ТЕМА 11. ВОДНО - МИНЕРАЛЬНЫЙ ОБМЕН

Для нормальной жизнедеятельности организма наряду с белками, углеводами, витаминами необходимо поступление и минеральных веществ, которые также являются незаменимыми факторами питания. Минеральные вещества поступают в организм с пищевыми продуктами и водой.
Большинство солей легко всасывается кишечником и поступает в кровь, тканевые жидкости и ткани. Некоторые ионы задерживаются определенными тканями, являющимися их депо. Например, NаСl - в коже или под кожей; Fе, Сu, Со, Мn - в печени: I - в щитовидной железе; К - в мышцах; Са, Р, Мg, Р - в костной ткани.
При недостаточном или избыточном поступлении ряда солей могут возникнуть различные заболевания, например рахит, остеопороз, анемия и др. Количественное определение минеральных веществ в крови и моче имеет во многих случаях важное диагностическое значение и находит широкое применение.
Опыт 1. Количественное определение кальция в сыворотке крови.

клинико-диагностическое значение определения кальция в крови. Обмен кальция в организме зависит от целого ряда причин. На него влияют количество кальция и фосфора, поступающее с кормом, и отношение этих элементов в рационе, обеспеченность витамином D, состояние паращитовидных желез и надпочечников, продуктивность животных и физиологическое состояние (беременность, лактация). При некоторых заболеваниях изменяется уровень кальция в крови, что имеет важное диагностическое значение. Гипокальциемия (снижение уровня кальция в крови) наблюдается при недокорме, рахите, остеомаляции, родильном парезе, при недостаточности функции паращитовидных желез.
Гиперкальциемия (увеличение количества кальция в крови) встречается при даче чрезмерных доз витамина D, гиперпаратиреозах, опухолях в костной ткани и т.д.
В норме в сыворотке крови содержание кальция колеблется в следующих пределах: крупный рогатый скот и овцы - 10-13 мг%, телята - 9 мг%, свиньи - 10-14 мг%, лошади - 10-14 мг%, кроли​ки-до 12 мг%, собаки и кошки - около 10 мг%, куры - 8-16 мг%.

Принцип метода. Основан на титровании кальция растворами комплексонов. В качестве комплексона при определении кальция применяют натриевую соль этилендиаминтетраацетата (NаЭДТА, трилон Б).
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Индикатором является мурексид. В присутствии ионов кальция раствор мурексида окрашен в розовый цвет, а после того как весь кальций оттитрован в сине-фиолетовый.

Ход работы: В одну колбочку отмеривают 9,4 мл дистиллированной вода, 0,4 мл 1,8 N NаОН и 5 капель (точно!) индикатора мурексида. Появляется фиолетовая окраска (контроль).

В другую колбочку отмеривают 9,0 мл воды, 0,4 мл 1,8 N NаОН и 0,4 мл сыворотки крови, 5 капель индикатора мурексида (точно!). Раствор окрашивается в светло-розовый цвет. Опытную колбу ставят рядом с контрольной и титруют по каплям раствором трилона Б до одинакового цвета растворов в контрольной и опытной колбах.

Расчет ведут по формуле:

Х = (П ∙ Т ∙ Х ∙ 100)/(0,4 ∙ 1000) = П ∙ 25 = мг % Са, 

где: X - содержание кальция, мг %, 

П - количество трилон Б, пошедшее на титрование мл ,

Т - количество кальция, эквивалентное 1 мл трилон Б (100 мкг). 

100 - коэффициент для расчета в %, 

1000 – коэффициент для перевода мкг в мг.

Опыт 2. Определение содержания неорганического фосфора в сыворотке крови.

