Ćwiczenie 21
T: Równowaga kwasowo-zasadowa
Ćwiczenie praktyczne: 
Oznaczanie kwaśności miareczkowej moczu. Badanie widma absorpcyjnego hemoglobiny, oksyhemoglobiny i karboksyhemoglobiny. Oznaczanie stężenia hemoglobiny tlenkowęglowej metodą ilorazów.

1. Oznaczanie kwaśności miareczkowej moczu
Zasada oznaczenia:
Kwaśność miareczkowa jest to ilość jonów wodorowych wydalanych z moczem w postaci H2PO4- lub innych słabych kwasów. Oznacza się ją przez miareczkowanie dobowej ilości moczu za pomocą 0,01 mol/L NaOH do pH 7,4. 
Wartość prawidłowa kwaśności miareczkowej wynosi 10-30 mmol/24 h
Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· biureta
· lejek 
· zlewki
· kolbki stożkowe
· cylindry miarowe 
· probówki Eppendorf
· pipety automatyczne o pojemności 1 cm3, 0,02 cm3
Materiał badany i odczynniki:
· mocz z dobowej zbiórki (objętość 2750 mL)
· 0,1 mol/L bufor fosforanowy o pH 7,4
· 0,01 mol/L NaOH
· wskaźnik – czerwień fenolowa
· woda destylowana
Wykonanie:
· do jednej kolbki stożkowej odmierzyć 2,5 mL buforu fosforanowego i 10 mL wody destylowanej
· do drugiej kolbki odmierzyć 2,5 mL moczu i 10 mL wody destylowanej
· do obydwu kolbek dodać po 0,5 mL czerwieni fenolowej 
· roztwór zawierający mocz miareczkować 0,01 mol/L NaOH do pojawienia się zabarwienia identycznego z wzorcem (kolbka zawierająca bufor fosforanowy)
· miareczkowanie wykonać 2-krotnie (obliczyć średnią z uzyskanych wartości)
Obliczenia:
· obliczyć kwaśność miareczkową ze wzoru:
VNaOH ∙ CNaOH ∙ VDZM
     kwaśność miareczkowa [mmol/24 h] =                                   
			            Vmocz


VNaOH – objętość 0,01 mol/L NaOH zużytego podczas miareczkowania
CNaOH – stężenie NaOH (0,01 mol/L)
VDZM – objętość dobowej zbiórki moczu (2750 mL)
Vmocz – objętość próbki moczu użytej do miareczkowania (2,5 mL)
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2. Badanie widma absorpcyjnego hemoglobiny, oksyhemoglobiny i karboksyhemoglobiny
Zasada oznaczenia:
Hemoglobina, oksyhemoglobina, hemoglobina tlenkowęglowa (karboksyhemoglobina) mają charakterystyczne widma absorpcyjne. Oksyhemoglobina wykazuje dwa maksima absorpcji przy 540 i 578 nm. Maksima absorpcji dla karboksyhemoglobiny znajdują się przy 540 i 570 nm. Widmo hemoglobiny posiada jedno maksimum absorpcji przy 555 nm. Wszystkie pochodne hemoglobiny wykazują znaczną ekstynkcję w zakresie 400-440 nm (pasmo Soreta) spowodowaną obecnością pierścienia porfirynowego.
W warunkach in vitro przejście oksyhemoglobiny w hemoglobinę można spowodować pod wpływem odczynników redukujących (ditionin sodu).
Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr 
· probówki
· cylinder 
· pipety automatyczne o pojemności 1 cm3, 0,02 cm3
Materiał badany i odczynniki:
· krew pełna
· ditionin sodu (w substancji)
· woda destylowana
Wykonanie:
· do 10 mL wody destylowanej odmierzyć 0,1 mL krwi pełnej, wymieszać
· wyznaczyć widmo absorpcyjne w zakresie od 380 do 650 nm
· dodać do roztworu szczyptę ditioninu sodu, wymieszać 
· ponownie wyznaczyć widmo absorpcyjne w zakresie od 380 do 650 nm 
· wydrukować i porównać uzyskane widma 
· nacisnąć klawisz WYDRUKUJ, a następnie nr 1 (wydruk wykresu absorbancji) 
· nacisnąć klawisz WYDRUKUJ, a następnie nr 3 (wydruk tabeli wyników)

3. Oznaczanie stężenia hemoglobiny tlenkowęglowej metodą ilorazów.
Zasada oznaczenia:
W przypadku obecności w próbie dwóch różnych substancji o różnych widmach absorpcyjnych stężenie tych substancji można wyznaczyć na podstawie ilorazu ekstynkcji badanych substancji przy dwóch różnych długościach fali.
Stężenie karboksyhemoglobiny we krwi nie powinno wynosić więcej niż 2%. 
Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr
· probówki wirówkowe
· pipety automatyczne o pojemności  1 cm3, 0,02 cm3
Materiał badany i odczynniki:
· krew pełna 
·  0,1 % roztwór Na2CO3
Wykonanie:
· do 1,5 mL 0,1 % roztwór Na2CO3 dodać 0,02 mL krwi pełnej 
· ostrożnie wymieszać (nie wstrząsać!)
· wirować 3 minuty przy 4000-5000 rpm
· odczytać ekstynkcję przy 546 nm i 578 nm względem wody destylowanej
Obliczenia:
· obliczyć iloraz Q:

A546
	        Q = 
			A578

· odczytać z tablicy % karboksyhemoglobiny
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