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Vzdělávací materiál:  Pracovní list  - Urea – laboratorní metoda

	Číslo a název materiálu v sadě: VY_32_INOVACE_CKB.3.16

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: 7. 3. 2013

	Anotace: 
Pracovní list slouží k domácí přípravě žáků na laboratorní cvičení. Studenti využijí ICT techniku při zpracování laboratorní práce. Výsledky laboratorního stanovení jsou vkládány přímo do pracovního listu.  Pracovní list je studentům zasílán prostřednictvím elektronické komunikace a tímto též odevzdáván.


	Datum práce:                                              Laboratorní práce č.
Jméno:  
Třída:                                                         Klasifikace: 

	Název práce: Stanovení koncentrace urey ve vzorku UV kinetickou metodou
Metoda: kinetika, měříme ve dvou intervalech, po 60 sec. 1 měření, po 120 sec.2.měření

	Pomůcky a přístroje: spektrofotometr, pipeta na 1000 µl, 500 µl, 10 µl,  6 zkumavek,  lázeň 37 o C, stojan do termolázně
Chemikálie: 
· A Reant : glutamat dehydrogenaza > 140 U/ml, etylenglykol 220 g/l, azid sodný 9,5 g/l, pH 8,0.
· B. Reagent. NADH 1,5 mmol/L, azid sodný 9,5 g/L.
· Standard urea 50 mg/dL (8.3 mmol/l)
· vzorek séra pacienta (zapište do protokolu údaje o vzorku) 
· destilovaná voda (v lahvi) 
· kontrolní vzorek urey (tj. vzorek pro kontrolu správnosti práce; vyučující zná jeho koncentraci)
! Opište si z lahvičky jeho identifikační číslo! 

	Princip metody:
Močovina ve vzorku způsobuje prostřednictvím níže popsaných reakcí úbytek NADH, což lze měřit spektrofotometricky.
1,2Močovina + H2O 2NH4+ + CO2 +NH4  NADH + H+ + 2 – oxoglutarát Glutamat +NAD+
Vlnová délka měření: 340 nm

Příprava pracovního roztoku: Kvantitativně převeďte roztok z lahvičky B do A, promíchejte. Roztok je připraven k pipetování. 

Pipetujte dle tabulky do označených zkumavek St (2x) vzorek (2x), kontrola (2x)
	zkumavka číslo: 
	1 - 2
standardní roztok
8,3 µmol/l
	3-4
KONTROLNÍ VZOREK
	5-6
sérum
	

	standard. roztok / ml 
	0,01
	-
	-
	

	kontrolní vzorek / ml 
	-
	0,01
	-
	

	Vzorek séra / ml 
	-
	-
	0,01
	

	 Zkumavky vytemperujte s připraveným vzorkem (standardem, kontrolou) na 37 oC v termostatické lázni. 
Pracovní roztok spouští reakci, přidáváme jej, až když stiskneme stopky a měříme čas reakce pro měření 1.absorbance A1!
Pracovní roztok v objemu 1,5 ml přidáváte do všech připravených zkumavek POSTUPNĚ!!!!

	
	
	
	
	


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

1. Sérum i pracovní roztok vytemperujte na 37 oC v termostatické lázni
2. Na fotometru nastavte pracovní filtr 340 nm
3. Nastavte též teplotu 37 o C
4. Připravte měřící kyvetu
5. Připravte stopky
6. Smíchejte sérum 0,01 ul a 1,5 ml pracovního roztoku, stiskněte ihned stopky
7. Vložte do kyvety a ve 30. sekundě změřte absorbanci A1
8. Ponechte vzorek v kyvetě a proveďte další měření absorbance A2  v 90. sekundě.
9. Obě hodnoty zaznamenejte do tabulky. 

Měření uspořádejte do tabulky:

	Koncentrace
[µmol .l-1]
	Cvzorku
30.sec.
	

90 sec.
	C kontrolního roztoku

	C kontrolního roztoku
 
	C standardu
	
C stadardu
	C standardu
8,3
[mmol .l-1]

	Absorbance
[ - ]
	A1vzorku
1.měření
	A2vzorku
2.měření
	A1
30.sec.
	A2
90. sec.
	A1
30. sec.
	A2
90. sec
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	cx (z výpočtu) 
[mmol/l]

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



1. Vypočtěte koncentraci močoviny: 
                               A 1 – A2  (vzorku) 
Cmočoviny ve vzorku = -----------------------  x C ( standardu)  =   …………………………… mmol/l
                               A 1 – A2  (standardu) 
Pracovní postup:



Výpočty:


Závěr: 
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