Katedra Biochemii Ogoblnej 1 Medyczne;
Wydziatu Biologii UG

KBOIM

Skrypt do ¢wiczen laboratoryjnych
Biochemia



SPIS TRESCI

LITERATURA ettt a et e s e s bbb e e e e e st a b st e s e e s s e bbb e s e s e e e s e s bbb s e eeesssaasbaaaseeesesasnnnaee 2

1. IZOLACJA PLAZMIDOWEGO DNA Escherichia coli METODA LIZY ALKALICZNE) ORAZ ELEKTROFOREZA DNA W ZELU

AGAROZOWYM .ttt e bbb e b s e b b e b b e e s b e s e be s e b e b e e e b e e b e e b e s be s e re s s b et 3
2. ELEKTROFOREZA BIALEK | REAKCJE CHARAKTERYSTYCZNE AMINOKWASOW ......ocvvuiviiieieiiieieisieiessee s ssssssessens 11
3. CHROMATOGRAFIA KOLUMNOWA NA ZELU SEPHADEX G-75 ...cutueueueteerireineeseeeessesesesensessesesessesessssssssssssssssesenssssssesees 20
4. OZNACZANIE AKTYWNOSCI KWASNEJ FOSFATAZY W HOMOGENACIE Z KIEEKOW ROSLINNYCH......covvvreireiieninenes 27
5. HAMOWANIE KOMPETYCYJNE | NIEKOMPETYCYJNE AKTYWNOSCI DEHYDROGENAZY BURSZTYNIANOWEI............... 40
6. CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA | CHARAKTERYSTYKA CUKROW. ......ovvieiiineieisieieisieieseie s snens 44
7. CHROMATOGRAFIA BIBULOWA | CHARAKTERYSTYKA LIPIDOW .....ouiuviieireirieieiessesssiessessssessessssesssssssesssssssessssessnsnns 54

Skrypt do ¢wiczen z Biochemii - Katedra Biochemii Ogoélnej i Medyczne;j



LITERATURA

Literatura pomocna w przygotowaniu sie do zajec laboratoryjnych:

1. Tymoczko J.L.,, Berg J.M., Stryer L., Biochemia, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2009 (lub
wczesniejsze wydania pod redakcjg L. Stryera, PWN, Warszawa, 1999, 2003)

2. Tymoczko J.L., Berg J.M., Stryer L., Biochemia Krétki Kurs, Wydawnictwo Naukowe PWN, 2013.
3. Ktyszejko-Stefanowicz L., Cwiczenia z biochemii, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2005

4. red. Minakowski W, Weidner S., Biochemia kregowcéw, wydanie |l, Wydawnictwo naukowe PWN SA,

Warszawa 1998 lub 2005.

Skrypt do ¢wiczen z Biochemii - Katedra Biochemii Ogoélnej i Medyczne;j



1. IZOLACJA PLAZMIDOWEGO DNA Escherichia coli METODA LIZY ALKALICZNEJ
ORAZ ELEKTROFOREZA DNA W ZELU AGAROZOWYM

I. ZAGADNIENIA DO PRZYGOTOWANIA:

v" Budowa kwaséw nukleinowych: DNA i RNA (model budowy DNA wg Watsona-Cricka, pojecia nukleotyd,
nukleozyd, réznice w budowie DNA i RNA, wzory strukturalne kwasow nukleinowych, ze wzorami zasad

azotowych i cukréw wiacznie).
v" DNA jako nosnik informacji genetycznej (definicja genu, powstawanie mutacji).

v Metody przekazywania plazmidowego DNA u bakterii — horyzontalny transfer genéw: transformacja,

transdukcja, koniugacja.
v' Organizacja DNA w komdrkach prokariotycznych i eukariotycznych.

v' Przebieg replikacji DNA w komérkach prokariotycznych i eukariotycznych (etapy, enzymy uczestniczace w

procesie replikacji oraz ich funkcje w poszczegdlnych etapach).
v' Rodzaje i funkcje RNA.
v" Plazmidy (pojecie, funkcje, cechy).
v' Znajomo$¢ metody lizy alkalicznej (cel metody, sktad i rola stosowanych roztworéw)
v'  Elektroforeza DNA w Zelu agarozowym (cel, zasada rozdziatu).

v" Doktadna znajomo$é czesci doswiadczalnej oraz umiejetno$é sprawnego przeliczania stezen.

1. WSTEP

Kwasy nukleinowe (DNA i RNA) s3g polinukleotydami, czyli dtugimi tancuchami zbudowanymi
z nukleotydow. Kazdy nukleotyd sktada sie z zasady azotowej, piecioweglowej czgsteczki cukru (pentozy) oraz
reszty kwasu fosforowego (V). Zasadami azotowymi wystepujgcymi w DNA sg puryny (adenina i guanina) oraz
pirymidyny (cytozyna i tymina). W RNA zamiast tyminy wystepuje uracyl. Cukrem wchodzgcym w sktad DNA
jest deoksyryboza, zas w RNA ryboza. Zasady azotowe potgczone wigzaniem N- glikozydowym z ryboza lub
deoksyryboza tworzg nukleozydy. Nukleozydy z resztg kwasu fosforowego tworza nukleotydy. Poszczegdlne
nukleotydy sg ze sobg potaczone wigzaniami fosfodiestrowymi. Wigzania te wystepujg pomiedzy grupa

fosforanowg jednego nukleotydu i cukrem (rybozg lub deoksyrybozg) sgsiedniego nukleotydu (rys. 1).

RNA wystepuje z reguty w postaci jednoniciowej, ale niektdre czasteczki RNA mogg zawieraé odcinki
komplementarne, co umozliwia tworzenie wewnatrzczgsteczkowych rejonéw dwuniciowych. Natomiast DNA
jest helisg zbudowang zazwyczaj z dwdch owinietych wokét siebie tancuchdw polinukleotydowych
biegngcych antyréwnolegle. Na zewnatrz helisy DNA wystepuje rdzen fosforanowo-cukrowy, a wewnatrz
znajdujg sie zasady, pomiedzy ktérymi tworzg sie wigzania wodorowe. Adenina tworzy komplementarng pare

z tyming (dwa wigzania wodorowe), a guanina z cytozyng (trzy wigzania wodorowe).
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W komorkach eukariotycznych (jadrzastych) DNA wystepuje gtownie w jadrze komdérkowym oraz
w matych ilosciach w chloroplastach i mitochondriach. DNA w jadrze jest liniowy i upakowany w postaci

chromosomoéw.

W komdrkach prokariotycznych (bezjgdrzastych) DNA wystepuje w cytoplazmie, ma postac kolistg
i jest nazywany nukleoidem lub chromosomem bakteryjnym. DNA chromosomu bakteryjnego przyjmuje

postac negatywnie skreconej superhelisy i tworzy kompleksy z biatkami podobnymi do histondw.
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Rys.1. Budowa nukleotydu w taricuchu polinukleotydowym

Komarki bateryjne mogg zawiera¢ dodatkowe, niewielkie czgsteczki DNA, nazywane plazmidami, ktére
replikujg sie niezaleznie od chromosomu. Mogg one wystepowa¢ w kilku (niskokopijne) lub w wielu
(wysokokopijne) kopiach w komérce. Zazwyczaj zawierajg one kilka gendw, w tym gen (geny) warunkujacy(e)
opornos¢ na antybiotyk(i). Plazmidy sg czesto wykorzystywane w inzynierii genetycznej jako wektory w

klonowaniu molekularnym.

