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1 Change Control
Grund der Erstellung dieser Fassung:
e Uberarbeitung des Layouts Ersetzt SOP TB/05/0009/01

2 Gegenstand, Zweck, Ziel

Die Standard-Arbeitsanweisung beschreibt das Prinzip und die Vorgehensweise der
Bestimmung des Hamoglobingehaltes im Blut mittels photometrischer Bestimmung.

Das Verfahren der Wahl ist heute die Bestimmung von Hamoglobin als Hamiglobin-
cyanid. (Hinweis: Hamiglobin wird auch Methamoglobin genannt!)

Im hamolysierten Blut oxidiert Kaliumhexacyanoferrat(lll) Hdmoglobin zu Hamiglobin,
das mit Kaliumcyanid einen stabilen Hamiglobincyanidkomplex bildet.

3 Geltungsbereich
Die SOP findet bei ,Firma*“ Anwendung. Sie dient ausschlieRlich didaktischen Zwecken.

4 Verantwortlichkeiten

Der/die betreuende Ausbilder/in ist fir die korrekte Durchfiihrung des Versuchs
verantwortlich. Er/sie kann jedoch die Durchfihrung, Dokumentation als Auftrag an
Auszubildende delegieren. Er/sie muss sich jedoch von der korrekten Durchfihrung und
Dokumentation (Protokolle) Giberzeugen.

5 Arbeitssicherheit / Umweltschutz / Tierschutz

e Die R- und S-Satze der verwendeten Gefahrstoffe sind zu beachten und im Pro-
tokoll zu dokumentieren

e Blut kann infektids sein (Schutzbrillentragepflicht)

e Bei Arbeiten mit Versuchstieren Einmalhandschuhe und Schutzbrille tragen

e Kontaminiertes Material wird gemaR Abfallentsorgungsrichtlinie ,Firma“ entsorgt

¢ Hande desinfizieren, anschlieRend mit Seife waschen und eincremen

e Materialien und Tische desinfizieren

e Tierschutzbestimmungen beachten

e Tierversuche sind unter Aufsicht eines Ausbilders durchzufiihren

o Empfehlungen der TVT beachten

¢ Das Hamoglobinreagenz enthalt das hochgiftige Kaliumcyanid! Die L&sungen
werden nach Gebrauch in die Chemikalienabfallflasche "KCN-haltig" geschiittet
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6 Material

Photometer, Einmalkivetten 1 cm Schichtdicke, Hamoglobin-Reagenz, Reagenz-
glaser, 5 mL Pipette, Howorka- oder Peleusball, E-H,0O, Sahlipipette, Micro-Pipet-
tierhilfe, Zellstofftupfer, Impflanzette, Gefalke mit HCL ¢(HCL) = 0,01 mol/L, E-H,0,
Aceton.

7 Durchfiihrung

Vorbereitung
Hamoglobin-Reagenz enthalt:

¢ Kaliumhexacyanoferrat (ll1)
¢ Kaliumcyanid
¢ Natriumhydrogencarbonat (Pufferfunktion)

Es werden jeweils 5 mL Hamoglobin-Reagenz in Reagenzglaser vorgelegt. Der Tier-
art entsprechend wird Blut abgenommen. Fir jede Hb-Bestimmung werden zwei
Ansatze ausgefuhrt. Mit der Sahlipipette werden 0,02 mL Blut blasenfrei aufgezogen.
Blutreste aullen an der Sahlipipette werden sorgfaltig mittels Zellstofftupfer abge-
wischt. Der Inhalt der Sahlipipette wird in 5 mL des vorgelegten Hamoglobin-
Reagenz durch wiederholtes Ausblasen und Aufziehen der Pipette entleert.
Anschlielend gut durchmischen und den Reaktionsablauf abwarten (mindestens
3 Minuten). Die photometrische Messung der Extinktion erfolgt bei 546 nm gegen
Hamoglobin-Reagenz (besser E-H,0, zur Vermeidung von Umweltbelastungen).

Schema

Probe Leerwert
Reaktionslosung 5mL 5mL
Probantenblut | 002mL | -

Probe gut mischen und mindestens 3 Minuten bei Zimmertemperatur reagieren las-
sen! Vor Sonne geschltzt bleibt die Farbe 24 Stunden stabil. Messung bei 546 nm.

Reinigen der Sahlipipette
Durch nachfolgendes Durchziehen von:

1. HCL c(HCL) = 0,1mol/L
2. E-H,0O
3. Aceton

wird die Pipette sofort nach Gebrauch mittels Wasserstrahlpumpe gereinigt. Die
Pipette bleibt so lange an die Wasserstrahlpumpe angeschlossen, bis das Aceton
verdampft ist.

. [ Kommentar [r1]: Probanden? ]
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Vorbereitung der Messung am Perkin-Elmer-Fotometer

Vor der erstmaligen Inbetriebnahme sollte sich der Benutzer vergewissern, dass der
Hauptschalter auf "OFF" steht. Es sollte keine Kiivette eingelegt sein. Das Fotometer
muss vor der ersten Messung mindestens 15 Minuten lang eingeschaltet sein, damit
die Elektronik auf Betriebstemperatur kommt und die Lampe einbrennt. Vor dem
Einschalten Kontrollieren, ob sich die eingestellte Wellenlange (Abszissa) zwischen
400-700 nm befindet. Die Wellenlange wird manuell mit dem Handrad an der linken
Gerateseite eingestellt. Zum Einschalten "VIS"- Wippschalter auf Stellung "ON" und
danach Hauptschalter (POWER) auf "ON". Das Ordinatenfeld leuchtet nach kurzer
Zeit (ca. 5 Sekunden) auf und zeigt die Extinktion von 0,000 an.

