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O s o c z e  k r w i  j e s t  w a ż n y m  ś r o d k i e m
transportującym metabolity w organizmie ssaków, a analiza chemiczna surowicy może
dostarczyć wielu informacji odnoszących się do stanu biochemicznego osobnika i jest ona
istotna dla celów diagnostycznych. Osocze jest bardzo złożone pod względem
fizykochemicznym, ponieważ składa się z szeregu organicznych i nieorganicznych
składników o szerokim zakresie mas cząsteczkowych i klas chemicznych, co sprawia, że
analiza osocza nie jest łatwa. Coraz częściej do analizy osocza krwi poza tradycyjnymi
metodami wykorzystuje się spektroskopię NMR (spektroskopia magnetycznego rezonansu
jądrowego), która dostarcza bardzo użytecznych w diagnostyce informacji jakościowych
i ilościowych związanych z zaburzeniami metabolicznymi [16].

Osocze jest mieszaniną lipoprotein, białek, małych cząsteczek organicznych i janów, które razem
uczestniczą w rozmaitych interakcjach, włączając tworzenie kompleksów metali, procesy wymiany
chemicznej czy  biotransformację enzymów [16].

W celu oznaczenia niebiałkowych składników krwi  bądź surowicy, wykorzystywana jest odbiałczona
krew (przesącz pozbawiony białka). W zależności od tego, jaki składnik krwi będzie oznaczany
stosuje się różne metody odbiałczania, w których pod uwagę brane są takie parametry jak: pH
przesączu, a także możliwość strącenia się z białkami oznaczanych związków.

Tak więc, dobór odpowiedniej metody odbiałaczania ma bardzo duży wpływ na dalsze wyniki
przeprowadzanych oznaczeń. W trakcie doboru metody należy mieć również na uwadze, że przejście
do przesączu np. związków redukujących może powodować podwyższenie wyników w metodach
opartych na wykorzystaniu właściwości redukujących oznaczanej substancji [1].

Odbiałczanie jest niezbędnym krokiem stosowanym w wielu procedurach chemicznej analizy płynów
ustrojowych. Do odbiałcznia krwi używa się wielu różnych odczynników, a najczęściej stosowany jest
kwas wolframowy oraz kwas trójchlorooctowy [14]. W swoich doświadczeniach Golin i Wu (1919)
wprowadzili kwas wolframowy do  przygotowania filtrów niewiążących białek, które wykorzystywane
były w stworzonej przez nich metodzie analizy krwi. W zaproponowanej metodzie używano 667 m.Eq
(milirównoważnik) kwasu do wytrącenia białka z 1 litra osocza lub całej krwi  oraz podwójnej
objętości do odbiałczenia takiej samej ilości upakowanych krwinek czerwonych [14].

 Dzięki zastosowaniu wolframianu sodu i kwasu siarkowego do przesączu dodawano równoważne
ilości NA i SO4. Kwas trichlorooctowy powszechnie stosowany jest w 5% stężeniach w filtracie
(przesączu)i nie może być stosowany w mniej niż połowa tego stężenia.  Z tych względów kwas
wolframowy i trichlorooctowy są nieprzydatnymi środkami odbiałczającymi w wielu metodach
analitycznych i wielu innych nowoczesnych technikach. Tak więc, w trakcie opracowywania metod
odbiałczania poszukiwano takich środków odbiałczających, które dodatkowo nie będą wprowadzać
obcych substancji do filtratu i takich, które mogą być szybko zastosowane i powodować będą
minimalne zniekształcenia obrazu chemicznego badanych płynów [14].



Golin i Wu (1919) podjęli próbę w poszukiwaniu właśnie takich substancji, a następnie opisali
metodę otrzymywania wolnych od białek przesączów krwi, co również stosowano do oznaczania
innych płynów ustrojowych. W zależności od badanego płynu w metodach strącania białek należy
odpowiednio regulować pH rozcieńczonego  płynu, co ma wpływ na szybkość strącania białek
w trakcie ogrzewania roztworu. Osocze, komórki i pełna krew wymagają ok. 50, 27 i 40
milirównoważników (m.Eq) kwasu octowego/L odpowiednio do dostosowania pH. Uzyskane
przesącze po krótkim ogrzewaniu w temperaturze 100°C są klarowne, bezbarwne i pozostają jasne
z dodatkiem kwasu sulfosalicylowego [14].