Plazmidy sg kolistymi czgsteczkami DNA przyjmujgcymi forme superhelisy (Rys. 1). Superzwinieta,
kowalencyjnie zamknieta, kolista czgsteczka DNA nazywana jest formg CCC (ang. Covalently Closed Circular

DNA). Jesli jedna z nici DNA zostanie przerwana, znikajg superskrety i powstaje forma OC (ang. Open Circular),
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natomiast w wyniku pekniecia obu nici DNA w tym samym miejscu, powstaje czgsteczka w formie liniowej L

(ang. Linear) plazmidu (rys. 2).

przeciecie/przerwanie przeciecie/przerwanie
jednejnici dwoch nici
— —-
ocC L
LEGENDA:

“SID. Helisa dsDNA

Rys. 2. Formy plazmidowego DNA.

Izolacja plazmidowego i chromosomalnego DNA z komodrek prokariotycznych i eukariotycznych
wymaga zastosowania odmiennych technik. Obecnie istnieje wiele metod pozyskiwania DNA, ktérych celem
jest odseparowanie materiatu genetycznego od innych sktadnikéw komarki i jego ochrona przed degradacja
przez enzymy komodrkowe. Techniki oczyszczania DNA muszg by¢ wystarczajgco tagodne, aby nie

spowodowac uszkodzen mechanicznych tancucha polinukleotydowego DNA.

Réznice w procedurach izolacji plazmidowego i genomowego DNA wynikajg przede wszystkim

z superzwiniecia plazmidowego DNA, jak réwniez z réznych mas czgsteczkowych i konformacji DNA.

Metody izolacji plazmidowego DNA sg znane od ponad 35 lat i do dzi$ powstato ich kilkanascie. Mimo
to wiekszo$¢ z nich sktada sie z podobnych etapdw: namnozenia bakterii, lizy komdrek bakteryjnych
i oczyszczania plazmidowego DNA. Najlepsze sg te metody, ktdre charakteryzujg sie duzg efektywnoscia,
pozwalajgca na uzyskanie czystego preparatu o wysokim stezeniu i pochtaniajg stosunkowo niewiele czasu.

Jednym z najbardziej popularnych sposobdw izolacji plazmidowego DNA jest metoda lizy alkalicznej znana

od 1979 roku (Birnboim i Doly, Nucleic Acids Res 1979;7:1513-23). Metoda ta wykorzystuje fakt

wystepowania plazmidowego DNA w formie superzwinietej (CCC).
W metodzie tej mozna wyrdznié trzy podstawowe etapy:

> PRZYGOTOWANIE KOMOREK DO LIZY: zawieszenie komodrek bakteryjnych w roztworze R1
obnizajgcym wytrzymatosc Sciany komérkowej i hamujgcym dziatanie DNaz. Roztwor R1 zawiera Tris-
HCI o pH 8.0 (tworzy sSrodowisko wodne o statym pH), EDTA (chelatuje jony magnezu, niezbedne do
aktywacji nukleaz - enzymoéw degradujagcych DNA) oraz glukoze (utrzymuje odpowiednie

rozproszenie komérek w roztworze).

> LIZA ALKALICZNA: dodanie roztworu R2, zawierajgcego wysokie stezenie NaOH (podwyzszenie pH do

ok. 12) oraz detergent SDS (dodecylosiarczan sodu, ktéry niszczy btony komérkowe) co prowadzi do
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lizy komorek. Wysokie pH powoduje odwracalng denaturacje kwaséw nukleinowych, a SDS
nieodwracalng denaturacje biatek. Dodanie enzymu RNazy na tym etapie, powoduje degradacje RNA.
Denaturacja DNA polega na rozerwaniu wigzan wodorowych, tgczgcych dwie komplementarne nici
DNA , w wyniku czego helisa rozplata sie. W przypadku DNA genomowego obie nici mogg odsungé
sie od siebie na znaczng odlegtos¢, natomiast w przypadku plazmidowego DNA, superzwiniecie
(forma CCC) powoduje, ze mimo zerwania wigzan wodorowych nici komplementarne pozostajg

blisko siebie.

> RENATURACIJA DNA: dodatnie roztworu R3, ktéry zawiera reszty kwasu octowego, obnizajgcego pH
roztworu do odczynu zblizonego do obojetnego. W wyniku neutralizacji pH nastepuje renaturacja
DNA, czyli ponowne utworzenie wigzan wodorowych pomiedzy komplementarnymi niémi DNA.
Genomowe DNA renaturuje tylko na krétkich odcinkach, pozostajgc w gtdéwnej mierze ,splatane” i
zdenaturowane (ulega precypitacji -powstajg straty/osad). W superzwinietym plazmidowym DNA
odtworzenie wigzan wodorowych dla dwdch komplementarnych nici zachodzi efektywnie, w wyniku
czego czasteczka DNA renaturuje w catosci (pozostaje w formie rozpuszczonej w roztworze). RNA

(jesli nie zostato zhydrolizowane przez RNaze) oraz zdenaturowane biatka ulegajg precypitacji (osad).

Nastepnie przeprowadza sie OCZYSZCZANIE plazmidowego DNA od genomowego DNA, wytrgconych
biatek i resztek komdrkowych. W tym celu probe wiruje sie (mechaniczne oddzielenie osadu od fazy wodnej),
a supernatant miesza z wysokim stezeniem soli chotropowych (roztwér G, chlorek guanidyny) i nanosi na
mini-kolumne ze specjalnym ztozem krzemionkowym. DNA przechodzac przez ztoze, osiada na nim, podczas
gdy zanieczyszczenia przechodzg, nie wigzac sie. Po wyptukaniu z kolumny resztek zanieczyszczen roztworem
Al, oczyszczone plazmidowe DNA wymywane jest buforem TE, Tris-HCI lub wodg (ELUCJA) i nadaje sie do
bezposredniego wykorzystania bez koniecznosci precypitacji. DNA uzyskane przy tej metodzie doskonale
nadaje sie do wszelkich metod stosowanych w biologii molekularnej, w tym do automatycznego

sekwencjonowania.

Wyizolowany plazmidowy DNA zazwyczaj analizuje sie wykorzystujgc elektroforeze w zelu

agarozowym. Elektroforeza jest technikg wykorzystujgcg przemieszczanie sie czgsteczek obdarzonych
tadunkiem w polu elektrycznym. Technika ta, wykorzystywana przez biochemikdw i biologéw molekularnych
od ponad 50 lat, jest szczegdlnie przydatna do rozdziatu, charakterystyki, analizy i oczyszczania kwasow
nukleinowych. Fragmenty DNA rozdzielone w zelu agarozowym mozna tez wykorzysta¢ na rdznych etapach

klonowania molekularnego, np. ligacji.

Zele agarozowe stosuje sie najczesciej w zakresie stezen od 0,3% do 2%. Procentowo$¢ zelu dobiera

sie do wielkosci rozdzielanych czgsteczek DNA. Fragmenty DNA o dtugosci mniejszej niz 500 pz (par zasad)
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zazwyczaj rozdziela sie w zelach poliakryloamidowych. Najczesciej stosowanymi buforami w elektroforezie

agarozowej sg: TAE (ang. Tris-acetate-EDTA), TBE (ang. Tris-borate-EDTA), TPE (ang. Tris-phosphate-EDTA).

