Turbidymetryczne oznaczanie albuminy metoda Extona

Albumina jest gléwnym biatkiem surowicy krwi, produkowanym w watrobie.

Budowa przestrzenna surowiczej alouminy wotowej (BSA).

Zwigzek ten spelnia w organizmie wiele waznych funkcji, takich jak:

utrzymanie prawidtowego cisnienia koloidoosmotycznego 0socza, zapobiegajac
przeptywowi osocza do tkanek (czyli obrzekom),

wigzanie i transport zwigzkow egzogennych i endogennych — na przyktad hormondow
(tyroksyna, trojjodotyronina, kortyzol), lekdw (antybiotykdw, barbituranéw), kwasow
thuszczowych, lipidow i1 barwnikow zotciowych (bilirubina), witamin. Ponadto moze
wiazaé kationy roznych metali jak Ca®*, Na*, Mg®*, Zn*" i K* i w tej formie powodowa¢
ich przemieszczanie si¢ w organizmie,

dziatanie przeciwutleniajgce — zwigzane z obecnoscig w albuminie wolnej grupy tiolowej
(-SH),

dziatanie buforujace — albumina wchodzi w sktad uktadu buforowego krwi,

dziatanie przeciwzapalne — hamuje wytwarzanie leukotriendw przez neutrofile i ptytki
krwi oraz obniza wrazliwo$¢ neutrofili na dziatanie cytokin zapalnych.

wplyw na przepuszczalnos¢ naczyn wlosowatych,

funkcja odzywcza — jest wychwytywana przez komorki §rédblonka gdzie ulega degradacji
do wolnych aminokwasow, ktore nastepnie wracajg do krazenia i sg substratem do
syntezy biatka przez komorki,

dziatanie przeciwzakrzepowe — aktywuje antytrombing III i hamuje agregacj¢ phytek krwi.

Obnizenie st¢zenia albuminy w surowicy ma zatem duze znaczenie diagnostyczne.

Albumina jest rozpuszczalna w wodzie oraz w wodnych roztworach zasad i kwaséw. O

rozpuszczalno$ci biatka w wodzie decydujg sity dziatajace pomiedzy grupami polarnymi

czasteczek biatka a dipolami wody. Dodanie do roztworu biatka soli metali lekkich zmniejsza



jego rozpuszczalno$¢ poniewaz so6l eliminuje warstwe hydratacyjng optaszczajaca biatko,
odciagajac dipole wody. Na skutek utraty ptaszcza wodnego biatko wytraca si¢ z roztworu ale
jego struktura przestrzenna nie zostaje naruszona. Ten proces nazywany jest wysalaniem i jest
procesem odwracalnym (koagulacja odwracalna).

Nieodwracalnym procesem wytragcania biatka jest denaturacja (koagulacja
nieodwracalna). W trakcie denaturacji biatko zmienia swojg struktur¢ przestrzenng
I pierwotne wlasciwosci. Czynnikami powodujacymi denaturacje biatka sa wysoka

temperatura, sole metali ciezkich (np. sole miedzi, rtgci, baru, kadmu, otowiu), stezone kwasy
I zasady, etanol.

Trwalte zawiesiny i koloidy wykazujg szczegdlne wilasciwosci optyczne. Wigzka
promieniowania padajacego na roztwOr metny zostaje cze¢$ciowo przepuszczona. Reszta
promieniowania ulega absorpcji i rozproszeniu (zjawisko Tyndalla) przez czgstki zawiesiny.

Promieniowanie transmitowane, czyli przechodzace przez roztwor metny jest wiec ostabione.
It = IO - Ir_ Iabs-

W metodzie turbidymetrycznej wyznacza si¢ stezenie zawiesiny lub koloidu na
podstawie badania zalezno$ci mi¢dzy natgzeniem $wiatla padajacego lo, a natezeniem $wiatta

przechodzacego i przez roztwor metny.
Io
T =log = Klc
t

T- turbidancja, K — stata zalezna od rodzaju zawiesiny ¢ — stezenie, 1 — grubo$¢ warstwy
prébki.
Zasada metody

Bialko (BSA - bovine serum albumin) w analizowanej probce ulega wytraceniu pod
wpltywem mieszaniny kwasu 5-sulfosalicylowego (odczynnik Extona). Stopien zmetnienia
roztworu jest wprost proporcjonalny do stezenia biatka, ktore okre§la si¢

spektrofotometrycznie poprzez pomiar turbidancji przy A=445 nm.

Sprzet
Spektrofotometr VIS - Semco S91E (Emco)/ Spektrofotometr UV-VIS Spekol 11.

Pipety automatyczne.



Odczynniki
Roztwor NaCl o stezeniu 0,15 mol/L.
Roztwdr wzorcowy BSA: 1 mg/mL w 0,15 mol/L NaCl.

Odczynnik Extona - 10% (w/v) roztwor kwasu 5-sulfosalicylowego.

Wykonanie ¢wiczenia
1. W kolbkach o pojemnosci 10 mL przygotowaé serie roztwordow wzorcowych wedlug

ponizszej tabeli:

Numer Roztwor wzorcowy | Roztwér NacCl Odczynnik
roztworu BSA 0,15 mol/L Extona
1 200 pL 4,8 mL 50mL
2 400 pL 4.6 mL 5,0 mL
3 600 uL 4.4 mL 5,0 mL
4 800 pL 4,2 mL 5,0 mL
5 1000 pL 40mL 5,0 mL
0-odnos$nik - 5,0 mL 5,0 mL

Podane w tabeli roztwory odczynnikow dodawaé w kolejnosci: roztwor wzorcowy,
roztwor NaCl a na koncu roztwér odczynnika Extona. Zawarto$¢ kazdej kolbki doktadnie
wymiesza¢ 1 pozostawi¢ W temperaturze pokojowej przez 4-10 min. Nastepnie zmierzy¢
turbidancje zawiesin w kuwetach o dtugosci drogi 1 cm przemytych odpowiednim roztworem
wzorcowym przy A=445 nm wobec odno$nika. Przed pomiarem zawarto$¢ kolbki dobrze

wymieszac.

2. Otrzymang w kolbie o pojemnosci 10,0 mL prébke badana w roztworze soli
fizjologicznej uzupeli¢ do kreski odczynnikiem Extona, dokladnie wymieszaé i
pozostawi¢ W temperaturze pokojowej przez 4-10 min. Zmierzy¢ warto$¢ turbidancji przy
A=445 nm wobec odnos$nika.

3. Sporzadzi¢ w programie Excel wykres zaleznosci Tss od stezenia albuminy [mg/mL] i
wyznaczy¢ nastepujace parametry:

e réwnanie krzywej kalibracyjnej
e Wspodtczynnik korelacji r

e wspdlezynnik determinacii r?



4. Na podstawie otrzymanego rownania krzywej kalibracyjnej obliczy¢ stezenie albuminy w

badanej probce.

5. Obliczy¢ btad bezwzgledny i1 blad wzgledny pomiaru proby badane;j

Blad bezwzgledny (Eye;) - bezwzglgdna wartos¢ roznicy migdzy wartoscig prawdziwa (X) a wartoscia

otrzymanego wyniku ().

Ebez = |X—Xi |

Blad wzgledny (E . ), iloraz btedu bezwzglednego (Epe;) | wartosci prawdziwej (X).

wgl= Eb% 100 [%]

Blad wzgledny jest warto$cig niemianowang. Wyrazony w procentach ulatwia poroéwnanie

wielko$ci btedow pomigdzy sobg.
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