LABORATORIUM Z PODSTAW BIOFIZYKI CWICZENIE NR 2

Dializa

1. CEL CWICZENIA

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z podstawowymi zjawiskami fizycznym towarzyszacymi
procesowi dializy oraz zasada dzialania dializatora, jego konstrukcja i parametrami.

2. ZAKRES WYMAGANYCH WIADOMOSCI

o Dializa, przyktady zastosowania;

o Budowa i zasada dziatania dializatora;

o Dyfuzja i gradient stezeh substancji rozpuszczonych;

o Prawo Lamberta-Beera, absorbancja;

o Réwnanie transportu substancji w membranie selektywnie przepuszczalnej (Kedem-
Katchalsky’ego);

o Prawo Bernoulliego;

o Prawo Poiseuille’a;

@ Prawo cigglosci strugi.

3. WYKONANIE CWICZENIA

Schemat uktadu pomiarowego.

1. Rozdzielacz

2. Zbiornik wody destylowane;j

3. Pompa perystaltyczna

4. Dializator

5. Duza zlewka na odpady z dializy
6. Cylinder miarowy

Linia granatowa - roztwor dializowany
Linia szara - woda destylowana

Przed montazem ukladu nalezy zapoznac¢ si¢ z instrukcjq oraz skonsultowaé z
prowadzacym podejmowane kroki.
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Przygotowanie roztworu do dializy.

Odmierzy¢ 300 ml wody w cylindrze miarowym, przela¢ do zlewki i doda¢ 1.5 ml roztworu
btekitu metylenowego. Doktadnie wymiesza¢. Pobra¢ 3 ml roztworu do kuwety pomiarowej i
zmierzy¢ jego absorbancje A0 wzgledem wody przy dtugosci fali 664 nm.

Obstuga pompy perystaltyczne;.

Montaz uktadu pomiarowego:

1. UpewniC sig, ze zbiornik wody destylowanej jest wypetniony, w razie potrzeby uzupetnic;

2. Zamkna¢ wyplyw rozdzielacza poprzez ustawienie zaworu w pozycji poziome;j;

3. Zalaé rozdzielacz 100 ml wody destylowane;j;

4. Upewni¢ si¢, ze silikonowe przewody nie s3 umieszczone w glowicy pompy

perystaltycznej;

Otworzy¢ zawor rozdzielacza;

Otworzy¢ zawor zbiornika z woda destylowana;

7. Wypehi¢ uktad woda destylowang — lini¢ roztworu dializowanego (od rozdzielacza do
odptywu), oraz lini¢ ptynu dializacyjnego (od zbiornika z woda destylowana do odptywu).
Postarac si¢ usuna¢ powietrze z uktadu;

8. Gdy obie linie sa juz wypelnione woda nalezy zacisng¢ zaciski glowicy pompy (patrz
kolejny akapit) i wlaczy¢ pompe obserwujac poziom wody w rozdzielaczu. (Konce obu
linii powinny by¢ wilozone naczyn lub zbiornikow o duzej objetosci, umozliwiajacych
odebranie ptynacej cieczy);

9. Pompe nalezy wylaczy¢ w momencie gdy poziom wody w rozdzielaczu bedzie na
wysokoS$ci konca pionowej rurki laczacej rozdzielacz z zaworem.

10. Zamkna¢ zawor chlodnicy.

AN

Mocowanie przewoddéw na glowicach pompy perystaltycznej:

1. Upewnic¢ si¢, ze pompa jest wylaczona.

2. Oboéracz unies¢ uchwyty obudowy glowicy pompy i obroci¢ o kat 90°. Spowoduje to
uchylenie wneki, w ktorej nalezy umiesci¢ przewdd.

3. Zamkna¢ obudowg glowicy ustawiajac uchwyty w pozycji wyjsciowe;.

Dializa roztworu biekitu metylenowego.

1. Ustali¢ czy uktad jest przygotowany do dializy w kierunku zgodnym czy przeciwnym.

2. Do rozdzielacza, po odpowietrzeniu uktadu, nalezy wla¢ 100ml roztworu barwnika.

3. Otworzy¢ zawor chtodnicy.

4. Sprawdzi¢ polaczenie kranika z linia plynu dializacyjnego, delikatnie przestawi¢ do
pozycji ,otwarte”.

4. Ustawi¢ regulator predkosci przeptywu na 20 rpm. Uruchomi¢ pompg.

5. Poniewaz poczatkowo kolumna dializacyjna oraz przewody sa wypetnione czysta woda
nalezy zebra¢ 130ml wody do cylindra miarowego (z linii tg¢tniczo-zylnej). Nie
zatrzymujac przeptywu nalezy przetozy¢ koncéwke linii zylnej do pustego cylindra
miarowego i mierzy¢ czas i objetos¢ wyplywajacej cieczy do momentu gdy poziom
cieczy w rozdzielaczu osiagnie wysoko$¢ kofica pionowej rurki taczaceje rozdzielacz z
zaworem. Zatrzyma¢ pompe i zamkna¢ zawér.