Prébe nanosi sie w studzienki odpowiednio uformowanego zelu, ktéry jest umieszczony w buforze do
prowadzenia elektroforezy. Przed natozeniem, prébe miesza sie z tzw. buforem obcigzajgcym, zwiekszajgcym
jej gestos¢, dzieki czemu nie dyfunduje ona do buforu, w ktérym prowadzi sie elektroforeze, lecz opada na
dno studzienki. Dodatkowo bufor obcigzajgcy nadaje probkom zabarwienie, umozliwiajgc obserwacje ich
migracji podczas rozdzialu w zelu. Najczestszym sktadnikiem buforéow do nanoszenia jest btekit
bromofenolowy, nadajgcy niebieskie zabarwienie, a czynnikiem zwiekszajgcym gestos$é sacharoza lub

glicerol.

DNA w Zelu agarozowym migruje w kierunku elektrody dodatniej ze wzgledu na ujemnie natadowane
reszty fosforanowe. Szybko$é migracji DNA zalezy m.in. od stezenia zelu, sktadu i sity jonowej buforu
elektrodowego, natezenie pola elektrycznego oraz wielkosci i konformacji kwasu nukleinowego. Mniejsze
liniowe czgsteczki DNA migrujg szybciej niz wieksze. Jednak nawet jesli czgsteczki majg te samg mase moga
poruszac sie z rozng szybkoscig ze wzgledu na rdznice w ich konformacji. W zelach agarozowych ruchliwosé
elektroforetyczna kwasdéw nukleinowych nie zmienia sie w istotny sposdéb w zaleznosci od sktadu zasad ani

od temperatury rozdziatu.

Formy plazmidowego DNA (CCC, OC, L) majg odmienng konformacje przestrzenng, zatem mimo tej
samej masy migrujg w zelach z rézng szybkoscig. Potozenie fragmentéw DNA w Zzelu agarozowym mozna
okresli¢ wybarwiajgc DNA bromkiem etydyny. Jest to barwnik fluorescencyjny, ktdry interkaluje miedzy
zasady azotowe i Swieci w Swietle UV. W celu wybarwienia DNA bromek etydyny dodaje sie bezposrednio do
przygotowanego roztworu agarozy jeszcze przed zastygnieciem zelu lub barwi sie zel w kapieli wodnej po

zakonczonym rozdziale elektroforetycznym.

W buforze TAE najszybciej migruje forma CCC, nastepnie formy liniowa i OC. Dzieki temu w pojedynczej
Sciezce w zelu widaé trzy prazki, odpowiadajgce réznym formom plazmidowego DNA; grubosé prazka

(intensywnos$¢ swiecenia) jest tym wieksza im wyzsze jest stezenie DNA o danej konformacji (rys. 3).

tudzie

Plazmid 1 pKD3 Plazmid 2 pKDA46
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oC —» oC —» & %
€ ;
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CCC —> CCC —> g )
v <

Rys. 3. Przyktadowy wynik rozdziatu dwdch réznych plazmidéw w zelu agarozowym. Po zakoriczonym rozdziale elektroforetycznym
zele wybarwiono w roztworze bromku etydyny.
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lll. APARATURA | SZKtO LABORATORYJNE

N o o~ wNhoe

Mikrowiréwka (jedna na grupe)

Probéwki typu Eppendorf

Pipety automatyczne (2-20 pl, 20-200 pl, 200-1000 pl)

Koncowki do pipet automatycznych

Aparat do elektroforezy agarozowej (jeden na grupe), zestaw do formowania zelu
Zasilacz pradu statego

Transiluminator

IV. ODCZYNNIKI

1
2.
3.

Osad bakteryjny z 1,5-3ml nocnej hodowli bakteryjnej E. coli
Roztwdr R1: 50 mM glukoza, 25 mM Tris-HCI pH 8.0; 10 mM EDTA pH 8.0
Roztwodr R2: 0,2 M NaOH, 1 % SDS

UWAGA! Roztwdr R2 przygotowuje sie bezposrednio przed uzyciem.

4
5
6
7.
8
9

Roztwoér R3: 3 M CH3COOK pH 4.8

Roztwdr G: 6M chlorowodorek guanidyny
Roztwodr Al: 50% etanol; 250 mM NaCl

Bufor TE: 10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA
Agaroza

Bufor 50x TAE: 40 mM Tris-octan pH 8,0, 1 mM EDTA

10. Bufor obcigzajacy do elektroforezy DNA: 0,25 % btekit bromofenolowy, 40 % sacharoza

11. Wodny roztwér bromku etydyny (5 mg/ml)

12. Roztwdr plazmidu wzorcowego

V. WYKONANIE ¢WICZENIA

Izolacja plazmidowego DNA

1.

2.

Uwaga! Po dodaniu roztworu R2 nalezy ostroznie mieszaé zawartos¢ probdwki, aby nie spowodowad
fragmentacji chromosomalnego DNA. Zwykle wystarczy 5-6-krotne odwrdécenie probéwki. Po 3 minutach
inkubacji lizat powinien by¢ catkowicie klarowny. Jezeli nie jest, to nalezy ponownie wymiesza¢ zawartosé

probowki poprzez kilkukrotne odwrdcenie probowki i przedtuzyé czas inkubacji o dalsze 3 minuty.

Osad bakteryjny doktadnie zawiesi¢ przez pipetowanie lub worteksowanie w 0,2 ml buforu do

zawieszania R1.

Doda¢ 0,2 ml alkalicznego roztworu lizujgcego R2 i po wymieszaniu przez kilkukrotne odwracanie

probowki, pozostawi¢ na 3 minuty w temperaturze pokojowej.
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3. Doda¢ 0,2 ml buforu zobojetniajgcego R3 i wymiesza¢ przez kilkukrotne odwracanie probdéwki.
4. Wirowac przez 10 min w mikrowiréwce przy maksymalnych obrotach/min.

5. Ostroznie wla¢ supernatant do nowej probéwki i dodac 0,4 ml roztworu G.

6. Catos¢ wymieszaé i wla¢ do mini-kolumny do oczyszczania plazmidowego DNA

7. Wirowac przez 1 min w mikrowiréwce przy maksymalnych obrotach/min.

8. Woyciggnaé mini-kolumne z probdéwki, wylaé przesacz i ponownie wtozy¢ jg do probdowki.
9. Dodac do kolumny 0,5 ml roztworu ptuczacego Al

10. Wirowac przez 1 min w mikrowiréwce przy maksymalnych obrotach/min.

11. Wyciagnaé mini-kolumne z probéwki, wylaé przesacz i ponownie wtozy¢ jg do probowki.
12. Dodac¢ do kolumny 0,7 ml roztworu ptuczacego Al

13. Wirowac przez 2 min w mikrowiréwce przy maksymalnych obrotach/min.

14. Wyciagnaé mini-kolumne z probéwki, wylaé przesacz i ponownie wtozy¢ jg do probowki.
15. Wirowac ,,na sucho” przez 0,5 min w mikrowiréwce przy maksymalnych obrotach/min.

16. Osuszong mini-kolumne umiesci¢ w nowej probéwce o pojemnosci 1,5 mli do ztoza znajdujacego sie

na dnie kolumny dodaé 60 pl buforu TE, Tris-HCI lub wody.
17. Prébke inkubowac 3 min w temperaturze pokojowej
18. Wirowac przez 1 min w mikrowiréwce przy maksymalnych obrotach/min.

19. Kolumne usung¢, a oczyszczone plazmidowe DNA, znajdujgce sie w probdwce, przetrzymywac w

lodéwce do czasu dalszych analiz.

