Cwiczenie 33 b. Oznaczanie opornoS$ci osmotycznej krwinek czerwonych.

Blony biologiczne

Kazda komorka otoczona jest btona komorkowa, ktéra zapewnia integralnosé
komoérki przez zachowanie charakterystycznego dla niej sktadu chemicznego, czgsto
réznigcego si¢ od otaczajacego ja srodowiska. Jednoczesnie zapewnia ona wymiang materii
i informacji pomiedzy komoérka, a jej otoczeniem. Badania sktadu chemicznego blon
komorkowych wykazaty, ze jej gléwnymi skladnikami sa biatka (w zalezno$ci od
petionych funkcji przez btong stanowig one ok. 20-70 %) 1 zwigzki lipidowe. Wiele z nich
ma  kowalencyjnie przylaczone weglowodany, tworzac tym samym glikoproteiny
i glikolipidy. W latach 70-tych XX wieku zaproponowano tzw. mozaikowy model budowy
bton biologicznych, wedtug ktérego lipidy tworza podwdjng warstwe, w ktorej zanurzone sg
biatka (ryc. 1). Cze$¢ bialek ,,przebija” blone i ich konce wystaja bo obu stronach
dwuwarstwy lipidowej (biatka integralne, transbtonowe; kanaty biatkowe), cze$¢ natomiast
jest luzniej zwigzana z powierzchnig blony (biatka powierzchniowe/peryferyjne,
globularne). Bialka te odpowiedzialne sg specjalistyczne funkcje petlnione przez dany typ
komorek.
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Ryc. 1. Mozaikowy model budowy btony

Gloéwna przyczyna tworzenia struktur dwuwarstwowych przez czasteczki lipidow
tworzace blony jest ich amfipatyczny charakter 1 oddzialywania migdzyczasteczkowe
pomiedzy poszczegdlnymi lipidami oraz pomiedzy woda i lipidami. Sposrod zwiazkow
lipidowych tworzacych zrab btony komorkowej, najbardziej liczne sg fosfolipidy. Pod
wzgledem chemicznym fosfolipidy sa pochodnymi kwasu fosfatydylowego, ktorego
rdzeniem jest czasteczka glicerolu zestryfikowana dwoma dlugotancuchowymi kwasami
ttuszczowymi i kwasem fosforowym. Reszty kwasow tluszczowych majg charakter
hydrofobowy (sa niepolarne), a drugi region w ktorym obecna jest grupa fosforanowa
z przytaczona do niej czgsécia polarng ma charakter hydrofilowy (ryc. 2). W srodowisku



wodnym strukturg energetycznie korzystng dla fosfolipidow jest taka forma, w ktorej czesci
hydrofobowe nie maja kontaktu z wodg. Dlatego tez w btonie plazmatycznej hydrofobowe
reszty kwasow tluszczowych skierowane sg do §rodka, a hydrofilowe ,,glowy” pozostajag w
kontakcie z srodowiskiem zewne¢trznym i wewnetrznym komorki, w ktérych woda jest
jednym z integralnych sktadnikéw chemicznych (zobacz ryc. 1).
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Ryc. 2. Schemat amfifilowej (amfipatycznej) budowy czgsteczki fosfolipidu.

Amfipatyczny charakter fosfolipidow sprawia, ze w srodowisku wodnym samoistnie
tworza one dwuwarstwy fosfofipidowe, gdzie niepolarne reszty kwasow thuszczowych
skierowane sg do jej $rodka, a polarne glowy na zewnatrz. Wida¢ to doskonale na
przyktadzie liposomow (pecherzykow fosfolipidowych), ktore powstaja w wyniku
hydratacji (uwodnienia) suchego filmu fosfolipidowego (cienkiej warstewki lipidu
przylegajacego do Scianki kolby, z ktorej odparowano niepolarny rozpuszczalnik).
Liposomy maja na ogot posta¢ kulistych pecherzykow (o wielkosci od kliku nanometrow
do kilku mikrometréw; 0,01-10 um) wypelionych roztworem wodnym i otoczonych
dwuwarstwag lipidowa o strukturze analogicznej do tej wystepujacej w blonach
biologicznych. Podobienstwo witasciwosci liposoméw do wilasciwosci bton biologicznych
powoduje, ze staty si¢ one modelowym obiektem badan wtasciwosci bton biologicznych

Oddziatywania, ktore wystepuja pomiedzy tancuchami weglowodorowymi kwasow
tluszczowych fosfolipidow maja charakter sit van der Waalsa 1 prowadza do rownolegtego
ustawienia si¢ tych fancuchow wzgledem siebie. Dodatkowe wigzania wodorowe oraz sity
jonowe pojawiajagce si¢ pomiedzy natadowanymi fragmentami czgsteczek lipidow
pozwalaja wytworzy¢ dos$¢ silne oddziatywania krétkozasiegowe. Upakowanie lipidow
zalezne jest od ilosci atomow wegla w tancuchu weglowodorowym kwasu thuszczowego
i stopnia nasycenia. Obecno$¢ Wwigzania podwoéjnego w tancuchu weglowodorowym
powoduje jego zakrzywienie, co sprawia, ze trudniej dopasowac do siebie sgsiadujgce
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czgsteczki, a tym samym sprzyja to rozluznieniu struktury i wptywa na wzrost ptynnosci
btony, czy jej grubos¢. Rowniez wielko$¢ grupy polarnej w hydrofobowej gtowie bedzie
wplywac na stopien upakowania lipidow w dwuwarstwie tworzacej btone fosfolipidows.
Polarny charakter czasteczek wody sprawia, ze grupuja si¢ one wokdl jonow
i innych czastek polarnych, co sprzyja tworzeniu si¢ wigzan wodorowych, a tym samym
stabilizuje strukture dwuwarstwy lipidowej. Utworzona w ten sposdb powierzchnia petni
funkcje bariery przepuszczalnosci, natomiast obecno$¢ w niej czasteczek biatka umozliwia
pehienie innych funkcji blony (np.: transportowe, receptorowe) i nadajg réznym btonom
ich indywidualne wtasciwosci. Blona peini zatem role selektywnej membrany, ktora
oddziela $rodowisko wewnetrzne komorki, od otaczajacego ja srodowiska zewngtrznego,