Odbiałczanie krwi (wg Hunter G., 1956) [14].

Regulacja pH: w przedstawionej metodzie rutynowo stosowany był  0,05M kwas octowy, aczkolwiek
mogą być wykorzystywane również inne kwasy. Jedna objętość osocza, komórek i pełnej krwi
wymagała dodania odpowiednio: 1,0; 0,54 i 0,80 objetości kwasu octowego. Woda dodawana była do
próbek do odpowiedniego rozcieńczenia np. 1 do 5 lub 1do 50- całość próbki dokładnie wymieszano.

Wytrącanie białek (wg Hunter G., 1956) [14].

W przypadku, gdy objętość roztworu jest mniejsza niż 10 ml wygodnie jest  wykonywać
doświadczenie w probówce wirówkowej. Badaną próbkę zanurzano na 3-5 minut w gotującej się
wodzie, a następnie ochładzano. Ochłodzoną próbkę poddawano wirowaniu, a otrzymany po
wirowaniu supernatant przenoszono do czystejj probówki. W przypadku większych objętości próbki
badanej, czas ogrzewania musi być proporcjonalnie wydłużony (ogrzewanie w 100°C przez 2-4 minut)
[14].

Sakuma R. i wsp.(1987) w swojej pracy opisali kilka metod odbiałczania próbek , które opierały się
na wykorzystaniu m.in. wolframianu sodu, kwasu trichlorooctowego czy kwasu nadchlorowego [15].

Przygotowanie próbek do badań (wg Sakuma R. i wsp., 1987)

Próbki krwi żylnej pobrano do szklanych probówek nie zawierających antykoagulantu. Następnie, 
próbki pozostawiono w celu odstania na 60 minut w temperaturze pokojowej,a po upływie tego czasu
odwirowano je (2000 xg przez 10 minut).

Następnie, przygotowano standard kwasu moczowego (300µmol/L) przez rozpuszczenie w wodzie
destylowanej stocku kwasu moczowego (3 mmol/L w 8,12 mmol/L roztworze węglanu litu).
Przygotowany w ten sposób standard przechowywano w temperaturze  -20°C [15]. Bez względu na
to jaką metodą przeprowadzano odbiałcznie (deproteinizację) próbek surowicy, standard zawsze
przygotowywany był w ten sposób [15].

Metoda z wodorotlenkiem cynku (wg Sakuma R. i wsp., 1987)

Do mieszaniny 0,1 ml próbki surowicy oraz 0,5 ml (20g/L) siarczanu cynku dodano 0,5 ml 0,12mol/L
roztworu hydratu baru zgodnie z procedurą opisaną przez Somogyi M. (1945).  Tak przygotowaną
próbkę mieszano przez vorteksowanie przez 10 s, a następnie odwirowano (2000 x g, 5 minut).
Otrzymany supernatant rozpuszczono w dwóch objętościach buforu fosforanu sodu (40 mmol/L,
pH=2.2) [15].

Metoda z wolframianem sodu (wg Sakuma R. i wsp., 1987)

0,1 ml próbki surowicy dodano do 1 ml roztworu wolframianu sodu (10g/L) oraz 67 mmol/L kwasu
siarkowego (zgodnie z procedurą opisaną przez Haden RL. (1923). Próbke vorteksowano przez 10 s,
a następnie odstawiono na 5 minut, po czym mieszaninę zwirowano (2000 x g, 5 minut). Otrzymany



supernatant rozpuszczono dwukrotnie przy użyciu buforu fosforanu sodu [15].

W metodzie z trichlorooctanem (50g/L kwasu trichlorooctowego) oraz w metodzie z nadchloranem
( 0,4 mol/L roztworu nadchloranu), zastosowano identyczną procedurę jak z użyciem wolframianu
sodu, z tym wyjątkiem, że otrzymany po wirowaniu supernatant rozpuszczono odpowiednio 0,2 mol/L
lub 0,25 mol/L wodorofosforanu sodu [15].

