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124460, Москва, Зеленоград, НИИФП, ООО "КОМРИС"

                         т./ф.  8 499  710 57 27,   

               E-mail  : smkuzmin@mtu-net.ru  

               http://www.mtu-net.ru/comrisfilter 

                         Экстракция биочастиц  из концентрата ПробоКонГа.

       Для отделения задержанных биочастиц от порошкового фильтра имеются варианты, целесообразность выбора или комбинации которых  зависит от Ваших конкретных условий, в частности от объема имеющихся центрифужных стаканов (пробирок). Меньше всего хлопот будет с центрифужными  стаканами емкостью 100-150 мл.

1 Флотация - Взболтать смыв в бутылке, и ее содержимое (примерно 100 мл в случае последней модификации прибора М2) разлить по  центрифужным пробиркам (например центрифуги ОПН-3 с объемом 10x15  мл каждая);

· центрифугировать в качающемся роторе (бакет) в режиме для осаждения биообъектов;

· удалить надосадочную жидкость;

· к осадку прибавить флотирующую жидкость, объем которой (примерно 100мл) должен не менее чем в 5 раз превышать объем осадка (примерно 20 мл) ;

· осадок тщательно взмутить;

· центрифугировать в  режиме для флотирования биообъектов, при этом частицы ПФГ и минеральные переходят в осадок, а биологические всплывают;

· собрать флотант и обрабатывать его далее по МУК 4.2.964-00 или более поздней редакции, например, представляется целесообразным его профильтровать через трековую прозрачную мембрану диаметром 25мм, промыть в фильтровальном устойстве дистиллированной водой от флотирующего раствора и микроскопировать мембрану (см., например, "Методические рекомендации Лабораторного Совета госсанэпиднадзора при Федеральном центре госсанэпиднадзора "Использование аналитических трековых мембран для пробоподготовки воды и исследования на показатели паразитарной безопасности""). Фильтровальное устройство ОФФ-25 (см. п.6 ниже) и трековые мембраны для этой операции можем поставить мы по специальному заказу.

         Для ориентировки в таблице приводятся примерные объемы при этих операциях

	            Операция
	Полученный материал для дальнейше обработки
	Общий объем, примерно, мл

	Снятие с поддерживающей сетки намывного слоя
	порошковый фильтр + плотные частицы+ целевые частицы+ вода 
	100


	центрифугирование
	осадок (порошковый фильтр+плотные частицы+целевые частицы)
	20-25

	суспендирование во флотирующем  растворе 
	суспензия (порошковый фильтр+плотные частицы + целевые частицы) 
	100-150


	центрифугирование и сбор флотанта
	флотант с целевыми частицами 
	10-15

	разбавление флотанта водой
	суспензия целевых частиц 
	100-150

	центрифугирование
	осадок целевых частиц 
	0.5 и менее


2.  Отстаивание -Взболтать осадок в бутылке, положить ее набок
,  дать отстояться 20 минут для оседания частиц фильтра (скорость оседания частиц 1.8 мм/мин, скорость оседания цисты лямблии примерно 0.1мм/мин ) ;

- надосадочную жидкость, содержащую биочастицы, декантировать в тщательно вымытую с Ферри бутылку   для концентрата биообъектов;

- процедуру повторить еще 2 раза, используя для элюции по 100-150 мл элюирующего раствора (состав которого выбирается в соответствии с методикой).

        Полученный элюат (примерно 300 мл) целесообразно для удаления частиц фильтра, захваченных при декантации, еще раз отстоять 40 минут, декантировать в чистую посуду и обрабатывается далее в соответствии с целями и методикой анализа. 

3. Комбинированный способ.  Взболтать смыв, дать отстоятся 10 мин для оседания крупной фракции ПФГ. Декантировать надосадочную жидкость в центрифужные пробирки. Крупную фракцию ПФГ дважды залить по 50-100 мл элюирующего раствора, взболтать, отстоять по 10 мин , надосадочную жидкость присоединить к первой порции. 

 Полученную надосадочную жидкость центрифугировать в режиме для осаждения биообъектов. Супернатант отбросить. К осадку в стаканчиках добавить флотирующий раствор (его объем должен быть не менее чем в 5 раз больше объема осадка) и тщательно размешать. Центрифугировать в режиме флотации биообъектов. Флотант собрать и обрабатывать по МУК 4.2.964-00 или более поздней редакции (см. "Флотация" выше).

4. Теоретические сведения. На частицу, погруженную в жидкость, на [image: image2.wmf]которую действует сила тяжести или центробежная, действуют три силы: сила тяжести, Архимедова сила и сила трения. Результирующая этих сил равна нулю.
FA - Архимедова сила (на тело погруженное в жидкость или газ, действует выталкивающая сила, равная весу жидкости, вытесненной этим телом) направлена всегда вверх (или к центру вращения)

FA =Vp (L Ng,

где         Vp - объем частицы  (м3),

               (L - плотность жидкости (кг/м3),
  g  - ускорение силы тяжести (9.8 м/сек2),
N- число g (характеристика данного ротора при данном числе его оборотов), если нет в паспорте, можно определить по формуле:

N= (2(n)2r/g , где  n - число оборотов в секунду ,     r(м) - радиус  вращения (расстояние от оси ротора до, обычно по умолчанию, середины пробирки).

  произведение Ng - ускорение ( м/сек2). 

