Cwiczenie - Oznaczanie st¢zenia magnezu w surowicy krwi metoda

kolorymetryczna

Wprowadzenie

Magnez wystepuje we wszystkich tkankach 1 ptynach ustrojowych, a znaczna czg$¢
znajduje si¢ w tkance kostnej. Razem 2z wapniem uczestniczy w prawidlowym
funkcjonowaniu tkanki nerwowej 1 migsniowej. Bierze udzial w przekazywaniu impulsow
nerwowych. Uczestniczy w syntezie 1 stabilizacji kwaséw nukleinowych. Jest niezbednym
kofaktorem wielu enzymow. Zasadniczo wszystkie enzymy dziatajace na nukleotydy, tj. ATP,
sa aktywne w obecnosci jondow Mg™"; jony te odgrywaja szczegdlna role w wiazaniu
1 stabilizowaniu fragmentéw polifosforanowych.

Na stezenie magnezu ma wplyw podaz w pokarmach, wchtanianie w przewodzie
pokarmowym oraz wydalanie z moczem. Pomiar st¢zenia magnezu w surowicy jest badaniem
przydatnym w diagnostyce zaburzen nerwowo-mig$niowych 1 zaburzeh rytmu serca,
w monitorowaniu terapii diuretykami 1 lekami nefrotoksycznymi, niewydolnosci nerek
1 zywienia pozajelitowego. Zaréwno niedobor magnezu (hipomagnezemia) jak 1 nadmiar
magnezu (hipermagnezemia) prowadza do zaburzen ukladu nerwowego i1 mig$niowego,
a szczegblnie mig$nia sercowego (zaburzenia rytmu i przewodzenia).

« Hipomagnezemia najczgsciej jest efektem dziatania niepozadanym lekéw
moczopednych (wzrost wydalania nerkowego) 1 zwykle prowadzi do hipokalcemii
oraz jest zwigzana z hipokalemia. Objawy kliniczne niedoboru magnezu obserwuje
sig, jezeli jego stgzenie jest nizsze niz 0,5 mmol/l.

« Hipermagnezemia jest najczgsciej konsekwencja zwigkszonej podazy lub
niewydolnosci nerek. Kliniczne objawy hipermagnezemi wystgpuja powyzej 2,5
mmol/l, za§ przy stezeniu powyzej 5 mmol/l dochodzi do porazenia migsni

oddechowych.



Co istotne, prawidlowe stezenie magnezu w surowicy nie wyklucza jego niedoboru

wewnatrzkomorkowego.

Cel ¢wiczenia:

Celem (¢wiczenia jest wykonanie praktycznego ozmnaczenia steZenia magnezu
w surowicy krwi ludzkiej metodq spektrofotometrycznq. W metodzie tej wykorzystuje sie reakcje
magnezu z biekitem ksylidylowym w srodowisku alkalicznym, w wyniku ktorej tworzy sie
purpurowo zabarwiony zwiqzek. Intensywnos¢ zabarwienia jest wprost proporcjonalna do
stezenia magnezu w badanej probie. Oznaczenia absorbancji wykonuje si¢ wobec proby zerowej

przy 520 nm.

Sprzet i materialy:

» Wzorcowy roztwdér magnezu o stezeniu 2 mg/dL (0,82 mmol/L) 2-STANDARD,

»  Surowica krwi ludzkiej,

» Zestaw diagnostyczny do oznaczania st¢zenia MAGNEZU Lquick Cor-MG. Sktad i
stezenie sktadnikow w odczynniku roboczym :

« Biekit ksylidylowy 0,15 mmol/l

- EGTA 0,1 mmol/l

« Bufor (pH 11,5)

» Detergent

» 6 Probowek typu eppendorf,

» Pipety automatyczne o pojemnosci 1000 pl, 10 pl oraz koncowki do pipet,

» 1 Kuweta polistyrenowa (poj. 800 pl) do pomiaréw spektrofotometrycznych (d = 10

mm),



» Wpytrzasarka typu Vortex,

» Spektrofotometr UV-Vis

Wykonanie ¢wiczenia:

1. Proba zerowa: do probdwki typu eppendorf doda¢ 1 ml odczynnika 1-MG. Pozostawi¢ do
osiagnigcia temperatury pokojowej (okoto 10 min). Nastgpnie doda¢ 10 pl roztworu wody

dejonizowanej. Wymieszac 1 przenie$s¢ 800 pl roztworu do kuwetki.