Odbiałczanie metodą z acetonitrylem: 0,2 ml surowicy zmieszano z róną objętością acetonitrylu,
a następnie próbkę zwirowano przy 2000 x g przez 5 minut. Następnie, 0,1 ml supernatantu
otrzymanego po wirowaniu rozpuszczono z 0,1 ml fosforanu sodu [15].

Do określenia stężenia białka otrzymanego powyższymi metodami zastosowano metodę Lowrye’go.
Przeprowadzone doświadczenia wykazały, że wykorzystane metody pozwalają na odbiałczanie
próbek z dużą wydajnością- usuwanie od 98% do 100% białek z badanych próbek. Metody
odbiałczania  z acetonitrylem oraz nadchloranem są mniej wydajne w porównaniu do pozostałych,
opisanych w pracy (wg Sakuma R. i wsp., 1987) [15].

Wybrane metody odbiałczania krwi

1) Odbiałczanie z wykorzystaniem kwasu trichlorooctowego

Kwas trichlorooctowy strąca tylko białka, w przypadku, gdy jego końcowe stężenie nie jest mniejsze
od 3%. Otrzymany po strącaniu przesącz posiada właściwości silnie kwasowe.

Wykonanie:

Do 2 ml surowicy (lub krwi) należy dodać 8 ml 10% roztworu kwasu trichlorooctowego (CCl3COOH).
Całą próbkę bardzo dokładnie wymieszać , a następnie odwirować przez 10 minut bądź poddać
przesączeniu.

2) Odbiałczanie z wykorzystaniem koagulacji na gorąco

Do 2 ml surowicy dodać 2 ml wody oraz 2 ml 3% roztworu kwasu octowego. Tak przygotowaną
próbkę inkubować przez 5 minut we wrzącej łaźni wodnej, zaś po upływie czasu inkubacji należy ją
odwirować.

W latach 1920 oraz 1925, wprowadzono pierwszą klasyfikację lipidów (Bloor), kiedy to opisano lipidy
jako dużą klasę związków biologicznych obejmujących kwasy tłuszczowe oraz ich naturalne
pochodne.  Wykorzystywany do odbiałczania odczynnik Bloora stanowi mieszaninę etanolu i eteru
w stosunku 3:1. Odczynnik ten wykorzystywany jest w oznaczaniu w surowicy krwi tłuszczów, które
to ekstrahowane są za pomocą eteru i etanolu [1], [2].

3) Odbiałczanie mieszaniną Bloora

Wykonanie:

Do kalibrowanej probówki o objętości 10 ml należy dodać 9 ml mieszaniny Bloora oraz 1 ml surowicy.
Zawartość probówki dokładnie wytrząsnąc, a dalej wstawić ją do łaźni wodnej o temperaturze 60°C-
70°C. Probówkę poddać kilkunasto minutowej inkubacji. Po inkubacji, próbkę uzupełnić do objętości
10 ml za pomocą mieszaniny Bloora, całość dokładnie wymieszać, po czym próbkę odwirować lub
przesączyć [1].



Ekstrakcja lipidów z erytrocytów (Rodriguez-Vico F. i wsp.,  1991)

Poniższa metoda ekstrakcji lipidów z erytrocytów umożliwia równoczesne oznaczanie białek
w pozostałości poekstrakcyjnej. Jako materiał badany nalezy uzyć zawiesiny krwinek czerwonych ,
przemytych za pomoca buforu PBS [3].

Wykonanie:

a)250 µl upakowanych krwinek należy umieścić w dużej probówce lub zlewce, ciągle mieszać przy
wytrząsaniu z 25 ml mieszaniny heksanu z izopropanolem (zmieszanych w stosunku 3:2).

b)Próbkę odwirować przez 15 minut przy 4000 x g

c)Otrzymany po wirowaniu sypernatant przenieść ilościowo za pomoca pipetki pasterowskiej do
suchej kolbki do wyparki prózniowej

d)Następnie, należy odparować rozpuszczalnik w wyparce przy maksymalnej temperaturze do 40°C

e)Otrzymaną suchą pozostałość lipidową rozpuścić w 200 ml mieszaniny chloroform:metanol (w
stosunku 2:1), otrzymaną w ten sposób próbkę przechowywać w temperaturze -70°C [2],[3].