Примечание: соотношение между радиусом ротора (в мм!), числом оборотов (в минуту!) и числом g можно удобно получить с ресурса   http://molbiol.ru/appendix/02_05.html 

Fc  - центробежная сила при центрифугировании или сила тяжести при отстаивании (N=1), всегда направлена вниз или от центра вращения  

    Fc = Vp(pNg ,  

где (p - плотность частицы (кг/м3)

Fr  - сила трения движущейся частицы о жидкость, направлена вверх или вниз  - против направления движения частицы, которое определяется разностью Архимедовой и центробежной сил: если больше Архимедова, то частица всплывает, если больше - тяжести или центробежная - то тонет.

-Fr=FA - FC =Vp (L Ng - Vp (pNg = VpNg ((L  -  (p),

   таким образом направление движения частицы при отстаивании или центрифугировании определяется разностью плотностей жидкости и частицы:

    при  (L >   (p  частица всплывает, при (L <   (p  - осаждается.
По формуле Стокса

      Fr = 6 ((R v ,        

где (- вязкость жидкости (Н х сек/м2), для воды ( = 0.001
R - радиус частицы  (м),

 v  - скорость частицы относительно жидкости (м/сек) 

тогда      

6 ((R v = VpNg ((L  -  (p),  при     Vp = 4/3 (R3     

после преобразований получим

v = 0.222 R2 Ng ((L  -  (p)/ (,

или словами  : скорость движения частицы пропорциональна квадрату ее радиуса, ускорению , разности в плотностях жидкости и частицы и обратно пропорциональна вязкости жидкости.

5. Градиентное центрифугирование. Во многих работах по паразитологии его называют тоже флотацией. По этой технике на слой более плотного раствора (плотность больше плотности искомых частиц) наслаивается слой меньшей плотности с исследуемыми частицами. При центрифугировании искомые частицы задерживаются на границе слоев.

6. Отборник флотанта фильтрующий ОФФ-25. (Патент России №35987) Предназначен для нанесения паразитарных объектов  на прозрачную трековую мембрану диаметром 25мм путем вакуумного фильтрования флотанта непосредственно из центрифужной пробирки для последующего микроскопического исследования (см. п.1 выше).  Принципиальная схема устройства приведена на рисунке.   Флотант сверху центрифужной пробирки отсасывается в стаканчик над мембраной и затем фильтруется через нее под действием вакуума, оставляя на ней исследуемые объекты.
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 7. Микроскопирование объектов на прозрачной трековой мембране.

Для предварительной оценки трудоемкости микроскопирования прозрачной трековой мембраны можно применить следующий подход.

Нам следует просмотреть площадь фильтра

S=(D2/4 ,  

 где  -  D (мм)- диаметр мембраны, 
просканировав его по дорожке площадью

     S=dL,

 где  d (мм) - диаметр поля зрения объектива микроскопа,  L (мм) - длина дорожки сканирования .

dL=(D2/4 , откуда    L=(D2/4d.

Например, для объектива х90     d=0.2 , тогда длина сканирования мембраны  с   D=25  составит 
 L= (3.14 х 625) /(4х0.2) = 2454 мм или 2.5 м,

это эквивалентно просмотру  числа полей зрения  
n=L/d = 2454/0.2=12271.

Опытный микроскопист может сканировать около 2-х полей/сек (120/мин), тогда времени t на сканирование поверхности фильтра потребуется 12271/2=6135сек, или t= 6135/60 =102 минуты. Это минимальное время на сканирование. Его надо умножить на весьма неопределенный коэффициент затрат на рассматривание объектов и идентификацию, который очень сильно зависит от количества объектов в поле зрения. Аналогично можно оценить минимальное время сканирования для других диаметров мембран и объективов.

  В таблице 7.1 приведены условия сканирования мембраны диаметром 25 мм с разными объективами .

Таб. 7.1 Расчет примерного времени сканирования трековой мембраны диаметром 25 мм при разных увеличениях.

	объектив
	диаметр поля зрения
 d, мм
	длина дорожки сканирования L, мм
	число полей зрения

n=L/d 
	примерное время сканирования, мин., t=n/120 

	х10
	2
	245
	123
	1

	х20
	1
	490
	490
	4

	х40
	0.5
	980
	1960
	16

	х90
	0.2
	2454
	12271
	102
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� Для последней модификации прибора - М2


� Боьшой объем флотирующего раствора добавляется для того, чтобы избежать вторичного захвата цист и ооцист оседающим порошком.





� Оседание происходит лучше, если температура бутылки и помещения равны, отсутствуют сквозняки, т.к. при этих условиях меньше конвективные потоки, мешающие осаждению.





�  ПРИМЕЧАНИЕ: диаметр поля зрения берется из паспорта микроскопа.





  Заодно, поскольку существует задача по определению паразитарных объектов в воде путем прямого микроскопирования трековых мембран диаметром 142мм после фильтрования через них пробы воды, в таб.7.2 приводим рассчетные условия и для такой операции. Это для одного фильтра, но  при планировании эксперимента следует учитывать, что для фильтрования 50 литров понадобится несколько таких фильтров.





Таб.7.2 Расчет примерного времени сканирования трековой мембраны диаметром 142 мм при разных увеличениях.


объектив�
диаметр поля зрения� d, мм�
длина дорожки сканирования L, мм�
число полей зрения


n=L/d �
примерное время сканирования, мин., t=n/120 �
�
х10�
2�
7918�
3959�
33�
�
х20�
1�
15837�
15837�
132�
�
х40�
0.5�
31674�
63348�
528�
�
х90�
0.2�
79185�
395925�
3299�
�
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