2. Préba wzorcowa: do probowki typu eppendorf doda¢ 1 ml odczynnika 1-MG. Pozostawi¢

do osiagnigcia temperatury pokojowej. Pozostawi¢ do osiagnigcia temperatury pokojowe;.
Nastgpnie doda¢ 10ul roztworu wzorcowego. Wymiesza¢ 1 pozostawi¢ na 5 min. Przenie$¢
800 pl roztworu do kuwetki. Wykona¢ pomiar absorbancji przy diugosci fali 520 nm
wzgledem proby zerowej jako proby odniesienia. Pomiar wykona¢ czterokrotnie.

3. Proba badana: do probowki typu eppendorf doda¢ 1 ml odczynnika 1-MG. Pozostawi¢ do
osiagnigcia temperatury pokojowej. Nastgpnie doda¢ 10ul surowicy krwi ludzkie;.
Wymiesza¢ 1 pozostawi¢ na 5 min. Przenie$¢ 800 pl roztworu do kuwetki. Wykonaé pomiar
absorbancji przy dlugosci fali 520 nm wzgledem proby zerowej jako proby odniesienia.

Pomiar wykona¢ czterokrotnie.

Proba Proba Proba
Sktadniki badana wzorcowa zerowa
Odczynnik roboczy 1-MG 1000 pL 1000 pL 1000 pL
Surowica krwi ludzkiej 10 pL - -
Wzorzec - 10 pL -
H,0 destylowana - - 10 pL
Doktadnie wymiesza¢. Po Sminutach przenies¢ 800 pl roztworu do kuwetki




spektrofotometrycznej. Odczyta¢ absorbancj¢ przy A=520 nm dla proby
badanej (Apg) 1 wzorcowej (Apw) wobec proby zerowej. Pomiar powtdrzy¢

czterokrotnie.

Opracowanie wynikow:

» Obliczy¢ stezenie magnezu w badanej probie korzystajac ze wzoru:
Stezenie magnezu = Apg) / Apw X stgzenie wzorca
»Przeprowadzi¢ analizg statystyczna wynikow, obliczajac $rednia zawarto$¢

cholesterolu w probee, odchylenie standardowe oraz procentowy blad oznaczenia.

WARTOSCI PRAWIDLOWE (surowica/osocze)

Noworodki 2 —4 dni 1,5 - 2,2 mg/dl (0,62 — 0,91 mmol)

Dzieci 5 m-cy — 6 lat 1,7 — 2,3 mg/dl (0,70 — 0,95 mmol)
6—12 lat 1,7 - 2,1 mg/dl (0,70 — 0,86 mmol/l)
12 — 20 lat 1,7 - 2,2 mg/dl (0,70 — 0,91 mmol/l)

Dorosli powyzej 20 lat 1,7 - 2,3 mg/dl (0,66 — 1,07 mmol/l)

Zalecane jest opracowanie przez kazde laboratorium wlasnych zakresow wartosci
prawidtowych charakterystycznych dla lokalnej populacji.
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Zagadnienia:

1. Magnez (znaczeniu jondw magnezu dla organizmu ludzkiego, poznanie zagrozen
wynikajacych z zachwiania rownowagi magnezu w organizmie, metody oznaczania magnezu

we krwi).
2. Spektrofotometria UV-Vis (prawa absorpcji 1 odchylenia od tych praw, aparatura).

3. Opracowanie wynikow i ich ocena statystyczna.