ktére czesto roznig si¢ sktadem i zawartoscig poszczegolnych sktadnikow.

Ci$nienie osmotyczne

Jezeli dwa roztwory o roznych stezeniach oddzielimy od siebie blong
polprzepuszczalng to pewne rozpuszczone substancje i/lub czastki rozpuszczalnika beda
wykazywaty zdolnos¢ do spontanicznego przeptywu. Czasteczki substancji rozpuszczonej
(np. jony soli) sag zwykle wigksze od czasteczek wody, a dodatkowo czgsto sg one otoczone
plaszczem zbudowanym z czasteczek rozpuszczalnika (np. zhydratyzowane jony) i jako
wigksze nie moga swobodnie przechodzi¢ przez pory w btonie. Natomiast mniejsze czastki
wody (lub innego rozpuszczalnika) beda mogty swobodnie przechodzi¢ przez wspomniane
pory w btonie (Ryc. 3), powodujac przenikanie rozpuszczalnika do roztworu i wzrost
poziomu (iloéci) cieczy w roztworze zawierajacym substancje rozpuszczone (nastepuje ich
rozcienczenie, w celu zmniejszenia gradientu stezen). Taka dyfuzja wody (lub innego
rozpuszczalnika) wynikajaca z roznicy stezen po obu stronach btony potprzepuszczalnej
okreslana jest mianem osmozy.
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Ryc. 3. Schemat dziatania btony potprzepuszczalnej — zjawisko osmozy.
Przenikanie wody do roztworu spowoduje podnoszenie si¢ stupa cieczy w roztworze

na taka wysokos¢, az zostanie zrownowazone cisnienie hydrostatyczne bo obu stronach

btony (Ryc. 3). Wielko$¢ ci$nienia hydrostatycznego w stanie réwnowagi jest miarg



ci$nienia osmotycznego (). Cisnienie to jest tym wigksze, im wigksza jest rOznica stezen
po obu stronach btony: T = (¢, co) RT
Jesli po jednej stronie blony bedzie znajdowat si¢ czysty rozpuszczalnik (gdzie stgzenie
substancji rozpuszczonej Cp= 0), wzor ten mozemy uprosci¢ do zapisu: t = C R T,
okreslanego jako rownanie Morse’a. Na jego podstawie mozemy stwierdzi¢, ze ci$nienie
osmotyczne roztworu, jest tym wigksze im wigcej czastek substancji rozpuszczonej znajduje
si¢ w okreslonej ilo$ci roztworu. Nalezy jednak pamigtaé, ze rownanie to dos¢ dobrze
opisuje cisnienie osmotyczne tylko w bardzo rozcienczonych roztworow.

Zjawisko osmozy jest wywolane tendencja do wyrdwnania potencjalu chemicznego
czasteczek rozpuszczalnika (rozp) W roztworach po obu stronach przegrody. Aby zatem
zrownowazy¢ obecno$¢ substancji rozpuszczonej, nalezy podziata¢ na roztwor ci$nieniem

[1 i przywrocic w ten sposdb réwnosc

Blona pélprzepuszczalna

potencjalu  chemicznego rozpuszczalnika
(urozp) po obu stronach przegrody (Ryc. 4).
Dziatanie odpowiednio duzym ci$nieniem
zewnetrznym,

ktorego warto$¢ odpowiadataby wartosci

cisnienia osmotycznego (IT) mogloby zatem

powstrzyma¢  przeptyw rozpuszczalnika/

. N .
rowne w stanie réwnowagi wody do roztworu o0 wigkszym stezeniu.
Geneza ci$nienia osmotycznego. Potencjal chemiczny Dlatego tez ci$nienie osmotyczne czesto
rozpuszczalnika A po obu stronach przegrody jest jednakowy . .
jedynie wowczas, gdy na roztwér podziala si¢ dodatkowym okresla si@ liczbowo Jako roOwne cisnieniu

ci$nieniem II.

gazowemu, ktore powstatoby, gdyby
substancja rozpuszczona mogta zosta¢ zamieniona na gaz i zamknig¢ta w objetosci réwnej
objetosci roztworu w tej samej temperaturze. Tak wigc np. 1 molowy roztwor mocznika
powinien wywiera¢, w temperaturze 273 K, ci$nienie osmotyczne rowne 22,4 atm (22,4 x
1013 hPa), tj. takie jakie w tej temperaturze wywiera 1 mol gazu (jako gaz zajmuje 22,4 dcm?)
zamkniety w objetosci 1 dem®. Aby przeliczyé ci$nienie osmotyczne, na inne jednostki
ci$nienia, np.: paskale (Pa = N/m?) to stezenie roztworu (C) powinno byé okreslone w
molach na m?, natomiast ilo$¢ substancji rozpuszczonej (m) jako liczbe moli substancji
rozpuszczonej w 1000 kg rozpuszczalnika. Dla roztworow rzeczywistych cisnienie
osmotyczne opisuje zalezno$¢
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gdzie: Vima jest molowa objetoscia czystego rozpuszcezalnika, za$ aa aktywno$cia substancji rozpuszczonej.