6. Z zebranego roztworu pobra¢ 3 ml i zmierzy¢ absorbancje wzgledem wody. Po pomia-

rze roztwor przela¢ do rozdzielacza.

7. Roztwér z cylindra wlaé¢ do rozdzielacza.

8. Wlaczy¢ pompe¢ i zbiera¢ roztwor z linii zylnej do pustego cylindra do momentu gdy
poziom cieczy w chlodnicy osiagnie wysoko$¢ konca pionowej rurki taczacej chiodnice z
zaworem. Mierzy¢ czas i objetos$¢ zbieranej cieczy od momentu wiaczenia pompy do je
zatrzymania. Zatrzyma¢ pompe i zamknaé zawor.

9. Z zebranego roztworu pobra¢ 3 ml i zmierzy¢ absorbancj¢ wzgledem wody. Po pomiarze
roztwor przela¢ do chtodnicy.
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Dialize roztworu nalezy wykona¢ 8 razy dla kazdego ustawienia przeplywu w dializatorze.

Zmieni¢ polaczenie przewodow linii tetniczej i zylnej z dializatorem (zamieni¢ je
miejscami) i zanotowaé rodzaj przeplywu (zgodny/przeciwny).

Wila¢ do chlodnicy pozostata porcje 100 ml roztworu barwnika;

Powtérzy¢ czynnos$ci wykonane dla przepltywu realizowanego w poprzednim punkcie;

Zakonczy¢ pomiary pompujac przez uktad ok. 200 ml czystej wody;

Zatrzymaé pompg perystaltyczna;

Zamknaé zawor rozdzielacza;

UWAGA - nie wolno doprowadzi¢ do przelania si¢ dializatu w kolbie 2000 ml!
Nadmiar dializatu nalezy wyla¢ do zlewu.

6. Zamkna¢ kran zbiornika z wodg destylowana Wylaczy¢ pompe.

kW=

4. OPRACOWANIE WYNIKOW

1. Narysowa¢ wykres zmian absorbancji w funkcji czasu dla wykonanych eksperymentow,
Dobra¢ funkcje¢ aproksymujaca ta zalezno$¢, poda¢ rownanie funkcji i parametr opisujacy
doktadno$¢ dopasowania;

2. Okresli¢ warunki dializy poprzez podanie wartosci $rednich przepltywu dializatu i
dializowanego roztworu. Jako niepewno$¢ przyja¢ odchylenie standardowe wartosci
sredniej;

3. Za pomocg testu t-Studenta okresli¢, czy S$rednia predkos¢ przepltywu dla kierunkéw
zgodnego i przeciwnego ro6znia si¢ od siebie w tescie na poziomie ufnosci 5%;

4. Obliczy¢ wspotczynniki redukcji barwnika w dializowanym roztworze ze wzoru:

CRR - A= 4y 100%
4,
5. Wiedzac, ze wzor kliniczny do oceny adekwatno$ci dializy to:

K-t C
—— = In(-% ie:
v (CI),gdzw.

K — klirens dializatora,

t — czas dializy,

V — objetosé dystrybucji substancji rozpuszczonej,

co — poczatkowe stezenie substancji rozpuszczonej (zalozyé, ze c~A),
¢ — stgzenie substancji rozpuszczonej w chwili t.

Wyznaczy¢:

o klirens dializatora w zaleznosci od kierunku przeplywu dializatu (jesli nastgpito catkowite
usunig¢cie barwnika z roztworu, jako punkt t przyjac ostatnig warto$¢ At>0,

o klirens dializatora w zaleznosci od kierunku przeptywu dializatu przyjmujac c=0,3cy
(wydajno$¢ dializy na poziomie 70%; do obliczen mozna wykorzysta¢ aproksymowang
funkcje z punktu 1),

o wyznaczy¢ niepewnos$ci bezwzgledne obliczonych wielko$ci metoda rdézniczki zupeline;j.

o obliczenia wykona¢ w jednostkach w jakich dokonano pomiaru (zgodnie z tabela
pomiarowg), a wynik dodatkowo przeliczy¢ na jednostki uktadu SI.
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