Elektroforeza DNA w zelu agarozowym

1. Przygotowac aparat do elektroforezy.

2. Przygotowac 1 % roztwor agarozy w buforze TAE (rozpusci¢ przez ogrzanie do wrzenia).

3. Do przestudzonego roztworu agarozy dodac¢ bromek etydyny do stezenia 0,5 pg/mil.

4. Schtodzony do 45-50°C roztwdr agarozy wlac do aparatu i pozostawic do zastygniecia.
5. Do preparatu DNA dodac 3 pl buforu obcigzajacego.

6. 10 pl prébki naniesé w studzienke zelu.

7. Przeprowadzi¢ rozdziat elektroforetyczny DNA przy napieciu 70-80V przez 30-40 min.

8. Ogladac zel w swietle UV.
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Uwaga! Bromek etydyny jest bardzo silnym Srodkiem mutagennym, wszystkie czynnosci powinny by¢

wykonywane w rekawiczkach.

VI. WYNIKI | WNIOSKI - SPRAWOZDANIE

1.

Temat ¢wiczenia
Cel
Wklei¢ zdjecie rozdziatu elektroforetycznego plazmidowego DNA

Opisa¢ wynik rozdziatu elektroforetycznego plazmidowego DNA (zaznaczy¢ kierunek migracji DNA
w zelu, biegun dodatni i ujemny; opisaé poszczegdlne sciezki tj. wskazaé $ciezke z plazmidem
wzorcowym, opisa¢ rézne formy plazmidowego DNA plazmidu wzorcowego, wskazaé Sciezke z

wtasng prébg).

Poréwnad rozdziat i formy oczyszczonego na ¢wiczeniach plazmidu z preparatem wzorcowym. Czy
wyniki rozdziatu preparatu DNA uzyskanego na éwiczeniach i préby wzorcowej sg zgodne? Ktérej z
form plazmidowego DNA jest najwiecej? Dlaczego? Czy wystepujg artefakty (dodatkowe prazki,

niewystepujace w probie wzorcowej), dodatkowe plamy lub zanieczyszczenia? Jedli tak to dlaczego?

Zinterpretowac wynik wtasnej préby — stwierdzic¢ czy udato sie wyizolowac plazmidowe DNA, jesli tak
to wskazac ktére formy plazmidowego DNA, sg widoczne na obrazie elektroforetycznym (poréwnac

obraz rozdziatu elektroforetycznego z wzorcowym plazmidowym DNA).
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2. ELEKTROFOREZA BIALEK | REAKCJE CHARAKTERYSTYCZNE AMINOKWASOW

I. ZAGADNIENIA DO PRZYGOTOWANIA

v' Aminokwasy: budowa chemiczna — wzory strukturalne, podziat uwzgledniajacy rozng polarno$é grup

funkcyjnych, jony obojnacze, punkt izoelektryczny, aktywnos¢ optyczna.

v' Wiazanie peptydowe: cechy wigzania, ugrupowania zaangazowane W jego tworzenie, umiejetnoéé

narysowania wigzania peptydowego pomiedzy dowolnymi aminokwasami.
v Biatka: sktad i wielko$¢, struktura I, I, 11l i IV-rzedowa, klasyfikacja biatek na podstawie ich funkgji.
v' Reakcje charakterystyczne aminokwasow i biatek.
v' Elektroforeza: istota procesu, ograniczenia oraz zastosowania tej metody, typy elektroforezy.

v' Doktadna znajomo$¢ czesci do$wiadczalnej oraz umiejetnosé sprawnego przeliczania stezen.

Il. WSTEP

Biatka sg polipeptydami ztozonymi z okreslonej ilosci reszt aminokwasowych (Rys. 1A), potagczonych ze

sobg wigzaniami peptydowymi.

Typowy a-aminokwas jest zbudowany z centralnie usytuowanego atomu wegla, okreslanego jako
wegiel a (Ca), potgczonego z pierwszorzedowg grupg aminowg (-NH,), grupa karboksylowg (-COOH), atomem
wodoru (H) itaicuchem bocznym (R). Wyjatkiem jest prolina, ktéra zawiera drugorzedowa grupe aminowg
(jest to tzw. a-iminokwas). Cztery rdzne podstawniki potgczone z tetraedrycznym atomem wegla a nadajg a-
aminokwasom charakter chiralny, tzn. ze czasteczki aminokwaséw mogg wystepowaé w postaci jednego z
dwoch nienaktadajgcych sie na siebie lustrzanych odbi¢ nazwanych enancjomerami (rys. 1B). Wyjatek

stanowi glicyna, ktéra jest achiralna, gdyz jej Ca jest zwigzany z dwoma atomami wodoru.

A. B I
COOH : COOH

1
1
COOCH !
1

| NH, H : H NH,
H,N—¢C —R .
1
| |
1

H R : R
L-aminokwas D-aminokwas

Rys. 1 (A) Ogdlny wzér aminokwasu. (B) Enancjomery L i D aminokwasdw; R- charakterystyczna grupa, tzw. taricuch boczny
aminokwasu.
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Biatka zbudowane sg wytgcznie z L-aminokwasdw. D-aminokwasy wstepuja rzadko i mozna je znalezé

w Scianie komadrkowej bakterii oraz w niektérych antybiotykach.

Wyrdznia sie 20 podstawowych aminokwasdéw, réznigcych sie strukturg taricucha bocznego (grupy R),
a tym samym wielkoscig, ksztattem, tadunkiem elektrycznym, zdolnoscig do tworzenia wigzann wodorowych,
hydrofobowoscig oraz reaktywnosciag chemiczng. tancuch boczny moze zawiera¢ dodatkowo grupy

aminowe, karboksylowe, karboksyamidowe, tiolowe, tioeterowe, hydroksylowe lub pierscienie aromatyczne.

W zaleznosci od pH srodowiska zmienia sie stan jonizacji czasteczki aminokwasu. Jonizacji moze
ulega¢ grupa aminowa (-NHs*) oraz grupa karboksylowa (-COO") przy centralnym atomie wegla, a w
przypadku Asp, Glu, Arg, Lys, His, Cys, Tyr, takze dodatkowa grupa w tancuchu bocznym. Spadek pH prowadzi
do dejonizacji grupy karboksylowej (protonacja), natomiast wzrost pH prowadzi do dejonizacji grupy

aminowej (deprotonacja) (rys. 2).

a)

pH -
kwas jon obojnaczy zasada
H oM H OH H i
NH;*—C—COOH <—= NH,*—C—COO" === NH,—C—CO0
CH, CH, CH,
[o] -» ]
b)
H OH H OH
NH,*—~C—~COOH —_— NH;*—C—C00" =——;
H
(C|H2)3 CI:Hz)s
?Hz cl:Hz
NH,* NH,*
jon obojnaczy
OH- H OH- H
—=  NHC—COO ~ NH,~C—COO"
((|3H2)3 ((|3H2)3
CH, CH,
NH,* NH,

Rys. 2. Wtasnosci kwasowo zasadowe aminokwasoéw; a) jonizacja waliny, jako przyktad aminokwasu zawierajacego tylko dwie grupy
ulegajace jonizacji, b) jonizacja lizyny, przyktad aminokwasu zawierajgcego oprécz dwdoch podstawowych grup ulegajgcych jonizacji,
jeszcze jedng dodatkowa grupe, znajdujgca sie w taricuchu bocznym. Czerwonym kolorem zaznaczono grupe a-karboksylowg,
niebieskim grupe a-aminowa, zielonym grupe aminowa w fancuchu bocznym; w kwadratach zaznaczono wypadkowy fadunek
czgsteczki aminokwasu. Punkt izoelektryczny (pl) jest to takie pH, przy ktérym wypadkowy tadunek czasteczki rowna sie zero.
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Wartos¢é pH roztworu, przy ktdrym stezenie jonu obojnaczego (czasteczki zawierajgcej tg samg ilosé
protonowanych grup aminowych co deprotonowanych grup karboksylowych) osigga maksymalng wartos¢,
natomiast stezenia form: anionowe;j i kationowej majg jednakowg, minimalng wartosé (wypadkowy tadunek
catkowity wynosi zero), nazywamy punktem izoelektrycznym (pl). W pH ponizej pl czasteczki maja

wypadkowy tadunek dodatni, za$ powyzej ich wypadkowy tadunek jest ujemny.