Przy wyrazaniu jednostek ci$nienia osmotycznego bardzo czegsto korzysta sig
z jednostki Osmomol (Osm), zwlaszcza wtedy kiedy ilo$¢ substancji rozpuszczonej
wyrazane jest jako stezenie molowe. Je$li jednostka wyrazajaca stezenie czasteczek

rozpuszczonych jest mol, to w przypadku ci$nienia osmotycznego, mozemy postuzy¢ ta



wspomniang jednostka. I tak roztwodr substancji, ktora nie dysocjuje na jony o stezeniu
1 mol/dm? bedzie wywierat ci$nienie osmotyczne réwne 1 Osm/kg, co odpowiada cinieniu
22,4 atm/kg czy 1013 hPa/kg. W przypadku substancji, ktore beda dysocjowaly na jony
musimy uwzglednié, ze kazdy jon z osobna bedzie wywieral dziatanie na btone. Dlatego 1
mol roztworu NaCl (jony Na*i CI") wywiera ci$nienie 2 x 22,4 atm (2 Osm), za$ 1 mol
CaCl (Ca?*i 2CI") — 3 x 22,4 atm (3 Osm).

W przypadku roztworéw wystepujacych w organizmach zywych najczesciej
ci$nienic osmotyczne wyrazane jest w mOsm (1/1000 osmola) i przyktadowo cisnienie
osmotyczne wszystkich ptynéw ustrojowych cztowieka wynosi 300 mOsm/kg. Roztwory
0 takim samym ci$nieniu osmotycznym okreslane sg jako izotoniczne/izoosmotyczne.
Najbardziej znanym roztworem izotonicznym jest 0,9 % roztwor NaCl okreslany mianem
soli fizjologicznej, i mozemy sprawdzi¢ wyliczajac jego ciSnienie osmotyczne:

[T=CRT 0,9 % oznacza, ze mamy 0,9 g w 100 ml (g) wody
Wiedzac, ze masa molowa (NaCl) wynosi 58,5 g/mol, i ze w 1 litrze (1 kg) roztworu
znajduje si¢ 9 g tej soli, mozna wyliczy¢ stezenie molowe, ktdre wynosi:

C =m/VM = 9g/(1 dm3x 58,5g/mol) = 0,15 mol/dm?,
Musimy pamietaé, ze W roztworze wodnym zamiast czasteczek NaCl wystepuja jony Na*
i CI', co powoduje ze zarowno jon sodowy wywiera cisnienie rowne 0,15 Osm, jak i jon
chlorkowy dziata z takg samag sitg na btong - roztwor ten wywiera zatem cisnienie rowne 0,3
Osm/kg (2 x 0,15 mol), czyli 300 mOsm.

Opornosé¢ osmotyczna komorek

Jezeli komorke roslinng lub zwierzeca zanurzy si¢ w roztworze o wigkszym stezeniu
(hipertonicznym), a tym samym o wiekszym ci$nieniu osmotycznym niz ptyn komorkowy,
wowczas woda przenika z komoérki do roztworu i komoérka kurczy sie lub zachodzi
plazmoliza. Zanurzajagc komorke w wodzie destylowanej lub w roztworze o mniejszym
cisnieniu osmotycznym (hipotonicznym) niz panujace w jej wngtrzu obserwuje si¢
przenikanie wody do komorki, a tym samym pecznienie komorki prowadzace nawet do
rozerwania cigglosci blony komoérkowej (Ryc. 5).

ROZTWOR

=4 HOT =2
Hipertoniczny Izotoniczny Hipotoniczny u,o A
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Ryc. 5. Biologiczne konsekwencje istnienia cisnienia osmotycznego - przenikanie ptynéw przez btony
komorkowe na przyktadzie komérki roslinnej i erytrocytow. Jezeli dwa roztwory posiadajg to samo ci$nienie
osmotyczne, moéwimy wowczas ze sg one wzgledem siebie izotoniczne. Roztwor ktéry posiada wyzsze
cisnienie osmotyczne od poréwnawczego, nazywa sie hipertonicznym, a o nizszym cisnieniu osmotycznym od
poréwnawczego hipotonicznym.



