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Metody wykorzystywane do odbialczania krwi,
cz. 111

Osocze krwi jest waznym srodkiem transportujacym metabolity w organizmie ssakow,
a analiza chemiczna surowicy moze dostarczy¢ wielu informacji odnoszacych sie do stanu
biochemicznego osobnika i jest ona istotna dla celow diagnostycznych. Osocze jest bardzo
zlozone pod wzgledem fizykochemicznym, poniewaz sklada sie z szeregu organicznych
i nieorganicznych skladnikow o szerokim zakresie mas czasteczkowych i klas chemicznych,
co sprawia, ze analiza osocza nie jest latwa. Coraz czesciej do analizy osocza krwi poza
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tradycyjnymi metodami wykorzystuje sie spektroskopie NMR (spektroskopia
magnetycznego rezonansu jadrowego), ktora dostarcza bardzo uzytecznych w diagnostyce
informacji jakosciowych i ilosciowych zwiazanych z zaburzeniami metabolicznymi [16].

Oznaczanie wybranych skladnikéw surowicy
1) Chlorki

W obecnosci jondw srebrowych chlorki wytracaja sie w postaci AgCl (bialy osad). W celu
przeprowadzenia doswiadczenia do 0,5 ml przesaczu surowicy (po odbiatczaniu kwasem
trichlorooctowym) do prébki doda¢ 2 ml 0,2% roztworu AgNO,

2) Jony wapniowe

Wytracanie wapnia z surowicy przeprowadza sie za pomoca roztworu szczawianu amonowego.
W tym celu do 2 ml surowicy nalezy doda¢ 1 ml nasyconego roztworu (COO),(NH,),. W wyniku
reakcji obserwuje sie wytracanie biatego osadu (CO0O),Ca [1].

Prawidlowe wartosci kwasu moczowego we krwi wynosza 2,5 do 9mg/dl [4]. Epidemiolodzy wskazuja
kwas moczowy jako niezalezny czynnik ryzyka zaréwno chordéb nerek, jak i powktan
sercowo-naczyniowych. Ponadto, jego nieprawidlowe wartosci wpltywaja na rozwoj takich chorob jak:
nadcis$nienie tetnicze, otylos¢, choroby nerek czy cukrzyce [5].

3) Kwas moczowy

Kwas moczowy jest koncowym produktem przemiany puryn. Zaliczany jest do kwasow stabo
rozpuszczalnych w ptynach ustrojowych. W ciagu doby u cztowieka produkowane jest okoto 250-750
mg kwasu moczowego, ktory w wiekszosci pochodzi z puryn z diety oraz z rozpadu obumierajgcych
tkanek. W wiekszosci kwas moczowy wydalany jest przez nerki (8% - 12% docierajacego do nerek
kwasu moczowego zostaje wydalone, zas ok. 90% podlega tzw. zwrotnej reabsorpcji [9].

W Srodowisku zasadowym kwas ten powoduje redukcje odczynnika fosforowolframowego do
niebiesko zabarwionej mieszaniny nizszych tlenkéw wolframowych [1].

Przygotowanie odczynnika fosforowolframowego:

- zmiesza¢ 50 g Na,WO, « 2H,0 w kolbie z 40 ml 85% roztworu H,PO, i 350 ml wody. Mieszanine
gotowac przez 6 h pod chtodnica zwrotna. Nastepnie, dodac¢ kilka kropli bromu i ogrzewaé przez
kilkanascie minut bez chlodnicy zwrotnej. Po ochtodzeniu uzupehi¢ woda w kolbie miarowej do 500
ml. Przechowywac¢ w lodéwce)

Wykonanie oznaczenia:

Do 4 ml przesaczu po kwasie trichlorooctowym dodac kilka kropli odczynnika fosforowolframowego
oraz 2 ml 20% roztworu Na,CO,. W wyniku reakcji w prébce pojawia sie niebieskie zabarwienie,
Swiadczace o obecnosci kwasu moczowego [1].

Kwas moczowy bedacy produktem metabolizmu puryn ulega kilku etapom:

- filtracji,



- reabsorpcji

- oraz sekrecji w kanaliku proksymalnym [10].