Wiasnosci chemiczne wspdlne wszystkim aminokwasom sg uwarunkowane obecnoscig grupy
karboksylowej i aminowej. Natomiast réznice w budowie taficucha bocznego decydujg o specyficznych
wtasnosciach fizykochemicznych i reaktywnosci aminokwaséw. Dzieki temu niektére aminokwasy daja
charakterystyczne reakcje barwne, umozliwiajgce ich wykrywanie nawet w mieszaninie z innymi

aminokwasami.

Poszczegdlne aminokwasy w biatku sg potaczone wigzaniami peptydowymi (zwanym takze
amidowym), ktére powstajg miedzy grupy a-karboksylowa jednego aminokwasu i grupg o-aminowa
nastepnego aminokwasu (rys. 3). Wigzanie peptydowe jest ptaskie, tzn. szes¢ atomow znajduje sie w tej
samej pfaszczyznie: atom Cati grupa CO z pierwszego aminokwasu oraz grupa NH i Ca z drugiego aminokwasu.
Stad tez wigzanie peptydowe ma w znacznym stopniu charakter wigzania podwaéjnego, co zapobiega rotacji
wokodt niego. Swobodna rotacja jest mozliwa wokdt wigzan Ca-N oraz Ca-C, czyli po obu stronach wigzania
peptydowego, co umozliwia ustawienie sgsiednich grup peptydowych pod réznym katem (rys. 4). Ze wzgledu
na sferyczne dopasowanie grup potaczonych z Ca, wigzanie peptydowe prawie zawsze wystepuje w
konfiguracji trans (woddr z grupy aminowej znajduje sie w potozeniu przeciwstawnym wzgledem tlenu grupy

karbonylowej). Forma cis, wystepuje czesciej tylko w wigzaniach peptydowych w potgczeniu z prolina.

0 CH; 0 i CH;
7 o M
CH—C’ __+ N—CH—COOH — CH;+C—N+CH—COOH + H,0
| ToH W i,
NH, | 3 NH, | ] :

wigzanie peptydowe

Rys. 3. Wigzanie peptydowe charakterystyczne dla peptyddw i biatek wystepujace miedzy grupa a-karboksylowa jednego
aminokwasu i grupa a-aminowg kolejnego aminokwasu, czemu towarzyszy wydzielenie czasteczki wody.

Swobodna rotacja wokot
wigzan Ca-N i Ca-C

Rys. 4. Wigzanie peptydowe jest ptaskie i ma charakter
wigzania podwdjnego, co zapobiega rotacji wokot niego.
Swobodna rotacja jest mozliwa wokét wigzan Ca-N oraz
Ca-C, czyli po obu stronach wigzania peptydowego, co
umozliwia ustawienie sgsiednich grup peptydowych pod
Aminokwas 1 Aminokwas 2 Aminokwas 3 réinym kqtem (zginanie taricucha polipeptydowego).

wigzanie wigzanie

peptydowe peptydowe

SOHICHIR] i CHs
CH,—~+C—N-+—CH—+C—N-+CH—COOH
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Aminokwasy potaczone wigzaniami peptydowymi tworzg tancuch oligopeptydowy (do 25
potgczonych ze sobg aminokwaséw) lub polipeptydowy (powyzej 25 potaczonych ze sobg aminokwaséw).
Jednostke aminokwasu wbudowang w ten tancuch nazywamy resztg aminokwasowg. tarncuch
aminokwasowy jest spolaryzowany , poniewaz ma rézne konce — na jednym koncu znajduje sie grupa a-
aminowa (koniec N) a na drugim a-karboksylowa (koniec C). Jako poczatek taricucha polipeptydowego

umownie przyjeto jego koniec aminowy.

W tancuchu polipeptydowym jonizacji ulegaja tylko taricuchy boczne oraz koricowa grupa aminowa i
karboksylowa. Punkt izoelektryczny polipeptydu wyznacza pH, przy ktérym suma tadunkéw dodatnich réwna

sie sumie tadunkow ujemnych (wypadkowa tadunkéw wynosi zero).

Biatka wchodzg w skfad kazdej komorki i ptyndw ustrojowych, odgrywajac istotng role niemal we
wszystkich procesach biologicznych. Dzieki biatkom m.in. jest mozliwa przemiana materii i energii oraz
regulacja tej przemiany, transport réznego rodzaju zwigzkéw i jondw. Biatka tez uczestniczg w procesach
krzepniecia krwi i likwidacji ubytkéw tkankowych oraz decydujg o wtasciwosciach odpornosciowych

organizmu.

W zwigzku ze ztozong strukturg biatek, wprowadzono pojecie rzedowosci ich struktury (Linderstrom-
Lang, 1952). Liniowa sekwencja aminokwasdw potgczonych wigzaniem peptydowym, czyli kolejnosc

aminokwaséw w tancuchu polipeptydowym jest nazywana pierwszorzedowg strukturg biatka. Struktura

drugorzedowa odnosi sie do regularnego pofatdowania rejonéw fanicucha polipeptydowego. Najczesciej
wystepujacymi typami struktury drugorzedowej s3: helisa a i harmonijka B. Struktura drugorzedowa
stabilizowana jest przez wigzania wodorowe pomiedzy tlenem karbonylowym jednego wigzania
peptydowego a wodorem grupy aminowej innego wigzania peptydowego. W a-helisie wigzania wodorowe
tworzg sie w obrebie tego samego taricucha polipeptydowego, regularnie, pomiedzy oddalonymi od siebie o
cztery reszty aminokwasowe wigzaniami peptydowymi. W B-harmonijce wigzania wodorowe powstajg
miedzy wigzaniami peptydowymi réznych tancuchéw polipeptydowych lub réznych czesci tego samego
tancucha. tancuchy te moga by¢ utozone réwnolegle (w tym samym kierunku) lub antyréwnolegle (w

przeciwnym kierunku, na przemian). Struktura trzeciorzedowa oznacza wzajemne utozenie w przestrzeni

elementéw struktury drugorzedowej. Odpowiada ona natywnej, biologicznie aktywnej konformacji biatka.
Wynika ona z sekwencji aminokwaséw w fancuchu i jest utrzymywana dzieki oddziatywaniom
hydrofobowym, sitom elektrostatycznym (wigzania jonowe miedzy przeciwstawnie natadowanymi grupami,
stabe oddziatywania van der Waalsa miedzy $cisle upakowanymi alifatycznymi taricuchami bocznymi we
wnetrzu biatka), wigzaniom wodorowym i kowalencyjnym (wigzania disiarczkowe pomiedzy dwoma resztami

cysteiny, tworzgcymi cystyne). Struktura czwartorzedowa dotyczy biatek zbudowanych z co najmniej dwdch

tancuchéw polipeptydowych i oznacza przestrzenne utozenie podjednostek polipeptydowych, z ktérych
kazda sktada sie ze sfatdowanego do trzeciorzedowej struktury tancucha polipeptydowego. Struktura
czwartorzedowa moze byc¢ stabilizowana przez wigzania kowalencyjne (np. wigzania disiarczkowe) lub

oddziatywania niekowalencyjne (sity elektrostatyczne, wigzania wodorowe, oddziatywania hydrofobowe).
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Biatka ze wzgledu na swojg ztozong budowe, a przede wszystkim strukture czwartorzedowa, ulegaja
tatwo zmianom przestrzennym, wykazujgc allosterycznos¢. Allosteryczno$¢ odgrywa istotng role

w przypadku katalizy enzymatycznej (wiecej na ten temat w rozdziale 4 i 5).