Erytrocyty, podobnie jak 1 inne komorki zwierzgce, otacza wybidrczo
polprzepuszczalna blona, co czyni je swoistego rodzaju osmometrami. Osmomolarnosé? ich
wnetrza uwarunkowana  jest obecnoscig bialek, niskoczasteczkowych zwigzkow
organicznych i jondéw nieorganicznych. Poprzez aktywna wymiang jondéw pomigdzy
wnetrzem, a $rodowiskiem zewnetrznym moga kontrolowaé swoja osmomolarnosé.
W warunkach fizjologicznych, kiedy stezenie jonow pozostaje w rownowadze izotonicznej
z osoczem, erytrocyty utrzymujg posta¢ dwuwklestego dysku. Umieszczenie tych komorek
w srodowisku hipotonicznym prowadzi do naptywu wody do ich wnetrza, co prowadzi do
ich pegcznienia i zmiany ksztattu. Zarowno ksztatt komorki, jak i budowa blony pozwalaja
na maksymalne zwigkszenie objetosci o 70%. Gdy krwinka przyjmuje ksztatt kuli - btona
staje si¢ malo rozciagliwa, i dalszy naptyw wody powoduje przerwanie jej ciggtosci (liza
komoérkowa) przez co z wngtrza komorki wydostaje si¢ hemoglobina i1 proces taki okreslany

jest mianem hemolizy.
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Ryc. 6. Krzywa hemolizy wykonana na krwi kurczaka i zaby

Opornos¢ osmotyczna (ang. osmotic fragility) erytrocytéw jest uznawana za
wskaznik wrazliwos$ci krwinek czerwonych na dziatanie czynnikow mogacych powodowaé
ich rozpad (hemolizg). Wplywa na nig wiele czynnikow, wsrdd ktorych mozna wymienic:
sktad 1integralno$¢ blony plazmatycznej, stosunek powierzchni do objetosci komorki,
czynniki zewn¢trzne (temperatura, ultradzwigki, rozpuszczalniki, leki) czy czas ich zycia.
Podstawa testu oceniajacego opornos¢ osmotyczng jest ocena odpornosci erytrocytow na

hemolize w zaleznosci od stezania NaCl (roztwory hipotoniczne: 0,1 + 0,8 %). Prawidlowo

1 Osmolarno$é, molarno$¢ — liczba moli substancji osmotycznie czynnych w 1 litrze roztworu. Mozna tez
spotka¢ si¢ z pojeciem osmomolalnosci, ktora odnosi si¢ do 1 kg rozpuszczalnika. Z wzgledu na fakt ze
gestosé wody w przyblizeniu réwna jest 1kg/dm?® czasami okre$lenie to traktowane jest jako tozsame (pamigta¢
musimy jednak, Ze gesto$¢ wody zmienia si¢ wraz z temperatura, np.: 4°C — 0,999 kg/dm?; 25°C — 0,997 kg/dm?; 35°C — 0,994 kg/dm?)



wyksztatcone krwinki czerwone cztowieka ulegaja hemolizie w wodnych roztworach NaCl
0 stezeniu w granicach 0,48 (oporno$¢ minimalna) do 0,30 % (oporno$¢ maksymalna).
Bardzo czesto oporno$¢ osmotyczna oceniana jest na podstawie przesunigcia krzywej
hemolizy, na wykresie zaleznosci absorbancji (wynikajacej z uwalniania hemoglobiny) od st¢zenia

NaCl, gdzie okresla si¢ stezenie NaCl wywotujace 50% hemolize (ryc. 6).

Zasada dzialania osmometru

Pomiar ci$nienia osmotycznego odbywa si¢ w przyrzadach zwanych osmometrami.
Schemat budowy i zasade dziatania osmometru w prosty sposob przedstawiono na ryc. 7.
Zwykle sg to zautomatyzowane cyfrowe przyrzady, ktore umozliwiajg szybkie i doktadne
oznaczenie ci$nienia osmotycznego metoda pomiaru obnizenia temperatury krzepnigcia.
Temperatura mierzona jest przy pomocy termistora, ktérym jest potprzewodnik metaliczny.
Chtodzenie probki (zamrazanie) prowadzi si¢ przy pomocy uktadu Peltiera umieszczonego
w bloku termostatujgcym. Na skutek obnizenia temperatury dochodzi do krzepnigcia
(zamarzania) roztworu. Aparat poréwnuje temperatur¢ zamarzania mierzonego roztworu

wzgledem temperatury krzepnigcia czystego rozpuszczalnika (wody).

B)

Punkt
Krzepnigcia Plateas

Clepio krystalizacj

Temperatura

Powolne
ochladzanie

Krzepnigcle

Czas

Ryc. 7. Osmometr: A) schemat budowy; B) rejestrowane zmiany temperatury przez osmometr

w trakcie pomiaru — krzywa krzepniecia.

Na ryc. 7B przedstawiono zmiany temperatury badanego roztworu w trakcie
pomiaru osmometrem. Po umieszczeniu w osmometrze probka ulega szybkiemu
ochtodzeniu do temperatury ok. -7° C tj. do temperatury w ktorej powinna krzepna¢. Jednak
w trakcie szybkiego ochtadzania, mimo osiggnigcia i przekroczenia punktu krzepnigcia
moze nie dochodzi¢ do przemiany fazowej (ciecz - ciato stale). Dzieje si¢ tak dlatego, ze w
uktadzie brakuje inicjatoréw krystalizacji - ktorymi moga by¢ mate krysztaltki (zarodki
krysztatow), zanieczyszczenia lub energiczne mieszanie. Dlatego tez zwykle poczatkowy
szybki spadek temperatury probki zwigzany jest z uzyskaniem cieczy przechtodzone;.
Uruchomienie mieszadla powoduje gwaltowng krystalizacje. Wydzielajace si¢ ciepto



przemiany fazowej (ciepto krystalizacji, ang. heat of fusion) kompensuje ciepto odbierane
przez blok termostatujacy osmometru. Przez jaki§ czas (okoto 1- 2 min) ustala si¢ stan
rownowagi (widoczny na rycinie jako plateau), w ktorym temperatura probki jest
temperaturg krzepniecia. W tym momencie wystepuja w rownowadze dwie fazy (ciekta
i stala). Otrzymana warto$¢ obnizenia temperatury krzepniecia roztworu wzgledem
rozpuszczalnika przeliczana jest nast¢pnie w procesorze osmometru na mOsm/kg H20.