Wichtig: Vor der erstmaligen Inbetriebnahme muss das Fotometer kalibriert werden.
Die Anleitung zur Kalibrierung liegt am Fotometer bzw. im Labor aus.

Messung

¢ Die Wellenlange auf 546 nm einstellen.

¢ Mit Hdmoglobin-Reagenz (E-H»0) geflillte Klvetten in beide Kuvettenhalter stel-
len. Dabei zeigen die optischen Flachen der Kivetten zur Seite. Die geriffelten
Flachen der Kivetten dienen zum Anfassen. Es versteht sich von selbst, dass
die optischen Flachen der Klvetten peinlichst sauber sein sollten.

o Taste "Auto-Zero" driicken und Nullabgleich abwarten. Ordinatenfeld wird dunkel
und leuchtet nach kurzer Zeit wieder auf und zeigt die Extinktion von 0,000 an.

¢ In den vordersten Kiivettenhalter eine mit der Probelésung geflillte Kivette stel-
len.

e Extinktion der Probeldsung ablesen.
e Bei mehreren Proben Schritte 4 und 5 wiederholen. Nullabgleich entfallt.

Auswertung

Die Berechnung der Hamoglobinkonzentration erfolgt Gber vorgegebene Faktoren.
Da 0,02 mL Blut mit 5 mL Hamoglobin-Reagenz verdinnt worden sind, ergibt sich
ein Verdinnungsverhaltnis von 1:251 (0,02 mL + 5 mL = 1mL + 250 mL = 1:251). Die
vorgegebenen Faktoren zur Berechnung der Hamoglobinkonzentration enthalten
schon diesen Verdinnungsfaktor, d.h. sie sind schon mit 251 multipliziert.

Mmol / L
g/ 100 mL g/L Monomer Tetramer
E x 36,8 E x 368 Ex22,8 Ex5,7

E = Extinktionswert

Einheiten
Konventionell in g/100 mL, nach "SI" in g/L bzw. mmol/L.
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Fehlererkennung

Ursache:

Folge:

Fehlerhafte oder beschadigte Sahlipipette
(abgestoRene Spitze)

Schlechte Richtigkeit

Blut nicht luftblasenfrei in Sahlipipette
aufgezogen

Falsch, zu niedrige Ergebnisse

Beim Abmessen der Blutprobe in der Sahli-
pipette Blut zuerst bis Uber die Ringmarke
aufgezogen und erst nachtraglich durch Ab-
tupfen an der Pipettenspitze Volumen justiert.
Beim Auswaschen der Pipette mit Reaktions-
|6sung diese wiederum Uber die Marke hinaus
aufgezogen und aufgeblasen. Blutreste von der
Kapillarwand mit in den Ansatz genommen

Falsch, zu hohe Ergebnisse

Sahlipipette vor Einspilen der Probe in
Reaktionslésung nicht abgewischt

Falsch, zu hohe Ergebnisse

Sahlipipette nach Einblasen der Blutprobe in
Reaktionslésung nicht mit Reaktionslésung
durchgespllt

Falsch, zu tiefe Ergebnisse

Generelle Fehler beim Fotometrieren

Ursache:

Folge:

Falsche Wellenldnge eingestellt. Zu kurze
Einbrenndauer der Lampe. Vor der ersten
Messung Nullpunkt des Photometers nicht
eingestellt

Abweichung in der Richtigkeit, die durch
mitgeflhrte Standardl6ésung nicht immer
ausgeglichen werden.

Innen und/oder aul3en verschmutzte Kivetten

Falsch, zu hohe Ergebnisse

AulRen an der Klvetten herunter laufender
Tropfen

Bei wiederholter Ablesung sehr unter-
schiedliche Ergebnisse

Nichterkennen von Tribungen im Ansatz

Falsch, zu hohe Ergebnisse

Nichtbeachten der Reaktionszeit

Falsch, zu niedrige Ergebnisse
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8 Verwaltung der vorliegenden SOP

Diese SOP wird von ,Abteilung und Firma“ aufbewahrt und aktualisiert. Sie ist
Bestandteil des QS-Handbuches. Das Original wird an dem in der Kopfleiste
erwahnten Standortes aufbewahrt. Kopien werden an die jeweiligen Laboratorien des
Bereiches der ,Abteilung“ ausgegeben. Nur Kopien mit blauem Aufdruck ,Biologie*
sind auf Ubereinstimmung mit dem Original (iberpriift.

Uberpriift und genehmigt;

Datum ,Name“ Datum ,Name“
(Ausbilderin) (Ausbilder)



	1 Change Control
	2 Gegenstand, Zweck, Ziel
	3 Geltungsbereich
	4 Verantwortlichkeiten
	5 Arbeitssicherheit / Umweltschutz / Tierschutz
	6 Material
	7 Durchführung
	Vorbereitung
	Schema
	Reinigen der Sahlipipette
	Vorbereitung der Messung am Perkin-Elmer-Fotometer
	Messung
	Auswertung
	Einheiten
	Fehlererkennung
	Generelle Fehler beim Fotometrieren

	8 Verwaltung der vorliegenden SOP


<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


