Ćwiczenie 18
T: Oznaczanie parametrów gospodarki wodno-elektrolitowej 
Zagadnienia teoretyczne: 
Makroelementy i mikroelementy – funkcje, metabolizm, choroby spowodowane niedoborem lub nadmiarem.
Ćwiczenie praktyczne: 
Oznaczanie stężenia wapnia, magnezu, fosforu nieorganicznego w surowicy krwi.

1. Oznaczanie stężenia wapnia w surowicy krwi metodą kolorymetryczną
Zasada oznaczenia:
Jony wapnia reagują z arsenazo III, tworząc barwny kompleks (niebieski). Intensywność zabarwienia mierzona przy długości fali -650 nm jest proporcjonalna do stężenia wapnia w próbce.
Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr 
· probówki Eppendorf
· pipety automatyczne o pojemności 1 cm3, 0,02 cm3
Materiał badany i odczynniki:
· surowica badana
· surowica kontrolna 
· wzorzec wapnia – 10 mg/dL (2,5 mmol/L)
· odczynnik roboczy do oznaczania stężenia wapnia (zestaw BioMaxima)
Wykonanie:
· opisać probówki, odmierzyć dokładnie odpowiednie objętości roztworów – jak podano w poniższej tabeli:
	
	Próba
badana
	Próba kontrolna
	Próba wzorcowa
	Próba
zerowa

	Surowica badana
	10 L
	
	-
	-

	Surowica kontrolna
	-
	10 L
	-
	-

	Wzorzec
	-
	
	10 L
	-

	Odczynnik roboczy
	1000 L
	1000 L
	1000 L
	1000 L

	Dokładnie wymieszać. Po 10 minutach odczytać absorbancję próby badanej (AB), próby kontrolnej (AK)  i wzorcowej (AW) (=650 nm) wobec próby zerowej. 



Obliczenia:
· obliczyć stężenie wapnia ze wzoru:
 
stężenie wapnia [mg/dL] =               ∙ stężenie wzorca
			 W

2. Oznaczanie stężenia fosforu nieorganicznego w surowicy krwi metodą kolorymetryczną 
Zasada oznaczenia:
Jony fosforanowe reagują w środowisku kwaśnym z jonami molibdenianowymi tworząc kompleks fosfomolibdenianowy. Absorbancja powstającego związku kompleksowego mierzona przy długości fali -340 nm jest proporcjonalna do stężenia fosforu nieorganicznego w badanej próbie.
Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr 
· probówki Eppendorf
· pipety automatyczne o pojemności 1 cm3, 0,02 cm3
Materiał badany i odczynniki:
· surowica badana
· surowica kontrolna 
· wzorzec fosforu – 5 mg/dL (1,6 mmol/L)
· odczynnik roboczy do oznaczania stężenia fosforu nieorganicznego (zestaw BioMaxima)
Wykonanie:
· doprowadzić odczynnik do temperatury oznaczenia (37°C)
· opisać probówki, odmierzyć dokładnie odpowiednie objętości roztworów – jak podano w poniższej tabeli:
	
	Próba
badana
	Próba kontrolna
	Próba wzorcowa
	Próba
zerowa

	Surowica badana
	10 L
	
	-
	-

	Surowica kontrolna
	-
	10 L
	-
	-

	Wzorzec
	-
	
	10 L
	-

	Woda destylowana
	-
	-
	-
	10 L

	Odczynnik roboczy
	1000 L
	1000 L
	1000 L
	1000 L

	Dokładnie wymieszać. Po 5 minutach inkubacji w 37°C odczytać absorbancję próby badanej (AB), próby kontrolnej (AK)  i wzorcowej (AW) (=340 nm) wobec próby zerowej. 


Obliczenia:
· obliczyć stężenie fosforu nieorganicznego ze wzoru:
 
stężenie fosforu [mg/dL] =               ∙ stężenie wzorca
			           W

3. [bookmark: _GoBack]Oznaczanie stężenia magnezu w surowicy krwi metodą kolorymetryczną
Zasada oznaczenia:
W środowisku alkalicznym magnez reaguje z błękitem ksylidylowym tworząc purpurowo zabarwiony związek. Intensywność zabarwienia jest wprost proporcjonalna do stężenia magnezu w badanej próbie.
Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr
· probówki Eppendorf
· pipety automatyczne o pojemności  1 cm3, 0,02 cm3
Materiał badany i odczynniki:
· surowica badana
·  wzorzec magnezu – 2 mg/dL (0,82 mmol/L)
· odczynnik roboczy do oznaczania magnezu (zestaw BioMaxima)
Wykonanie:
· doprowadzić odczynnik do temperatury oznaczenia (37°C)
· opisać probówki, odmierzyć dokładnie odpowiednie objętości roztworów – jak podano w poniższej tabeli:
	
	Próba
badana
	Próba kontrolna
	Próba wzorcowa
	Próba
zerowa

	Surowica badana
	10 L
	
	-
	-

	Surowica kontrolna
	-
	10 L
	-
	-

	Wzorzec
	-
	
	10 L
	-

	Woda destylowana
	-
	-
	-
	10 L

	Odczynnik roboczy
	1000 L
	1000 L
	1000 L
	1000 L

	Dokładnie wymieszać. Po 5 minutach inkubacji w 37°C odczytać absorbancję próby badanej (AB), próby kontrolnej (AK)  i wzorcowej (AW) (=550 nm) wobec próby zerowej. 


Obliczenia:
· obliczyć stężenie magnezu ze wzoru:
 
stężenie magnezu [mg/dL] =               ∙ stężenie wzorca
			               W


1