Analiza sktadu kwaséw ttuszczowych w materiale biologicznym, takim jak surowica czy tkanki,
wymaga zastosowania odpowiednich metod: ekstrakcji i oczyszczania frakcji lipidowych.
W badaniach najczesciej stosowana metoda do ilosciowej ekstrakcji sktadnikow lipidowych
z surowicy krwi jest metoda Folcha i wsp.(1957). W celu zapobiegniecia utlenianiu kwasow
tluszczowych w czasie ekstrakcji stosuje sie odpowiednie antyutleniacze. WSrdd nich najczesciej
wymienia sie takie jak: butylohydroksytoluen lub 2,6-di-tert-butyl-p-cresol. Co wazne, mozna takze
kazdy etap przygotowania wstepnego probek wykonywa¢ w atmosferze azotu. Rozdziat lipidéw
w ekstraktach z materialéw biologicznych mozna przeprowadzac¢ kilkoma metodami np. za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej (ang. TLC) lub chromatografii cieczowej z uzyciem kolumienek
z aminopropylowa faza stata. Chromatografia cienkowarstwowa jest czasochtonna, a dodatkowo
powoduje utlenienie wielonienasyconych kwasow ttuszczowych (skrét PUFA) z powodu diugotrwate;
ekspozycji na powietrze. W zwiazku z tym, wieksze zastosowanie znajduje rozdzial na
aminopropylowej fazie statej, co pozwala na uzyskanie doktadniejszych wynikéw, a takze znaczne
skrécenie czasu catkowitej analizy [23].

4) Wykrywanie thuszczow

Mieszanina fenolu i NaCl ( roztwor fenolu przygotowany w roztworze NaCl) powoduje wytracanie
ttuszczéw surowicy. Wynikiem reakcji jest pojawiajace sie zmetnienie roztworu [1].

Wykonanie: do 0,5 ml surowicy dodac 4,5 ml 1% roztworu fenolu w 12% roztworze NaCl. W wyniku
reakcji w probowce pojawia sie zmetnienie roztworu [1].

Nadmierne stezenie kwasu moczowego moze wynika¢ ze zwiekszonej jego produkcji, jak
i w przypadku uposledzonego wydalania z organizmu. Nadmierna produkcja kwasu moczowego moze
by¢ zwigzana np. ze stosowaniem diety bogatobiatkowej, spozywaniem alkoholu lub defektem
enzymatycznym szlaku metabolizmu puryn. U os6b z uposledzona filtracja, w przebiegu choroby
nerek, stezenie kwasu moczowego zalezy w duzej mierze od wydolnosci jelitowego mechanizmu
wydalniczego. Przeprowadzone badania wykazaty, ze wyzsze stezenie kwasu moczowego odnotowuje
sie u mezczyzn oraz u kobiet po menopauzie z uwagi na urykozuryczne dziatanie hormondéw -
estrogenéw [10].

Funkcje ochronne kwasu moczowego

Przeprowadzone badania wykazaly, ze kwas moczowy spetnia réwniez kilka waznych funkcji
w organizmie, m.in. : ma on dziatanie antyoksydacyjne. Ponadto, wiekszenie jego stezenia
w surowicy moze wykazywac takze korzystne dzialanie w chorobach neurodegeneracyjnych. Co
wiecej, zaobserwowano poprawe funkcji Srédbtonka u pacjentéw ze zdiagnozowana niewydolnoscia
serca, u ktorych udato sie obnizy¢ stezenie kwasu moczowego za pomoca inhibitora oksydazy
ksantynowej (allopurinolu) [10].



Kwas moczowy spetnia takze wazne funkcje fizjologiczne - udowodniono jego dziatanie
antyoksydacyjne, kiedy to zwiazek ten moze odgrwac role neuroprotekcyjna w chorobach
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), w tym w stwardnieniu rozsianym czy chorobie Parkinsona .
Dodatkowo, moze uczestniczy¢ w pobudzaniu wrodzonych mechanizméw odpornosciowych,
oddziatujac na limfocyty T oraz komorki dendrytyczne [10]. Wykazano réwniez dziatanie prozapalne
kwasu moczowego, gdyz pobudza on synteze cytokin: czynnika chemotaktycznego monocytéw 1
(MCP-1), interleukin 1B i 6 (IL-1pB, IL-6) oraz czynnika martwicy nowotwordw alfa (TNFa) [10].