Wtasnosci chemiczne wspdlne wszystkim aminokwasom sg uwarunkowane obecnoscig grupy
karboksylowej i aminowej. Natomiast réznice w budowie taficucha bocznego decydujg o specyficznych
wtasnosciach fizykochemicznych i reaktywnosci aminokwaséw. Dzieki temu niektére aminokwasy daja
charakterystyczne reakcje barwne, umozliwiajgce ich wykrywanie nawet w mieszaninie z innymi
aminokwasami. Biatka oprdcz reakcji charakterystycznych dla tancuchéw bocznych wchodzacych w ich sktad

aminokwasow mogg dawac specyficzne reakcje dzieki obecnosci wigzan peptydowych.

Reakcje charakterystyczne aminokwasoéw i biatek

a. Reakcja na obecno$¢ cysteiny i cystyny — aminokwasy z grupami -SH (cysteina) lub S-S (cystyna)
(zaréwno w stanie wolnym, jak i zwigzanym w biatkach) podczas ogrzewania w sSrodowisku silnie
zasadowym, przeksztatcajgc sie w kwas pirogronowy, uwalniajg siarke w postaci jondéw siarczkowych.
Jony siarczkowe reagujg z jonami otowiu, dajgc czarny osad siarczku otowiu (PbS). Dodatkowym

produktem reakcji jest amoniak. Metionina nie daje dodatniego wyniku tej reakcji.

b. Reakcja ksantoproteinowa - aminokwasy zawierajgce pierscienn aromatyczny (fenyloalanina, tryptofan
i tyrozyna) zaréwno wolne, jak i zwigzane w biatku ulegajg nitrowaniu podczas ogrzewania ze stezonym
kwasem azotowym. Zétte pochodne nitrowe w $rodowisku zasadowym tworzg sole o intensywnym

zabarwieniu pomaranczowym.

c. Reakcja Hopkinsa i Cole'a - reakcja na obecnos$¢ uktadu indolowego (w tryptofanie). W $rodowisku
kwasnym tryptofan reaguje z aldehydami (np. kwasem glioksalowym) dajgc barwny produkt kondesacji.
W kwasnych hydrolizatach peptydéw i biatek wynik reakcji jest ujemny, poniewaz podczas kwasnej

hydrolizy tryptofan ulega zniszczeniu.

d. Reakcja na obecnos$¢ histydyny - pierscien imidazolowy histydyny w srodowisku zasadowym ulega

sprzeganiu z jonem p-sulfobenzodiazoniowym. Produktem reakcji jest pomarariczowy barwnik azowy.

e. Reakcjaninhydrynowa - stuzy do wykrywania wolnych aminokwaséw (peptydy i biatka dajg bardzo staby
odczyn). W pH>4 aminokwasy pod wptywem ninhydryny ulegajg najpierw utlenieniu a nastepnie
dekarboksylacji i deaminacji. W obecnosci powstatego amoniaku zredukowana czgsteczka ninhydryny
ulega kondesacji z utleniong czagsteczkg ninhydryny i powstaje charakterystyczny fioletowoniebieski
produkt. Natezenie zabarwienia jest proporcjonalne do stezenia aminokwasu. W przypadku
aminokwasow - proliny i hydroksyproliny, ktére nie zawierajg grupy a- aminowej produkt reakcji

kondensacji ma barwe z6tta.
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f. Reakcja biuretowa - pozwala na odrdzinienie biatek od aminokwaséw. W $rodowisku zasadowym
nastepuje tautomeryzacja grup przy wigzaniu peptydowym (-CO-NH- > -C(OH)=N-).
Z sasiadujgcymi ze sobg ugrupowaniami tego typu jony miedziowe tworzg kompleksy o barwie
fioletowej. Wolne aminokwasy tworzg réwniez kompleksy z jonami miedziowymi, ale produkty takiej

reakcji majg barwe niebieska.

Elektroforeza biatek

Dzieki obecnosci grup dysocjujgcych aminokwasy i biatka posiadajg fadunek elektryczny, co jest
podstawg ich rozdziatu w procesie elektroforezy. Elektroforeza polega na ruchu natadowanych czgsteczek
umieszczonych w polu elektrycznym w $rodowisku przewodzacym w kierunku odpowiednich elektrod.
Szybkos¢ migracji biatka w polu elektrycznym zalezy od natezenia pola elektrycznego, wypadkowego tadunku

czasteczki i wspodtczynnika tarcia.

Elektroforeze biatek mozna przeprowadzi¢ w zelach poliakrylamidowych (ang. PAGE- PolyAcrylamide
Gel Electrophoresis), ktére dziatajg jak sito molekularne. Czgsteczki o wymiarach matych w stosunku do
wielko$ci poréw zelu migrujg tatwo, natomiast bardzo duze czasteczki pozostajg prawie nieruchome.
Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym zawierajgcym SDS (SDS-PAGE) umozliwia rozdziat biatek na
podstawie réznic w ich masach czgsteczkowych. Biatka przed naniesieniem w studzienki zelu denaturuje sie
poprzez dodanie SDS-u i czynnika redukujgcego. SDS (s6l sodowa siarczanu dodecylu) jest anionowym
detergentem, ktéry zrywa prawie wszystkie wigzania niekowalencyjne wystepujace w biatku oraz wigze sie z
biatkami nadajac im wypadkowy fadunek ujemny, proporcjonalny do masy czasteczkowej. Wigzania
dwusiarczkowe sg zrywane dzieki dziataniu czynnika redukujacego (B-merkaptoetanol lub ditiotretiol).
Ruchliwosc elektroforetyczna jest liniowo odwrotnie proporcjonalna do logarytmu masy: biatka o mniejszej

masie czgsteczkowej migrujg szybciej.

Najczesciej stosowang metodg detekcji biatek w zelach poliakryloamidowych jest barwienie kwasnym
alkoholowym roztworem Coomassie Brilliant Blue R-250. Zastosowanie kwasnego alkoholowego roztworu
powoduje utrwalenie biatek w Zzelu, co zapobiega ich wymywaniu. W wigzaniu barwnika z biatkami
uczestniczg wigzania van der Waalsa i wigzania jonowe. Dzieki tej metodzie mozna wykry¢ 0,1-1 pg biatka.

Znacznie czulszg metodg jest barwienie przy uzyciu AgNOs.

SDS-PAGE jest szeroko stosowang technika rozdziatu biatek. Mozna jg stosowaé m. in. do badania

czystosci preparatu lub wyznaczania masy czasteczkowej biatek.