Roztwory izotoniczne

Istotng cechg wielu lekow jest ich izotoniczno$¢ — ich roztwory powinny zawierac
takg samg catkowitg ilo§¢ substancji rozpuszczonych, jak w ptynie wypelniajacym komorki.
Pozwala to na unikni¢cie wielu problemow podczas stosowania lekow w postaci iniekcji,
kropli do oczu czy nosa, roztworow do przemywania ran, itp. Aby doprowadzi¢ do
izotonicznosci roztwor jakiego$ leku, nalezy zwigkszy¢ catkowite stezenie substancji przez
dodanie obliczonej ilosci obojetnego fizjologicznie zwigzku chemicznego (najczesciej
chlorku sodowego lub glukozy). Potrzebng ilo§¢ zwiazku, ktory zwigkszy ci$nienie
osmotyczne mozna wyliczy¢ w rézny sposob. W jednym z nich wykorzystuje si¢ fakt, ze
roztwory izotoniczne majg identyczne temperatury krzepnigcia. Izotoniczny z 0soczem Krwi
roztwor leku ma temperature krzepnigcia obnizong o 0,52 K w stosunku do wody.
Oznaczajac przez AT:1 obnizenie temperatury krzepnigcia wody spowodowane przez
dodawany lek, przez AT, obnizenie temperatury krzepniecia wody przez NaCl o stezeniu
1 g soli w 100 g wody, a przez X ilo$¢ gramow NaCl, ktorg nalezy doda¢ do roztworu leku
0 masie 100 g, aby otrzymac roztwor izotoniczny, otrzymuje si¢ nastepujaca zaleznosc:

1 AT, 0,52—AT;

- =—""— stad X =
X  0,52-ATy AT,

Drugi sposob polega na wyznaczeniu roznicy wartosci ci§nienia osmotycznego krwi, ktore
wynosi w temperaturze 37°C okoto 7,7 x 10° Pa (7,65 atm; 300 mOsm) i przygotowanego
roztworu leku:

ewi - Hroztworuteku =1 CR' T
Z tego rOwnania wylicza si¢ stgzenie molowe roztworu NaCl, a nastepnie mase (m) NaCl,
ktora nalezy rozpusci¢ w okreSlonej objetosci roztworu leku, aby wuzyska¢ jego

izotoniczno$¢ z osoczem krwi.

m = (nkrwi_nroztworuleku)MNaClV
iRT

W kolejnej metodzie obliczania ilo$ci substancji, ktorej dodatek doprowadza roztwor

leku do izotoniczno$ci z plynami ustrojowymi wykorzystuje si¢ znajomos$¢ tzw.
rownowaznika chlorku sodu (E). Wielko$¢ ta oznacza ilo§¢ graméw NaCl, ktéra po
rozpuszczeniu wywiera cisnienie osmotyczne identyczne z ci$nieniem 1 g substancji
leczniczej w objgtosci rownej objetosci roztworu chlorku sodowego. Aby znalez¢ warto$¢ E
mierzy si¢ obnizenie temperatury krzepnigcia badanego roztworu. Dla rozcienczonych
roztworow :

AT = Lc



gdzie L jest iloczynem stalej krioskopowej Kk oraz wspotczynnika izotonicznego ,,i” vant’Hoffa (w

przyblizeniu okresla liczbe jonow na ktore dysocjuje dany zwigzek rozpuszczony w wodzie).
L =i Kk
Gdy roztwor jest izotoniczny z osoczem, to wtedy warto$¢ L = Lizo

AT

Lizo -

Cizo
Izotoniczny roztwoér NaCl posiada stezenie molowe 0,154 mol/dm® i obniza temperature

krzepnieia 0 0,52 K. Stad Ly = oo = 3,4 [K dm® mol]

Jezeli roztwor zawiera 1 g leku w 1000 cm?® roztworu to ¢ = 1g / M.

AT = 3,4—2—
58,45

Poréwnujac dwa ostanie rownania stronami otrzymuje si¢ :

1 E Lizo
Lizoﬁ = 3,4@ Sté}d E = 177

Zwiazki podobnie dysocjujace (na takg samg liczbe jonow i o podobnym stopniu dysocjacji)
majg podobne wartosci Lizo. Wartosci E dla wielu lekéw sa obliczone i przedstawione w
tabelach.