Mocznik (diamid kwasu weglowego) jest zwiazkiem bardziej zasadowym niz monoamidy kwasow
karboksylowych. Tworzy on tatwo sole z mocnymi kwasami np. wytracanie mocznika z roztworéw
wodnych pod wptywem kwasu azotowego (V). W wyniku tej reakcji powstaje trudno rozpuszczalny
azotan (V) mocznika. W trakcje ogrzewania mocznika powstaje dimocznik (biuret) a catej reakcji
towarzyszy wydzielanie amoniaku. Biuret w srodowisku zasadowym wystepuje w formie enolowej.
W reakcji z jonami Ca®* tworzy zwiazki kompleksowe, charakteryzujace sie fioletowym zabarwieniem.
Mocznik (podobnie jak aminy alfatyczne I-rzedowe) ulega reakcji z kwasem azotowym (III), w wyniku
czego wydziela sie gazowy azot, a sam mocznik ulega degradacji do dwutlenkuwegla i wody [18].

Reakcja mocznika z kwasem azotowym (V)

W reakcji mocznika z kwasem azotowym (V) powstaje trudno rozpuszczalny azotan (V) mocznika.

Wykonanie:

Krople stezonego roztworu mocznika nalezy umiesci¢ na szkietku podstawowym i dodac¢ do niej
krople stezonego roztworu kwasu azotowego (HNO,). Po chwili w wyniku reakcji tworza sie krysztaty,
ktore nalezy oglada¢ pod mikroskopem [18].

Odczyn Piotrowskiego - odczyn biuretowy
Wykonanie:

Okoto 100 g mocznika nalezy ogrzewa¢ w suchej probéwce do momentu, az z prébki zacznie
sie wydziela¢ amoniak. Probke ostudzi¢, a powstaly biuret rozpusci¢ w roztworze wodorotlenku sodu
(NaOH). Nastenie, do probki doda¢ ok. 3-4 kropli rozcienczonego roztworu CuSO,. W wyniku reakcji
w probce powstaje fioletowe zabarwienie roztworu [18].

Reakcja mocznika z kwasem azotowym (III)
Wykonanie:

Do 1 ml stezonego roztworu mocznika dodac¢ ok. 3-4 kropli roztworu azotanu (III) sodu oraz 1 ml
rozcienczonegoroztworu kwasu siarkowego (lub solnego). W wyniku reakcji dochodzi do rozktadu
mocznika z wydzieleniem azotu [18].



Metoda ureazowa do oznaczania mocznika w surowicy krwi [1].

Ureaza rozklagda mocznik na amoniak. Po etapie stracenia biatek do probki dodaje sie odczynnik
Nisslera, ktéry w reakcji z amoniakiem daje zétte zabarwienie. Jest to wynikiem wytworzenia
sie jodku amidoksyrteciowego (II)- w sSrodowisku zasadowym [1].

Roztwor wzorcowy: odczynnik Nisslera

W kolbie nalezy rozpusci¢ 30 g Kiw 20 ml wody, po czym dodac 22 g jodu i 30 g metalicznej rteci.
Roztwoér doktadnie wytrzasac przez 10 minut, az do momentu zmiany zabrawienia ( ciemna barwa
roztworu zmieni sie w jasna). Cieply roztwor nalezy ochlodzi¢ pod biezaca woda, po czym dalej
wytrzasac, az do momentu pojawienia sie zielonej barwy. Na tym etapie, zdekantowac ciecz znad
nierozpuszczonej rteci,pozostata rte¢ przeptukac kilkakrotnie woda, a na koniec dotaczy¢ ja do
zdekantowanej cieczy. Roztwoér uzupelni¢ woda do koncowej objetosci rownej 400 ml, a calos¢
przesaczy¢ [1].

Roztwor roboczy: odczynnik Nisslera

Do 75 ml roztworu wzorcowego nalezy doda¢ 75 ml wody i 350 ml 10% roztworu wodorotlenku sodu.

Mieszanine inkubowa¢ kilka dni w temp. pokojowej, az do momentu wydzielenia sie
rdzawo-brunatnego osadu w probce. Do oznaczen nalezy zawsze uzywac tylko klarownego
supernatantu, ktérego po zmetnieniu nie nalezy przesacza¢, a jedynie odwirowaé. Otrzymany
odczynnik nalezy przechowywaé w ciemnej butelce [1].

