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Vzdělávací materiál:  Pracovní list  - Spetrofotometrie III 

	Číslo a název materiálu v sadě: VY_32_INOVACE_CKB.3.13

Šablona: III/2 – Inovace a zkvalitnění výuky prostřednictvím ICT


	Autor(ka) materiálu: Mgr. Helena Pěnkavová

	Vyučovací předmět, ročník a obor: : Cvičení klinické biochemie, 3. ročník, laboratorní asistent

	Datum tvorby: 3. 3. 2013

	Anotace: Pracovní list slouží k domácí přípravě žáků na laboratorní cvičení. Studenti využijí ICT techniku při zpracování úlohy – interaktivní vkládání výsledků laboratorní práce. Využívají ICT i při zpracování grafů. Pracovní list je studentům zasílán prostřednictvím elektronické komunikace a tímto též odevzdáván.


	

	Jméno: 

Třída:                                                                                                           Klasifikace: 

	Název práce: Stanovení koncentrace kyseliny močové metodou kalibrační křivky 

Téma: Spektrometrie 

Typ metody: End point (metoda konečného bodu)


	Pomůcky a přístroje:    
                 
· spektrofotometr 
· 2 automatické pipety + špičky 
· stojan na zkumavky 
· zkumavky (9x) 
· odměrná baňka (100 ml) 
· kádinka 
· vzorek séra (označit číslem)
· odpadní lahev na odpad
· střička s destilovanou vodou 
· buničina 
Chemikálie: pufr – chromogen (fosforečnanový pufr, DHBS)


	Princip metody :  Kyselina močová se oxiduje k enzymem ureasou na peroxid vodíku a alantoin. Vzniklý peroxid vodíku se stanovuje oxidační kopulací se sodnou solí kyseliny 3,5 – dichlor – 2- hydroxyybenzensulfonové a 4 – aminoantipyrinem katalyzovaným enzymem peroxidázou. 
Zadání, úkoly: 

Příprava kalibrační řady z roztoku kyseliny močové o známé koncentraci 
A) Ze zásobního roztoku o koncentraci kyseliny močové 375 umol/l připravte 3 standardní roztoky (= kalibrační roztoky mající různou koncentraci). 




Zásobní roztok nařeďte podle následujícího postupu:

1. do třech značených zkumavek č. 1 - 3 rozpipetujte roztok kyseliny močové následujícím způsobem: 
	zkumavka č. 
	1
	2
	3

	pipetovaný objem (ml)
	0,01
	0,02
	0,03


2. doplňte destilovanou vodou do konečného objemu 0,05 ml v každé zkumavce, promíchejte 
3. dále tyto zkumavky (č.1- 3) s připravenými standardními roztoky zpracujte podle bodu C) 
Koncentraci jednotlivých standardních roztoků lze vypočítat z hodnoty koncentrace zásobního roztoku ze znalosti způsobu naředění (pipetovaný objem viz. tabulka, konečný objem ve zkumavce = 0,5 ml).tak
Koncentraci kalibračních roztoků lze spočítat takto: 
c1*V1 + c2*V2 = cvýsl. * Vcelk. 
(c1 =konc. stand.; V1 objem stand. ...nebo-li počet dílů, nebo počet ml..atd; c2 konc. druhého roztoku-tady je to voda a ta má konc.= 0, potom celý člen je nula, ale píši to obecně; V2 objem druhého roztoku-tedy vody; cvýsl - to je to, co chceme zjistit, Vcelk. je celý objem, nebo součet dílů), takže dosazeno pro první ředění:
1*375 + 4*0 = cvýsl * 5 (1díl, 4díly, 5dílů)
C výsl = 1*375/5 = 75umol/l; pro druhé ředění:
2*375 +3*0 = cvýsl. * 5
C výsl = 2*375/5 = 150umol/l ..atd
	B) Vzorek pacienta označte číslem a připravte k analýze (nutné sérum předem zkontrolovat, zda není hemolytické)
C) Stanovení koncentrace kyseliny močové
Standardní roztoky připravené v bodě A), kontrolní vzorek (v lahvičce na pracovním stole), vzorek séra pacienta a  slepý pokus (blank)  musí být zpracovány současně a stejným postupem.





 Pro získání přesnějšího výsledku zpracujte vzorek séra dvakrát, jako výslednou koncentraci uveďte aritmetický průměr těchto dvou stanovení. 
	zkumavka číslo: 
	1 - 3
(viz. bod A)
KALIBRAČNÍ ŘADA
	6
KONTROLNÍ VZOREK
	7 - 8
sérum
	9
SLEPÝ POKUS

	standard. roztok / ml 
	0,02
	-
	-
	-

	kontrolní vzorek / ml 
	-
	0,02
	-
	-

	ředěná moč / ml 
	-
	-
	0,02
	-

	destilovaná voda / ml 
	0,02
	0,02
	0,02
	0,02

	Pracovní roztok /ml
	1,00
	1,00
	1,00
	1,00

	
	
	
	
	

	konečný objem
	S 1,02 mL
	S 1,02mL
	S 1,02 mL
	S 1,02 mL


1. všechny zkumavky řádně promíchejte 
2. vizuelně zkontrolujte objem reakční směsi ve všech zkumavkách: musí být stejný (= 2 ml, viz. tab.) 
3. zkumavky nechte 10 minut stát při laboratorní teplotě 
4. při 510 nm změřte absorbance všech analyzovaných roztoků: nejprve vynulujte spektrofotometr na vodu, změřte absorbanci slepého pokusu (opište si ji), pak teprve nulujte na slepý pokus 
5. změřte postupně absorbance ve všech připravených zkumavkách 


Poznámka: Všechna měření provádíme na jednom přístroji, v jedné kyvetě, kterou vždy alespoň dvakrát propláchneme měřeným roztokem.






Měření uspořádejte do tabulky:

	Koncentrace
[mol .l-1]
	cx

	c1=cx+cst1
0,1+cx

	c2=cx+cst2
0,2+cx 
	c3=cx+cst3
0,3+cx 
	cx (výpočtem)
[mol .l-1]


	Absorbance
[ - ]
	Ax

	A1

	A2

	A3

	

	
	
	
	
	
	

	cx (z grafu) 
[mol .l-1]

	
	-----
	-----
	-----
	-----




	Úkoly:
	· vypočítejte koncentrace použitých standardních roztoků (v µmol/l) 
· na milimetrový papír sestrojte kalibrační křivku a odečtěte z ní koncentrace kyseliny močové v kontrolním vzorku a ve vzorku séra výsledky přehledně shrňte do tabulky; nezapomeňte do protokolu zaznamenat identifikační číslo používaného kontrolního vzorku (uvedeno na lahvičce) 
· zjištěné koncentrace porovnejte s fyziologickým rozmezím
· závěry diskutujte 




	


Výpočty:





Závěr:
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