Wrykonanie ¢wiczenia

1. Korzystajac z roztworu soli fizjologicznej (0,9 % NaCl) przygotowaé po 8-10 ml

roztworow NaCl o stezeniach: 0,2 % - 0,8 % (wymienionych w podpunkcie 2)
Aby uzyskaé roztwoér 0,3 % mozemy skorzystaé z wzoru: C1Vi = C2V2, gdzie wartosci z indeksem 1 odnoszg sie
do roztworu wyjsciowego (0,9 %), a 2 do tego ktéry chcemy uzyskac, przyktadowo:
09%xV1i=02%x10ml = Vi= 2,22 ml, czyli do 2,22 ml soli fizjologicznej nalezy doda¢
7,78 ml wody i wymieszac lub skorzysta¢ z metody krzyzowej, z ktérej wynika, ze nalezy uzy¢

2 ml soli fizjologicznej (0,9 % NaCl) i 7 ml wody.

2. Do 10 ponumerowanych proboéwek Ependorfa (przedstawione na ryc. obok) | \
wprowadzi¢ po 1 ml roztworu NaCl o stezeniach: 0,2 %; 0,25 %; 0,3 %j; \

0,35 %; 0,4%; 0,45%, 0,5%, 0,55 %, 0,6 %, 0,8%.

3. Do kazdej z probéwek dodaé¢ po 1 kropli krwi (sugeruje si¢ uzycie pipety automatycznej
i wprowadzi¢ do kazdego z roztwordéw po 25 ul) lub erytrocytow zawieszonych w PBS
(buforowana fosforanem sol fizjologiczna — ang. Phosphate - Buffered Saline).

4. Odstawi¢ na 10 minut i nastepnie wskaza¢, w ktorych probowkach roztwor nad opadtymi
krwinkami jest bezbarwny, oraz te w ktorych nastgpila hemoliza (czerwone zabarwienie

roztworu) - ryc. 9 (ponizej) ilustruje kiedy obserwujemy hemolize



brak poczatek pozostata niewielka peina . brak petn

hemolizy hemolizy ilos¢ krwinek hemoliza hemolizy hemoliza
minlmu:p ) maxlmu‘m' po dodaniu  po sedymentacii
opornosci opornosci krwi erytrocytow

Aby przyspieszy¢ opadanie krwinek i ulatwi¢ rozpoznanie, czy zaszta hemoliza mozna
wszystkie probowki odwirowaé (200g, 5 min). Wskaza¢ kiedy obserwuje si¢ pierwsze
oznaki hemolizy (minimum oporno$ci) oraz petng hemolizg.

5. Pelna hemoliz¢ mozemy zaobserwowaé jezeli do 1 ml wody wprowadzimy krople

krwi/zawiesiny erytrocytow. Mozna wykona¢ takg probe - jako punkt odniesienia.

6. Uwolniong hemoglobine oznaczyé spektrofotometrycznie przy 580 nm»? (po
odwirowaniu pobra¢ z gornej czesci roztworu po 200 ul supernatatntu uzyskanego po
odwirowaniu i doda¢ do 600 ul wody — przed dokonaniem odczytu wyzerowac
spektrofotometr uzywajac kuwety z czysta wodg). Narysowaé wykres zaleznosci
uwolnionej hemoglobiny (absorbancji) od stezenia NaCl (Ryc. 6). Wyznaczy¢ graficznie
ICs0 (stezenie przy ktorym obserwuje si¢ 50 % hemolize). Poda¢ warto$ci cisnienia
osmotycznego, przy ktorych obserwuje si¢ poczatki hemolizy (minimum opornosci)
i peing hemolize.

7. Warto$¢ cis$nienia osmotycznego mozna wyliczy¢ lub zmierzy¢ za pomocg osmometru —
decyzje o uzyciu osmometru podejmuje asystent prowadzacy ¢wiczenia.

Do pomiaréw nalezy wykorzysta¢ przygotowane wczesniej roztwory NaCl,
odpowiadajace tym, w ktorych zaobserwowano hemolize (Uwaga: osmometr byt juz
wczesniej kalibrowany — nie nalezy wykonywa¢ kalibracji, a jedynie dokona¢ pomiaru

ci$nienia roztworu (6w) wyznaczonych przez prowadzac ego ¢wiczenie).

2 Prowadzacy ¢wiczenia moze wyznaczy¢ inng diugo$¢ fali $wietlnej do pomiaru zawartosci hemoglobiny,
np.: 540 nm, 560 nm lub 630 nm.
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Pomiar ci$nienia osmotycznego - Instrukcja obstugi osmometru Marcel os 3000

1. Wiaczy¢ zasilanie przyciskiem z tylu przyrzadu. Odczeka¢ ok. 3-4 minut na
ustabilizowanie si¢ temperatury glowicy pomiarowe;.

2. Podnies¢ i obroci¢ glowice pomiarowa, a do komory chlodzacej wprowadzamy pusta
probowke Ependorffa. Pozostawienie pustej komory chlodzacej moze spowodowaé
J€j oszronienie, co jest przyczyna btednych odczytéw podczas pomiaréw cisnienia osmotycznego.

3. Dokona¢ pomiaru ci$nienia osmotycznego dla wody dejonizowanej. W tym celu do
probowki Ependorfa wprowadzamy 400 pl ptynu i po zamocowaniu jej na glowicy,
umiesci¢ w komorze chtodzacej i dokona¢ pomiaru (klawisz START).