Wykonanie oznaczenia: do 3,2 ml 3% roztworu Na,SO, doda¢ 0,2 ml krwi oraz 20 mg ureazy.
Probéwke zamknac korkiem, dokladnie wymieszac i inkubowaé¢ w tazni wodnej przez 20 minut
w temp. 37°C. Po uplywie czasu inkubacji w celu wytracenia biatek do prébki dodac¢: 0,3 ml 10%
roztworu ZnS0O,(10% roztwér ZnSO, +7H,0) i 0,3 ml 0,5M roztworu NaOH. Probke dokatdnie
wytrzasnac, a nastepnie odwirowaé. Po wirowaniu pobra¢ 2 ml otrzymanego supernatantu, doda¢ do
niego 5 ml wody i 1 ml roztworu roboczego odczynnika Nesslera. W drugiej probowce sporzadzi¢
roztwor wzorocwy : zmieszac 2 lub 5 ml roztworu NH,CI (tj.: 0,01 mg N w 1 ml (25 ml roztworu NH,
Cl o stezeniu 1,53mg/ml + 10 ml H,SO, uzupemié¢ woda do obj. 1000 ml)), 2 lub 5 ml wody oraz 1 ml
odczynnika Nesslera. Zmierzy¢ wartos¢ absorbancji wobec préby kontrolnej przy dtugosci fali réwnej
430 nm. Na podstawie otrzymanych wynikow onliczy¢ ilosc mg mocznika w 100 ml, wg wzoru:

mg mocznika/ 100 ml= A, /A, x ¢, x 100/0,1 x 2,14

gdzie: c,, = liczba mg N we wzorcu (0.02 mg przy 2 ml lub 0,05 mg przy 5 ml wzorca). 1 mg azotu
odpowiada 2,14 mg mocznika [1].

Metoda z diacetylomonooksymem [1].

W warunkach podwyzszonej temperatury i w srodowisku kwasowym dochodzi do kondensacji
mocznika z diacetylomonooksymem. W wyniku reakcji powstaje zwiazek o zéttym zabarwieniu.
W wyniku kondensacji wytwarza sie takze hydroksylamina, ktéra hamuje te reakcje. Dodanie
antypiryny, ktéra taczy sie z hydroksylamina powoduje zniesienie jej niekorzystnego wptywu.
Natezenie barwy w roztworze jest wprost proporcjonalne do stezenia mocznika w badanej probce.

Wykonanie: do 2 ml odczynnika roboczego (tj.: rozpusci¢ 0,2 g antypiryny i 0,25 ¢
diacetylmonooksymu w roztworze zawierajacym 50 ml 36% roztworu kwasu H,SO,, 10 ml 25%
kwasu octowego i 3 ml etanolu, catosc uzupeic¢ do obj. 100 ml) doda¢ 0,04 ml rozciefniczonej
surowicy lub moczu (préba badana). Roztwér dokladnie wymieszac¢, po czym przykryc¢ folia
aluminiowa i inkubowa¢ we wrzacej tazni wodnej (15 minut). Probke ochtodzi¢, a nastepnie zmierzy¢



warto$¢ absorbancji proby badanej i wzorcowej wzgledem proby konrolnej. Oznaczenie wykonywac
przy A=460 nm. Intensywnosc zabarwienia nie zmienia sie przez 30 minut. Na podsawie
otrzymanych wynikéw obliczyc¢:

mg/100 ml = A, /A, x5 mg/100 ml x 0,04 ml/0,002 ml = A, /A, x5x20=A,/A,x100
gdzie: 0,04 ml 20-krotnie rozcienczonej surowicy = 0,002 ml surowicy nierozciefnczonej)
mmol/l= A, /A, x 100mg x10/ 60 mg [masa milimolowa] = A,/ A, x 16,66

W przypadku obliczen stezenia w moczu nalezy uwzgledni¢ jego 100-krotne rozcienczenie,
a otrzymane wyniki uzyskane wg powyzszych wzoréw nalezy pomnozyc przez 5. W przypadku
surowicy jej rozcienczenie jest 20-krotne [1].