клинико-диагностическое значение определения фосфора в сыворотке крови. Большое клиническое значение имеет определение кислоторастворимого фосфора, или как его еще называют неорганического фосфора. Содержание неорганического фосфора в сыворотке крови животных изменяется в зависимости от возраста, характера кормления, физиологического состояния животного (беременность, лактация) и др. причин. У телят молочного периода содержание фосфора в крови несколько выше, чем у взрослых животных.
Уровень неорганического фосфора снижается при длительном недостатке его в рационе, плохом усвоении или расстройствах желудочно-кишечного тракта, гиповитаминозе D, при гиперфункции паращитовидной железы (когда увеличивается секреция паратгормона и уменьшается выработка кальцитонина), при алиментарной остеодистрофии, уровской болезни, пеллагре, длительном лечении инсулином и хлористым кальцием.
Уровень неорганического фосфора в сыворотке крови увеличивается при гипофункции паращитовидной железы, когда наступает торможение реабсорбции фосфора в почках. Увеличение секреции кальцитонина стимулирует реабсорбцию фосфора в почках и приводит к гиперфосфатемии. Гиперфосфатемия также встречается при сердечной недостаточности, кетозе, приеме больших доз витамина D (гипервитаминоз О), при нефритах и нефрозах, токсикозах беременности, мышечном перенапряжении. 

У разных видов животных содержание фосфора в сыворотке крови колеблется в следующих пределах: у крупного рогатого скота и овец - 4,0-6,0 мг%, у телят - 6,5-7,0 мг%, у свиней - 7,0-11,0 мг%, у лошадей - 4,0-5,5 мг%, у кооликов - 4,0-5,0 мг%.
Принцип метода. Молибденовокислый аммоний в кислой среде присоединяет фосфорную кислоту с образованием фосфорнокислого аммония, который после восстановления дает продукты, окрашенные в синий цвет (молибденовая синь). Интенсивность полученной окраски пропорциональна содержанию фосфора в исследуемой пробе.

Ход работы: В сухую пробирку отмеривают 3 мл сыворотки крови, 9 мл дистиллированной воды и 3 мл 20 % раствора трихлоруксусной кислоты. Содержимое пробирки тщательно перемешивают и через 5 минут фильтруют через бумажный фильтр, который предварительно смачивают водой.

Совершенно прозрачный фильтрат (если имеется хотя бы незначительная мутность раствора, то фильтрат еще раз пропускают через фильтр) используют для определения неорганического фосфора.

Берут 5 мл фильтрата (что соответствует 1 мл сыворотки крови) и переносят в мерную колбочку. В другую мерную колбочку наливают 1 мл стандартного раствора фосфорнокислого калия, содержащего 0,04 мг фосфора в 1 мл. 

В обе колбочки одновременно добавляют по 1 мл концентрированного раствора молибденовокислого аммония и по 0,5 мл концентрированного раствора аскорбиновой кислоты, затем содержимое колб доводят водой до метки и ставят в затемненное место на 10 минут. Колориметрируют в фотоэлектроколориметре при красном светофильтре и кювете толщиной 5 мм.

Расчет проводят по формуле : Х = (а ∙ 0,04 ∙ 100)/(в ∙ I) = мг %,

где: Х - содержание фосфора, мг % 

а - экстинкция опытного раствора,

в - экстинкция стандартного раствора,

0,04 - количество фосфора в мг в 1 мл стандартного раствора,

I - количество сыворотки в мл, 

100 - число для расчета в процентах.

Опыт 3. Определение содержания АТФ в сыворотке крови.

Принцип метода. В безбелковом фильтрате АТФ подвергается гидролизу при кипячении в течение 7 минут с 1 N НCl

АТФ + H2O ( АДФ + Н3РО4
Неорганический фосфор определяется колориметрически и представляет собой сумму свободных фосфатов и образовавшихся после гидролиза АТФ (фосфор общий, Робщ.)

Ход работы: В мерную колбу отмеривают 5 мл безбелкового фильтрата из предыдущей работы. Добавляют 1 мл 1 N HCI и колба помещается на 7 минут (точно!) в кипящую водяную баню. 

Через 7 минут колба охлаждается под краном, добавляется одна капля фенолфталеина и содержимое нейтрализуется 10 % раствором NаОН или КОН до слабо розовой окраски, затем добавляют 1 мл 20 % раствора трихлоруксусной кислоты, 1 мл молибденовокислого аммония и 0,5 мл аскорбиновой кислоты, затем помещают колбу в темное место на 10 минут. После этого содержимое колбы доводят до метки дистиллированной водой и колориметрируют.

Расчет делают, так же как и в предыдущей работе. Разность между количеством фосфора, полученного после гидролиза АТФ и до гидролиза умножают на, 8,18, т.е. (Робщ - Рнеорг) ∙ 8,18 получают количество мг % АТФ.