4. Po zakonczeniu pomiaru nalezy podnie$¢ i obroci¢ gtowice pomiarowa, a do komory
chlodzacej wprowadzamy pustg probowke Ependorffa. Zamrozona probke rozmrozié
(najlepiej ogrza¢ ja przez chwile w palcach), zdja¢ probowke, naciskajac dzwignig
zatrzasku. Delikatnie przemy¢ woda destylowana, a nastepnie wytrze¢/wysuszy¢ koniec
czujnika za pomoca bibuly — uwaza¢ zeby nie ztama¢ termistora i nie pozostawi¢ na nim
wlokienek/fragmentow bibuty.

5. Sprawdzi¢ wskazania przyrzadu dla wody dejonizowanej (0000 mOsm/kg) i roztworu
wzorcowego NaCl (0400 mOsm/kg). Jezeli wskazania sg zgodne (nie ro6znig si¢ wigcej
niz 0 5-10 mOsm) mozna przejs¢ do dalszej czegsci pomiarowej (punkt 7). Jesli jednak sg
wigksze - nalezy przeprowadzi¢ kalibracj¢ aparatu (punkt 6)

6. KALIBRACJA. Do suchej probowki Ependorfa wprowadzi¢ pipeta automatyczng 400 ul wody

dejonizowanej. Nalezy uwazaé, aby w cieczy nie powstaly banieczki powietrza oraz aby nie
rozproszy¢ wody na Sciankach probowki. Probowke osadzi¢ w uchwycie gtowicy pomiarowe;.
Umiesci¢ glowice w komorze chtodzacej. Wykona¢ pomiar naciskajac przycisk START/STOP.
Pomiar przebiega automatycznie. Po zakonczonym pomiarze nacisngé przycisk
KALIBRACJA, tak aby na wyswietlaczu pokazatl sie napis ,,c0.00”. Nastepnie nacisng¢ i
przytrzymac przez 3-4 sekundy przycisk START, az na wyswietlaczu wyswietlony zostanie
symbol ,,---,,. Aparat przyjmie wartosc¢ ,,0” dla wykonanego pomiaru (czystej wody).

6a. Powtarzamy procedure stosujac roztwor kalibracyjny chlorku sodu (400 mOsm/kg H-0).
Probowke Ependorfa ze 400 ul roztworu kalibracyjnego osadzi¢ w uchwycie glowicy
pomiarowej i umiesci¢ gtowice w komorze chlodzacej. Wykona¢ pomiar naciskajac przycisk
START/STOP. Po zakonczonym pomiarze dwukrotnie nacisnaé przycisk KALIBRACJA, tak
aby na wys$wietlaczu aparatu pojawita si¢ wartosc ,,400 mOsm”. Nacisnac¢ i przytrzymaé przez
3-4 sekundy przycisk START, az na wyswietlaczu wy$wietlony zostanie symbol ,, ---,,. Aparat
przyjmie warto$¢ ,,400” dla wykonanego pomiaru.

7. Pomiar ci$nienia osmotycznego badanego roztworu odbywa si¢ analogicznie. Do

proboéwki Ependorfa wprowadzamy 400 ul (0,4 ml) badanego roztworu i po umieszczeniu

glowicy z badang probka w komorze chtodzacej rozpoczynamy pomiar. Nacisna¢ przycisk
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START/STOP - aparat rozpocznie automatyczny pomiar. Po zakonczonym pomiarze
wys$wietlony zostaje wynik w mOsm/kg. Wcisniecie przycisku ,,°C/mOsm/kg” powoduje
wyswietlenie temperatury zamarzania/krzepnigcia mierzonej proby — ponowne wcisnigcie
znOW pokazuje warto$¢ ci$nienia osmotycznego. Zanotowa¢ warto$¢ cis$nienia

osmotycznego 1 temperatur¢ zamarzania badanych prob.

W przypadku gdy pomiar ci$nienia osmotycznego jest niemozliwy (lub nie wykonano go podczas ¢wiczenia) —
mozna wyznaczy¢ je na podstawie obliczen teoretycznych. Ponizej przedstawiono przyktady obliczen
ci$nienia osmotycznego.

Przyktad: Jak obliczy¢ cisnienie osmotyczne roztworu 0,6 % NaCl ?:

0,6 % oznacza, ze mamy 0,6 grama substancji rozpuszczonej (w tym przypadku NaCl) w 100 g (ml) wody.
Poniewaz warto$¢ ci$nienia osmotycznego odnosi si¢ do 1 kg rozpuszczalnika, musimy uwzgledni¢, ze
w takiej objetosci/ilosci wody mamy odpowiednio wigcej rozpuszczonej substancji. Z proporcji wynika, ze
bedzie jej 10xwigcej, czyli 6 g.

Skoro mamy 8 gram w 1 kilogramie wody, to powstaje pytanie jakiej liczbie moli odpowiada taka ilos¢ NaCl.
Z tablic fizykochemicznych wynika, ze masa molowa tej soli wynosi 58,445 g/mol. Zatem z proporcji lub z
wzoru n = m/M, mozemy wyliczy¢ liczbe moli w 1 litrze/kg roztworu:

1mol - 58,445¢
Xmoli - 6g x = 0,103 mol

Cisnienie osmotyczne odpowiada ilosci moli rozpuszczonych w roztworze wodnym, jednak tylko w
przypadku substancji niedysocjujgcej na jony. Jesli zwigzek dysocjuje na jony, to wtedy kazdy
z jondow bedzie wywieral odpowiednie cisnienie osmotyczne. W przypadku NaCl, w roztworze
wodnym mamy: NaCl - Na* + CI’