Informacje uzupetniajace: https://www.youtube.com/watch?v=i_6y6Z5UvwE
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lll. APARATURA | SZKtO LABORATORYJNE

Sl
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11.
12.
13.
14.

Aparat do elektroforezy poliakryloamidowej biatek z kompletem szklanych ptytek, przektadek i grzebieniem
Zasilacz pradu statego
Plastikowe pudetko do barwienia zelu
Mikropipety automatyczne: 20-200 pl, 2-20 pl, 20-200 pl, 200-1000 pl (1 komplet / grupa / stanowisko do
przygotowania zelu).
Koncowki do pipet automatycznych
Rekawiczki
Pipety szklane (5 ml 2 szt./zestaw) + tubus pipet 5 ml przy stanowisku do wylewania zeli
Zlewki (3 szt. przy stanowisku do wylewania zeli)
Probéwki (20 ml- 20 szt.)
. Lignina
taznia wodna
tapy
Pipety pasterowskie

Zapalniczka, okulary ochronne

IV. ODCZYNNIKI

10.

11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.

30 % roztwor akryloamidow (29.2 % akryloamid i 0.8 % metyleno-bis-akryloamid)

1,5 M Tris (pH 8,8)

1 M Tris (pH 6,8)

10 % SDS

10 % nadsiarczan amonu

TEMED (N, N, N’, N’ Tetrametylenodiamina)

Roztwdr Coomassie Brilliant Blue R-250: 0,25 g Coomassie rozpusci¢ w 125 ml metanolu, dodaé¢ 100 ml H20 i
25 ml kwasu octowego

Roztwdr odbarwiacza: metanol: kwas octowy: H>0 (stosunek obj. 2:1:7)

Bufor elektrodowy (10 x): Tris- 15,125 g, glicyna- 72 g, SDS- 5 g/ 0,5 L H20

Bufor do lizy biatek (2 x) (przechowywaé w-20°C): 1 M Tris-HCI (pH 6,8) — 1,5 ml; 10 % SDS — 4,8 ml; 87 % glicerol
— 2,76 ml; B-merkaptoetanol — 1,2 ml; H,0 - 13,74 ml; btekit bromofenolowy

0,1 % acetonowy roztwér ninhydryny

1%-owe roztwory wodne aminokwasow: glicyny, cystyny, cysteiny, fenyloalaniny, tyrozyny, tryptofanu i
histydyny

Surowica krwi bydlecej (10 x rozc.)

1 % wodny roztwor zelatyny

6 N roztwér wodorotlenku sodu

Kwas azotowy (stezony)

Kwas siarkowy (stezony)
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18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,

5 % roztwdr azotynu sodu

10 % roztwér weglanu sodu

Alkohol izopropylowy

V. WYKONANIE CWICZENIA

Elektroforeza biatek

0,5 % roztwor siarczanu miedzi

2 % roztwor octanu otowiawego

Roztwdr kwasu glioksalowego w 2,5 % kwasie octowym

1 % roztwor kwasu sulfanilowego w 1 N HCI

Przygotowanie zelu poliakryloamidowego

Przygotowad zel rozdzielajacy, dolny: wymieszac roztwory wg Tabeli 1 i wla¢ mieszanine miedzy szklane

ptytki (katalizatory polimeryzacji: nadsiarczan amonu i TEMED doda¢ tuz przed wlaniem mieszaniny miedzy

ptytki szklane). Roztworu powinno by¢ tyle, aby pozostato miejsce na grzebien i zel gérny (ok. 1 cm

wysokosci). Na zel nawarstwi¢ ostroznie 0,2-0,5 ml wody (aby uniemozliwi¢ dostep tlenu - inhibitora

polimeryzacji) i pozostawi¢ do polimeryzacji na ok. 10-15 min. W tym czasie przygotowac zel zageszczajacy,

gérny wg Tabeli 2 (nadsiarczan i TEMED dodac tuz przed wlaniem zelu miedzy ptyty).

Tabela 1. Sktad zelu rozdzielajgcego (dolnego).

Tabela 2. Sktad zelu zageszczajacego (gérnego).

Sktadnik llos¢ [ml] Sktadnik llos¢ [ml]
H.0 3,3 H2.0 2,1
30 % roztwor akrylamidéw 4,0 30 % roztwor akrylamidow 0,5
1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5 1M Tris (pH 6,8) 0,38
10 % SDS 0,1 10 % SDS 0,03
10 % nadsiarczan amonu 0,1 10 % nadsiarczan amonu 0,03
TEMED 0,004 TEMED 0,003
Objetos¢ catkowita 10 Objetosc catkowita 3

Po spolimeryzowaniu zelu dolnego wode nalezy usungé i wla¢ roztwér zelu gérnego. Natychmiast

wtozyc¢ grzebien tak, aby nie pozostawic pecherzy powietrza w zelu. Po spolimeryzowaniu zelu wyjgé grzebien

i umiescié¢ ptyty w aparacie do elektroforezy. Gérny i dolny zbiornik aparatu wypetnié¢ buforem elektrodowym

(1x stezonym). Aparat podtgczy¢ do zasilacza (gérny zbiornik do katody [-], dolny do anody [+]).
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Po przeptukaniu studzienek buforem elektrodowym nanies¢ przygotowane wczesniej préby (objetos¢ ustali¢

z prowadzacym ¢wiczenie).

Przygotowanie préb do elektroforezy i rozdziat elektroforetyczny

Do préby (osad, ekstrakt bakteryjny lub oczyszczone biatko) doda¢ réwng objeto$¢ buforu do lizy (2x
stezony), probéwke umiesci¢ we wrzgcej tazni wodnej na 5 min. Préby odwirowac (5.000 obr./min, 30 sec)
i nanies¢ do studzienek w zelu. Wtgczy¢ zasilacz i prowadzi¢ rozdziat elektroforetyczny przy 100 V do
momentu, gdy czoto barwnika znajdzie sie na granicy zelu gérnego i dolnego. Nastepnie zwiekszy¢ napiecie

do 150-180 V. Elektroforeze zakoniczy¢, gdy barwnik bedzie znajdowat sie przy koncu zelu.

Wizualizacja biatek rozdzielonych w zelu poliakryloamidowym roztworem Coomassie Brilliant Blue R-250

Zel inkubowaé z wytrzasaniem w roztworze Coomassie przez ok. 30 min. Nastepnie zel odbarwiaé
w roztworze metanol : kwas octowy : H,O (w stosunku obj. 2:1:7) do uzyskania wyraznych prazkow.

W odbarwiaczu mozna umiesci¢ kawatek gabki, ktéra bedzie pochtaniata barwnik.

