Ćwiczenie 14
T: Związki azotowe niebiałkowe 
Zagadnienia teoretyczne: 
Znaczenie diagnostyczne oznaczania związków azotowych w płynach ustrojowych. Związki azotowe w surowicy. Związki azotowe w moczu. Oznaczanie azotu całkowitego w postaci jonów amonowych: metoda Kjeldahla, metody kolorymetryczne, metody enzymatyczne. Oznaczanie aminokwasów – metody przesiewowe, metody chromatograficzne. Oznaczanie mocznika -  metody bezpośrednie, metody pośrednie. Oznaczanie amoniaku – metody kolorymetryczne, metoda enzymatyczna. Oznaczanie kreatyniny – metody kolorymetryczne, metoda enzymatyczna. Oznaczanie kwasu moczowego – metody kolorymetryczne, metody enzymatyczne. Oznaczanie azotu pozabiałkowego – metody kolorymetryczne. 
Ćwiczenie praktyczne: 
Immunodyfuzja radialna – dokończenie ćwiczenia (odczyt, interpretacja). Oznaczanie mocznika. Oznaczanie kwasu moczowego.

1. Oznaczanie stężenia mocznika w surowicy krwi kinetyczną metodą enzymatyczną
Zasada oznaczenia:
Stężenie mocznika w surowicy krwi jest oznaczana metodą kinetyczną z ureazą i dehydrogenazą glutaminianową (GLDH):
			ureaza					                
mocznik + 2H2O  		     2NH4+ + CO32-

			                              GLDH
NH4+ + -ketoglutaran + NADH+H+ 		glutaminian + NAD+ + H2O  

Szybkość zmiany absorbancji przy długości fali 340 nm jest wprost proporcjonalna do stężenia mocznika.

Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr 
· probówki Eppendorf
· pipety automatyczne o pojemności 1 cm3, 0,1 cm3
Materiał badany i odczynniki:
· surowica badana 
· surowica kontrolna
· wzorzec mocznika – 50 mg/dL (8,35 mmol/L)
· odczynnik roboczy do oznaczania mocznika (zestaw BioMaxima Mocznik)

[bookmark: _GoBack]Wykonanie:
· opisać probówki, odmierzyć dokładnie odpowiednie objętości roztworów – jak podano w poniższej tabeli:
	
	Próba
badana
	Próba
kontrolna
	Próba 
wzorcowa

	Odczynnik roboczy
	1000 L
	1000 L
	1000 L

	Surowica badana
	10 L
	-
	-

	Surowica kontrolna
	-
	10 L
	-

	Wzorzec
	-
	-
	10 L

	Dokładnie wymieszać. Po 1 minucie odczytać absorbancję próby badanej (A1B), kontrolnej (A1K) i wzorcowej (A1W) (=340 nm) wobec powietrza. 

	Dokładnie po 1 minucie ponownie zmierzyć absorbancję próby badanej (A2B), kontrolnej (A2K) i wzorcowej (A2W) (=340 nm) wobec powietrza.



Obliczenia:
· obliczyć średnią zmianę absorbancji na minutę (AB/K/W/min)
· obliczyć stężenie mocznika ze wzoru:
K 
stężenie mocznika [mg/dL] =               ∙ stężenie wzorca
			     W

2. Oznaczanie stężenia kwasu moczowego w surowicy krwi kolorymetryczną metodą enzymatyczną
Zasada oznaczenia:
Stężenie kwasu moczowego w surowicy krwi jest oznaczana metodą kolorymetryczną z urykazą i peroksydazą (POD):
			                   urykaza					                
kwas moczowy + 2H2O + O2 		   allantoina + CO2 + H2O2

			                            POD
ADPS + aminoantypiryna + 2H2O2                   chinonoimina + 4H2O  

Absorbancja przy długości fali 546 nm jest wprost proporcjonalna do stężenia kwasu moczowego.

Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr 
· probówki Eppendorf
· pipety automatyczne o pojemności 1 cm3, 0,1 cm3
Materiał badany i odczynniki:
· surowica badana 
· surowica kontrolna
· wzorzec kwasu moczowego – 5 mg/dL (300 mol/L)
· odczynnik roboczy do oznaczania mocznika (zestaw BioMaxima Kwas moczowy)

Wykonanie:
· opisać probówki, odmierzyć dokładnie odpowiednie objętości roztworów – jak podano w poniższej tabeli:
	
	Próba
badana
	Próba
kontrolna
	Próba 
wzorcowa
	Próba 
zerowa

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

	Surowica badana
	20 L
	-
	-
	-

	Surowica kontrolna
	-
	20 L
	-
	-

	Wzorzec
	-
	-
	20 L
	-

	Dokładnie wymieszać. Po 10 minutach odczytać absorbancję próby badanej (A1B), kontrolnej (A1K) i wzorcowej (A1W) (=546 nm) wobec próby zerowej. 



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