Oznaczanie mocznika kinetyczna metoda hydrolizy enzymatycznej [11].

Jony amonowe NH4+ bedace produktem rozpadu bialek, wykorzystywane sq w biosyntezie zwigzkéw
azotowych, zas ich nadmiar wydalany jest w postaci mocznika. Mocznik produkowany jest
w watrobie w tzw. cyklu mocznikowym [11].
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Zdjecie: Schemat cyklu mocznikowego,
http://www.n r m/gim/journal/v15/n4/fig_ im2012166f3.html [12].

W badanich krwi, zawarto$¢ mocznika zazwyczaj wyrazana jest jako azot mocznikowy krwi,
okreslany skrotem BUN (ang. Blood Urea Nitrogen). W warunkach fizjologicznych wartosc ta
stanowi 50% azotu niebiatkowego, za$ zawarto$¢ mocznika ksztattuje sie na poziomie od 15mg do
40 mg/100ml (2.49-6.64 mmol/l) [11].


http://www.nature.com/gim/journal/v15/n4/fig_tab/gim2012166f3.html%20%5b12

Obserwowany podwyzszony poziom mocznika we krwi najczesciej kojarzony jest z chorobami nerek,
aczkolwiek moze to by¢ rowniez wynik odwodnienia organizmu, czy stosowania diety
wysokobiatkowej. Z kolei, powodem obnizonego stezenia mocznika we krwi moze by¢ dieta
niskobiatkowa lub gtodzenie. Do wynikéw takich przyczynia sie takze nadmierne nawodnienie
(spozywanie zbyt duzych ilosci ptynéw), a takze wspomniane juz uszkodzenia watroby [11].

Stosowane do oznaczania mocznika metody hydrolizy enzymatycznej opieraja sie na reakcjach
katalizowanych przez ureaze (odpowiedzialna za rozktad mocznika na amoniak i dwutlenek wegla),
gdzie mierzone jest stezenie produktow reakcji hydrolizy mocznika, wg réwnania:

Enzym ureaza
CO(NH,), + 3H,0 ----==-=s=nmmmnnmnnn > 2NH,*+ CO, + 20H

Mocznik

Ureaza katalizuje hydrolize mocznika, w wyniku czego powstaje amoniak, ktéry nastepnie
z 2-oksoglutaranem w obecnosci zredukowanej formy dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
(NADH) pod wplywem dehydrogenazy glutaminianowej ulega przeksztatceniu do L-glutaminianu.
W metodzie mierzone jest pasmo przy warto$¢ absorbancji rownej 340 nm - pochodzace od NADH
[11].

Wykonanie oznaczenia:
a) Przygotowanie proby odczynnikowej (kontrola)

Do probowki typu eppendorf nalezy odmierzy¢ 1 ml odczynnika do oznaczen 1-UREA, probke
ogrzac do temperatury oznaczenia ok. 25-30°C, a nastepnie dodac¢ do niej 250 pl odczynnika do
oznaczen 2-UREA. Catosc dokladnie wymiesza¢, po czym przenies¢ 800 ml roztworu do kuwety.
Wykona¢ pomiary absorbancji Al i A2 proby wzorcowej i badanej wzgledem proby odczynnikowe;
przy ditugosci fali réwnej A= 340 nm [11].

b) Przygotowanie proby wzorcowaej

Do probowki typu eppendorf odmierzy¢ 1 ml odczynnika do oznaczen 1-UREA. Probke ogrza¢ do

temperatury oznaczenia tj. 25-30°C. Nastepnie, doda¢ 10 pl roztworu wzorcowego, catos¢ dokladnie
wymiesza¢ > Probke inkubowa¢ przez ok. 5 min. w temperaturze pokojowej. Po uplywie czasu
inkubacji doda¢ 250 pnl odczynnika do oznaczen 2-UREA. Dokladnie wymiesza¢, po czym przeniesc¢
800 ml roztworu do kuwety. Po uptywie ok. 1 min. od dodania odczynnika nalezy odczytac
absorbancje Al proby wzorcowej wzgledem proby odczynnikowej przy dtugosci fali rownej 340 nm.
Nastepnie, nie wyjmujac kuwety (doktadnie po uplywie 1 min.) nalezy zmierzy¢ warto$¢ absorbancji
A2 proby wzorcowej wzgledem proby odczynnikowej. Kazde oznaczenie wykona¢ w trzech
powtdrzeniach. Na podstawie otrzymanych wartosci nalezy obliczyé warto$¢ zmiany absorbancji na
minute: AA/min. (Al - A2) [11].