Jak widzimy w powyzszym zapisie widoczne sg 2 jony, wigc ci$nienie osmotyczne tego
roztworu bedzie 2 x wyzsze niz ilos¢ moli NaCl w 1 kilogramie rozpuszczalnika:

I1=2x0, 103 mol = 0,206 Osm = 206 mOm

Zmierzona warto§¢ cisnienia osmotycznego, moze nieznacznie si¢ roézni¢ si¢ od wyliczonej. Nawet
bezposrednie pomiary charakteryzuja si¢ nieznacznym rozrzutem i dlatego wartosci referecyjne dla osocza
i ptyndéw izotonicznych (300 mOsm) wynoszg: 292 — 308 mOsm/kg.
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Inne przyktady obliczen ci$nienia osmotycznego

Zadaniel

Ile gramow NacCl nalezy doda¢ do 4000 g wody aby powstaty roztwor wywierat takie samo
ci$nienie osmotyczne jak roztwor zawierajacy 0,111 g CaCl, w 2 kg wody. (Mc; NaCl = 58
g/mol, M¢; CaCl, = 111 g/mol)

Rozwigzanie:
0,111g CaCl, w 1 litrze roztworu:
m 0111g

szzlllg/mol X 2kg

=0,0005 Molp = 0,5mM

Roztwor ten teoretycznie powinien wywierac cisnienie 0,5 mOsm gdyby na blone dzialala czgsteczka CaCl.
Wiemy jednak, ze w roztworach wodnych sole s¢g w 100 % zdysocjowane i na blong dziatajq jony:

CaCl, —» Ca?* + 2 CI" w wyniku dysocjacji powstaja 3 jony (3 jednostki osmotyczne)
Stad: [1=3x0,5m0sm =1,5m0Osm

NaCl ma réwniez mie¢ 1,5 mOsm w kg wody.
NaCl - Na" + CI" w wyniku dysocjacji powstajg 2 jony ( 2 jednostki osmotyczne)

Stad: 1 mM -2 mOsm
X - 1,5mOsm x=0,75mM
0, 75 mM - 1 kg
X - 4Kkg Xx=3mM
1 mM -58 mg
3mM - x x =174 mg

Rozwigzanie alternatywne:
Wiedzac, ze jeden roztwor (NaCl) dysocjuje na 2 jony, a drugi na 3 jony (CaClz) i ze maja takie samo ci$nienie
osmotyczne, zatem mozemy zapisa¢ jako:

I = I gdzieIT=CRT; C=m/MYV,

a po podstawieniu uzyskamy:
m M cac
KCl . = 2 .
—— R'T =3 — R'T
M KCl VI-(CI M CaCls VCaqz
Wartosci R i T po jednej i drugiej stronie rownania mozemy skroci¢, a biorac pod uwage ze 1 kg wody = 1 litr i

podstawiajac dane z zadania uzyskamy:

I 0,111 g
5. NaCl = 3.
58 gimel -4 ] 111 gimol - 2§

Z wyliczen wynika, ze: M = 1,5 x 10-3 x 116 g= 0,174 g (identycznie jak wyliczono wczesniej)
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Zadanie 2.
Wyrazi¢ w miliosmolach i atmosferach ci$nienie osmotyczne roztworu powstatego przez
dodanie 393 pg bezwodnego chlorku cyny do 100 mg wody, M SnCls = 262 g/mol

Rozwigzanie:
393u9g=0,393mg a 100mg=0,1¢g
Zatem: 0,393 mg - 0,1¢
X - 1000g x=3930mg=3,93¢g

I1mM - 262 mg
X - 3930 mg X =15 mmoli

SnCls— Sn** + 4CI" (5 jonéw/ jednostek osmotycznych)

[1=75mOsmoli, poniewaz zwigzek dysocjuje na 5 jonow (5 x 15 mmol)
75 mOsm =0, 075 Osm

10sm - 22,4 atm
0,0750sm - x x=1,68atm

Zadanie 3
Wyrazi¢ w miliosmolach 1 atmosferach ci$nienie osmotyczne roztworu powstalego przez
dodanie 222 mg bezwodnego chlorku wapnia do 10 ml wody , M¢; CaCl, = 111 g/mol
Rozwigzanie:
222mg - 10ml

X - 1000 ml X = 22200 mg

I1mM - 111mg

X - 22200 mg x =200 mM

co odpowiada 600 mOsm poniewaz zwiazek dysocjuje na 3 jony (3 x 200 mM)
600 mOm = 0,6 Osm

10sm - 22,4 atm
0,6 Osm - Xx X =13, 44 atm

Zadanie 4
Wyrazi¢ w miliosmolach i atmosferach ci$nienie osmotyczne roztworu powstatego przez
dodanie 2670 pg bezwodnego chlorku glinu do 1 ml wody, M, AICl3 = 133,5 g/mol

2670 ug - 1mi
2670 mg - 1000 ml

1mM - 133,5mg
X -2670mg x =20 mmoli
[ 1= 80 mOsm poniewaz w wyniku dysocjacji powstajg 4 jony (4 x 20 mOm =0, 08 Osm)

1 Osmolowy roztwor wywiera ci$nienie osmotyczne rowne 22,4 atm

10sm - 22,4 atm
0, 08 Osm - x X =1,792 atm
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