Do związków azotowych krwi, oprócz białek, należą także niebiałkowe związki azotowe, zwane resztą
azotową lub azotem pozabiałkowym. Wszystkie te związki transportowane są przez krew, gdzie
następnie jako tzw. związki niskodrobinowe przechodzą do moczu.  W ten sposób są one następnie
 wydalane z ustroju. Do głównych niebiałkowych związków azotowych (usuwanych z ustroju) należą
mocznik i kwas moczowy.

Mocznik jest końcowym produktem przemiany azotu białkowego w ustroju człowieka. Związek ten
wytwarzany jest w wątrobie w procesie tzw. ureogenezy- powstaje z NH3 i CO2. W warunkach
fizjologicznych stężenie mocznika we krwi plasuje się w granicy od 21 do 53 mg/dl. Cały proces
biosyntezy mocznika w organizmie nazywany jest cyklem mocznikowym [4].

Z d j ę c i e :    m o c z n i k - w z ó r ,
http://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/poland/chemicals/mocznik,MDA_CHEM-108486,
[8].

Kreatyna (kwas N-metyloguanidynooctowy)jest związkiem powstającym w wątrobie, w wyniku

http://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/poland/chemicals/mocznik,MDA_CHEM-108486


transamidynacji glicyny. Cały proces zachodzi przy udziale argininy. Kreatynina transportowana jest
do mięśni, gdzie łączy się z resztą fosforanową ATP- przechodzi w fosfokreatynę (określaną również
mianem fosfagenu). Prawidłowa wartość kreatyniny w osoczu wynosi od 0,7 do 1,5 mg/dl. Kreatyna
przekształcona w bezwodnik kreatyny (tzw. kreatyninę) wydalana jest z organizmu wraz z moczem
[4].  Wolna kreatynina i fosfokreatynina w mięśniach jest nieenzymatycznie przekształcana do
kretyniny, która dyfunduje do krwi i następnie jest wydalana przez nerki  [17]. Ponieważ nerki
odpowiedzialne są za usuwanie kreatyniny z krwi, pomiar stężenia kreatyniny w surowicy jest
przydatnym wskaźnikiem funkcji nerek. Choć poziom kreatyniny różni się w zależności od stopnia
uszkodzenia, badania wykazały, że u pacjentów cierpiących na niewydolność nerek zwykle zaczyna
się on od 2mg/dl. Ponadto, nieprawidłowe kreatyniny moga wskazywać na rozwój cukrzycy czy
chorób układu krążenia [17].

Odczyn Weyla

Do 2 ml roztworu kreatyniny dodać 4-5 kropli nasyconego roztworu nitroprusydku sodu oraz 1 ml
10% roztworu wodorotlenku sodu (NaOH). W probówce dochodzi do zmiany koloru roztworu
na czerwony. Po dodaniu roztworu kwasu octowego czerwony kolor znika. Oznaczanie kreatyniny
w surowicy krwi może powodować barwną reakcję przez reakcję występujących w niej substancji
ketonowych, jednakże czerwone zabarwienie roztworu utrzymuje się jeszcze po dodaniu kwasu
octowego [18].

Ilościowe oznaczanie kreatyniny metodą Folina-Wu

Kreatynina powstaje w wyniku przemiany materii (głównie mięśni szkieletowych). Jej stężenie
oznacza się zarówno we krwi, jak i w moczu. Ze względu na wydalanie przez nerki, oznaczanie
kreatyniny służy do oceny wielkości przesączania kłębuszkowego (tzw. GFR), które jest jednym
z najważniejszych wskaźników czynności nerek [6].

Zasada metody oznaczania krestyniny z wykorzystaniem procedury Folina-Wu opiera się na fakcie,
i ż  kreatyn ina  wraz  z  kwasem p ikrynowym tworzy  kompleks  o  zabarwien iu
pomarańczowo-czerwonym. Powstający związek oznaczany jest następnie z wykorzystaniem metody
kolorymetrycznej [4].

Autor: Lidia Koperwas
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