c¢) Przygotowanie préby badane;j

Do probéwki typu eppendorf nalezy odmierzy¢ 1 ml odczynnika do oznaczen 1-UREA. Prébke ogrzac
do temperatury oznaczenia 25-30°C, po czym doda¢ 10 ul roztworu wzorcowego. Dokladnie
wymieszac¢ i inkubowa¢ 5 min, a nastepnie doda¢ 250 pl odczynnika do oznaczen 2-UREA.
Cala zawartos¢ probowki doktadnie wymieszac, po czym przenies¢ 800 ml roztworu do kuwety
pomiarowej.Préobke inkubowaé ok. 1 min.(od momentu dodania odczynnika) i odczyta¢ absorbancje
A1l préby badanej wzgledem préoby odczynnikowej przy dtugosci fali A= 340 nm. Nastepnie, nie
wyjmujac kuwety, doktadnie po uptywie 1 min. nalezy dokona¢ pomiaru absorbancji A2 proby
badanej wzgledem proby odczynnikowej- oznaczenia powtorzy¢ trzy razy,a na koniec obliczyé zmiane
absorbancji AA/min. (Al -A2) (jak wyzej) [11].

Na podstawie otrzymanych wynikoéw obliczy¢ stezenie mocznika w badanej probie korzystajac ze
WZOru:

Stezenie mocznika = AA(PB) / AA(PW) x stezenie wzorca
Gdzie:
- 1 mg mocznika odpowiada 0,467 mg azotu mocznikowego (BUN) [11].

Zastosowanie metody enzymatycznej do oznaczania kwasu moczowego (wg. E.Praetorius,
H.Polusen 1953: J.Clin.Lab.Invest., 5:273-279) [1].

Jako materiat badawczy w metodzie tej mozna wykorzysta¢ surowice, osocze heparynowe lub
10-krotnie rozcienczony mocz. Jako wzorzec wykorzystywany jest kwas moczowy o stezeniu 4
mg/100ml(0,24mmol/1).

Wykonanie:

- Przygotowanie proby badanej: do 1 ml odczynnika roboczego (tj.: 40umol 4-aminoantypiryny,
0,2mmol DHBS(kwas 3,5-dichloro-2-hydroksybenzenosulfonowy), 18U urykazy oraz 500U
peroksydazy rozpusci¢ w 100 ml wody, delikatnie wymieszac) nalezy doda¢ 50 pl surowicy

- Przygotowanie proby wzorcowej: do 1 ml odczynnika roboczego doda¢ 50 ul wzorca

- Przygotowanie proby slepej: 1 ml odczynnika roboczego z dodatkiem 50ul tego odczynnika [1].

Probki doktadnie wymieszac i inkubowa¢ w temperaturze 25°C przez 10 minut. Po uptywie inkubacji
odczyta¢ wartos¢ absorbancji (A) dla proby badanej i wzorcowej wzgledem proby slepej przy diugosi
fali r6wnej A=500 nm. Nastenie, obliczy¢ stezenie kwasu moczowego, uwzgledniaja¢ stezenie wzorca
réwne 4 mg / 100 ml, wg wzoru:

mg /100 ml = (A, /A,) x 4 mg /100 ml [1].

Pomiar stezenia kwasu moczowego z wykorzystaniem gotowego zestawu odczynnikow
[procedura z zestawu firmy BioSystems ze strony:
http://chemklin.sum.edu.pl/uploaded/Chemia%20kliniczna/Kwas%20moczowy.pdf)



W wyniku sprzezonych reakcji kwas moczowy w probie badanej tworzy barwny kompleks.
Dzieki temu jego stezenie moze by¢ mierzone z wykorzystaniem spektrofotometru.

Na rynku dostepne sg gotowe zestawy do pomiaru stezenia kwasu moczowego, ktérych dziatanie

opiera sie na reakcjach enzymatycznych (wykorzystanie specyficznych enzyméw, ktore reaguja
z kwasem moczowym: urykaza, peroksydaza) [13].

