzorcowej dla zależności S = f(c)

· liczbę krwinek czerwonych w próbie badanej (odczytaną z krzywej kalibracyjnej)

2