Material do badan:

Suroica, osocze lub mocz nalezy pobra¢ zgodniez panujacymi procedurami, a przed samym
wykonaniem oznaczenia (w przypadku prébki moczu) nalezy ja rozcienczy¢ woda destylowana
w stosunku 1:10. Stabilnos¢ kwasu moczowego w surowicy wynosi 7 dni w temperaturze od 2°C do 8
°C. W moczu stabilnosc kwasu moczowego wynosi 4 dni w temperaturze pokojowej, jezeli pH moczu
doprowadzone jest do >8 przez dodanie roztworu NaOH [13].

Odczynnik zestawu:

- odczynnik (A): fosforan 100mmol/l, detergent 1,5 g/l, dwuchlorofenylosulfonian 4mmol/l,
urykaza>0,12 U/ml, oksydaza askorbinowa >5U/ml, peroksydaza >1U/ml, 4-aminoantypiryna
0,5mmol/l, pH=7.8.

- standard (S) kwasu moczowego: kwas moczowy 6mg/dl (357pmol/l) [13].

Wykonanie:

- Odczynniki nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowej

- Do odpowiednio podpisanych probéwek (tj. proba slepa, standard, préba badana) odpipetowac :
1) proba slepa: 25 nl wody destylowanej oraz 1 ml odczynnika (A)

2) standard: 25 pl standardu (S) kwasu moczowego oraz 1 ml odczynnika (A)

3) préba badana: 25 ul préby badanej i 1 ml odczynnika (A)

- Zawartos$¢ probdéwek dokladnie wymiesza¢, po czym inkubowac probdwki przez 10 minut
w temperaturze pokojowej (w granicach 16- 25°C) lub przez 5 minut w teperaturze 37°C.

- Dokonac¢ pomiaru absorbancji (A) standardu i proby badanej przy diugosci fali rownej 520 nm
wobec préoby slepej. Powstajace zabarwienie w probkach jest stabilne przez ok. 30 minut [13].

Na podstawie otrzymanych wynikéw nalezy obliczy¢ stezenie kwasu moczowego w probie wg wzoru :

A i Asindaran X C gandaras X WSPOlczynnik rozcienczenia proby = C 03,



Oznaczanie kwasu moczowego w surowicy krwi (procedura z: Metody badan analitycznych.
PZWL, Warszawa 1959, instr.30) [1].

Kwas moczowy w reakcji z weglanem sodu powoduje redukcje kwasu fosforowolframowego
do btekitu wolframowego. Natezenie powstalego w reakcji zabarwienia jest proporcjonalne do
stezenia kwasu moczowego w badanej probce. Na oznaczanie kwasu moczowego w danej prébce
maja wplyw (interferuja):

Hemoliza, zwiekszone stezenie kwasu askorbinowego, niektore leki np. kofeina, salicylany,
fenacetyna [1].

Wykonanie: 1 ml surowicy zmieszac¢ z 1 ml 20% roztworu TCA (Cl,COOH) i 3 ml wody. Doktadnei
wymieszac, a po uptywie 10 minut roztwor przesaczy¢. Do 2 ml przesaczu doda¢ 0,1 ml odczynnika
fosforowolframowego oraz 0,9 ml 22% roztworu Na,CO,. Inkubowa¢ 10 min, a nastepnie zmierzy¢
warto$¢ absorbancji przy dtugosci fali rownej 610 nm wobec wody [1].

Przygotowanie préby wzorcowej: do 1 ml roztworu wzorcowego kwasu moczowego (stezenie 2
mg/100 ml) doda¢ 0,4 ml TCA, 0,6 ml roztworu mocznika (40%), 0,1 ml odczynnika
fosforowolframowego oraz 0,9 ml roztworu Na,CO,. Inkubowaé¢ 10 minut po czym zmierzy¢
absorbancje przy A=610 nm wobec wody [1].

Na podstawie uzyskanych wyniké oblicza sie stezenie kwasu moczowego w surowicy wg wzorow:

mg/100 ml = A, /A, x2mg/100ml x 1 ml wzorca/0,4 ml surowicy = A,/ A, x 5mg/100 ml lub

pmol/l = (A, /A,) x 297, 4 pmol/l

Zaleznos¢ absorbancji od stezenia kwasu moczowego w badanej probce ma przebieg prostolinijny
w granicach do 10mg/100 ml [1].

Oznaczanie zelaza w surowicy krwi

Zelazo dwuwarto$ciowe w reakcji z 2,2’-dipirydylem tworzy zwiazek kompleksowy o rézowym
zabarwieniu. Z kolei, zelazo dwu- i tréjwartosciowe w srodowisku zasadowym tworzy zwigzek
wewnatrzkompleksowy z kwasem sulfosalicylowym [1].



Wykonanie:

1)Do 2 ml surowicy nalezy doda¢ 2 ml 2,5% roztworu Na,SO, oraz 2 ml 0,1% roztworu
2,2’-dipirydylu w 3% roztworze CH,COOH. Probke doktadnie wymiesza¢ i inkubowa¢ we wrzacej
tazni wodnej przez 5 minut. Po uptywie czasu inkubacji prébke odwirowac [1].

2)Do 3 ml surowicy doda¢ 3 ml 20% roztworu CCI,COOH. Dokladnie wymiesza¢, a po kilku minutach
probke odwirowac. Do powstatego po wirowaniu supernatantu doda¢ kilka kropli 20% roztworu
kwasu sulfosalicylowego i 1 ml stezonego roztworu NH, - dodawa¢ do momentu pojawienia sie
w probce zoéttego zabarwienia [1].

Zelazo wystepuje w organizmie w réznych formach, m. in. w hemoglobinie, jako zelazo tkankowe,
a takze w mioglobinie. Zelazo przenoszone jest przez biatkowy nosnik zwany apotransferyna,
a kompleks biatka z zelazem okreslany jest mianem transferyny. Ferrytyna bedaca biatkiem
kompleksujacym jony zelaza, jest obecna w wiekszosci komorek, a dodatkowo stanowi rezerwuar
zelaza dostepny dla tworzenia hemoglobiny i innych biatek, ktére zawieraja grupe hemowa.
Ferrytyna i transferyna sa zwigzkami obecnymi w komérkach btony sluzowej jelit, razem biora
udziat w regulacji wchtaniania [24].

Glowne zaburzenia metaboliczne sa zwigzane z niedoborem lub nadmiarem zelaza w organizmie.
Zmiany w poziomie zelaza obserwuje sie w wielu réznych zaburzeniach jak np.: astma, choroby
sercowo-naczyniowe, przewlekle zapalenie watroby czy choroby nerek. W badaniach najczesciej
diagnozowanym zaburzeniem jest niedokrwistos¢ z niedoboru zelaza, ktora zazwyczaj wystepuje
u dzieci, kobiet w ciazy i starszych osdéb. Ponadto, do niedikrwistosci moga prowadzi¢ takie choroby
jak wrzody zotadka, wrzody dwunastnicy czy rak zotadka. Nadmiar Zelaza diagnozuje sie np.
w takich zaburzeniach jak: hemosyderoza, hemochromatoza i anemia sideroblastyczna [24].

W standardowych metodach analitycznych, zwiazki redukujace takie jak np. hydroksyloamina
sa niezbedne do konwersji zelaza (III) w zelazo (II) z wytworzeniem czerwono-pomaranczowego
kompleksu z o-fenantroling. Jako zwiazek silnie trujacy (mutagen) , hydroksylamina wywotuje
niepozadane efekty zdrowotne zwiazane z jej absorpcja przez skore. Tak wiec, zwiazek ten dziata
draznigco na skoére, oczy, btony sluzowe i drogi oddechowe. Jako alternatywe do badan wybrano
kwas askorbinowy, ktéry réwniez wykazuje silne wtasciwosci redukujace, a w poréwnaniu do
hydroksylaminy jest on przyjazny dla Srodowiska [25]. Przeprowadzone badania wykazaty, ze kwas
askorbinowy jako prosty, tani i przyjazny srodowisku srodek redukujacy, wykazuje maksimum
zdolnosci redukujacych zelazo (III) w stezeniu ponizej 4,46 x 10*M, w pH roztworu 1-3 [25].

Autor: Lidia Koperwas
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