Reakcje charakterystyczne aminokwasow

a. Reakcja na obecnos¢ cysteiny i cystyny

Do szeSciu ponumerowanych probéwek odmierzy¢ kolejno po 100 pl roztwordw: (1) cystyny,
(2) cysteiny, (3) glicyny, (4) zelatyny, (5) surowicy krwi oraz (6) préby X, a nastepnie do wszystkich probéwek
doda¢ po 4 krople 6N NaOH i po kropli octanu ofowiawego. Ogrzewac przez kilka minut we wrzacej tazni

wodnej.
b. Reakcja na obecnosc pierscienia aromatycznego (ksantoproteinowa)

Do o$miu ponumerowanych probdwek odmierzy¢ po 2 krople stezonego kwasu azotowego, a
nastepnie dodaé po 100 ul roztwordw (1) glicyny, (2) fenyloalaniny, (3) tyrozyny, (4) tryptofanu, (5) cysteiny,
(6) zelatyny, (7) surowicy krwi oraz (8) préby X. Probéwki ogrzewaé nad palnikiem do chwili wydzielania sie
brazowych par tlenku azotu (OSTROZNIE, otwdr probéwki skierowaé od siebie). Po ostygnieciu do kazdej
probéwki dodaé powoli kroplami, mieszajac, po okoto 1,5 ml 6N roztworu NaOH (OSTROZNIE reakcja

egzotermicznal).
c. Reakcja na obecnos¢ tryptofanu (Hopkins’a i Cole’a)

Do pieciu ponumerowanych probéwek odmierzy¢ po 200 pul roztworéw: (1) glicyny, (2) tryptofanu,
(3) zelatyny, (4) surowicy krwi oraz (5) préby X. Do wszystkich probowek dodaé po 2 krople roztworu kwasu
glioksalowego, a nastepnie do kazdej probowki dodawaé ostroznie stezony kwas siarkowy po Sciance
probowki, nie mieszajgc. Objetosé¢ dodanego kwasu powinna by¢ zblizona do objetosci roztworu wodnego

w probdwce. Nalezy zwrdci¢ uwage na zabarwienie na granicy obu warstw.
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d. Reakcja na obecno$¢ histydyny

Do pieciu ponumerowanych probéwek odmierzy¢ po 100 ul roztwordw: (1) glicyny, (2) histydyny,
(3) zelatyny (4) surowicy krwi oraz (5) préby X. Do wszystkich probéwek dodac po 100 pl swiezo przyrzadzone;j
mieszaniny rownych objetosci roztworu azotynu sodu i roztworu kwasu sulfanilowego, a nastepnie po 200 pl

roztworu weglanu sodu.
e. Reakcja ninhydrynowa

Do pieciu ponumerowanych probdéwek odmierzy¢ po 100 ul roztwordw: (1) glicyny, (2) zelatyny,
(3) surowicy krwi, (4) wody destylowanej oraz (5) proby X. Nastepnie do wszystkich probéwek dodac po 100

ul roztworu ninhydryny i wstawic je na kilka minut do tazni wodnej o temperaturze 100°C.
f. Reakcja biuretowa

Do siedmiu ponumerowanych probowek odmierzy¢ po 100 pl: (1) wody destylowanej, (2) roztworu
BSA, (3) glicyny, (4) histydyny, (5) zelatyny, (6) surowicy krwi oraz (7) proby X. Nastepnie do wszystkich
probdéwek dodac 4 krople 6N NaOH i po jednej kropli roztworu CuSQOa.

VI. WYNIKI | WNIOSKI - SPRAWOZDANIE:

1. Temat ¢wiczenia
2. Cel

3. Opisac wynik rozdziatu elektroforetycznego biatek w zelu poliakryloamidowym (zaznaczy¢ kierunek
migracji biatek w zelu, biegun dodatni i ujemny, podpisa¢ poszczegdlne Sciezki).

4. Woyjasni¢ zasade rozdziatu biatek w zelu (wg jakiego parametru rozdzielane sg biatka - rola
poszczegdlnych sktadnikow w buforze lizujgcym i w zelu polakrylamidowym).

5. Wyjasni¢ co przedstawia dowolny prazek na obrazie elektroforetycznym.

6. Opisac¢ wyniki dla kazdej reakcji charakterystycznej w karcie obserwacji i wynikéw: w odpowiednie
rubryki wpisac roztwory traktowane jako kontrola ujemna (K-) i kontrola dodatnia (K+), opisa¢ wyniki
dla tych préb, zwrdci¢ uwage na ich zgodnos¢ z wiedzg teoretyczng. Opisaé obserwacje dla zelatyny

i surowicy krwi. Opisac obserwacje dla préby X.

7. Na podstawie obserwacji wyciggna¢ wnioski dotyczgce obecnosci/braku danego aminokwasu/biatka

w roztworze zelatyny i surowicy krwi oraz zidentyfikowac roztwdr w prébie X.

W roztworze surowicy krwi wykryto obecnosé: .......
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Karta obserwacji i wynikow:

Reakcja (nazwa)

Kontrola ujemna (K-)

Kontrola dodatnia (K+)

Zelatyna

Surowica krwi

Préba X

Whioski/uwagi




3. CHROMATOGRAFIA KOLUMNOWA NA ZELU SEPHADEX G-75

I. ZAGADNIENIA DO PRZYGOTOWANIA:

v" Technika chromatografii kolumnowej (formowanie i rGwnowazenie kolumny, nanoszenie préby, rozwijanie

chromatogramu, regulacja przeptywu rozpuszczalnikow).

v' Saczenie molekularne: charakterystyka zeli typu Sephadex, inne rodzaje zeli filtracyjnych m.in. Sepharose,
Sephacryl, mechanizm s3gczenia molekularnego, pojecia charakteryzujace stosowang w doswiadczeniu
kolumne chromatograficzng oraz zachowanie sie rozdzielanych zwigzkéw (Vi, Vo, Vi, Vg, Ve, Kd, Kav),

zastosowanie metody sgczenia molekularnego.

v" Inne rodzaje metod chromatograficznych (chromatografia jonowymienna, powinowactwa, oddziatywan

hydrofobowych i fazy odwréconej): mechanizm oraz zalety i ograniczenia kazdej z chromatografii.
v' Budowa zwigzkéw rozdzielanych na zelu Sephadex G-75 (Blue Dextran, cytochrom ¢, dwuchromian potasul).

v' Dokfadna znajomo$é czesci doswiadczalnej oraz umiejetno$é sprawnego przeliczania stezen.

Il. WSTEP

Chromatografia na zelu Sephadex, okreslana tez jako saczenie molekularne, jest technika

umozliwiajgca analityczny badzZ preparatywny rozdziat substancji réznigcych sie masg czgsteczkowa.

Sephadex jest handlowg nazwa preparatu uzyskiwanego przez wytworzenie wigzan poprzecznych
pomiedzy faicuchami dekstranu. Preparaty zelu, majgce postac granulek o srednicy 10-300 um w zaleznosci
od stopnia usieciowania, rdéznig sie zdolnoscig wchtaniania wody, co stuzy za kryterium ich podziatu i decyduje

o rozdzielczych wtasciwosciach zelu.

Separacja makroczasteczek przy zastosowaniu techniki filtracji zelowej polega na wykorzystaniu
porowatej struktury ziaren zelu oraz zjawiska dyfuzji, ktéremu podlegajg zaréwno molekuty solwentu, jak
i separowane makromolekuty. Duze czasteczki takie jak np. Blue Dextran, ktére sg wieksze niz pory
napeczniatych ziaren zelu nie mogg penetrowac do ich wnetrza, a wiec przechodzg wytacznie poprzez faze
wodng ztoza i sg eluowane jako pierwsze. Mniejsze czgsteczki z kolei wnikajg w roznym stopniu do wnetrza
ziaren (w zaleznosci od swego ksztattu i rozmiaru) i sg eluowane w kolejnosci zmniejszania sie ich masy
czasteczkowej (tj. w pierwszej kolejnosci eluowane bedg czgsteczki o najwiekszej masie/ksztatcie/rozmiarze,

nastepnie srednim a na koncu najmniejszym) (rys. 1, 2, 4).
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Duze molekuty, o srednicy wiekszej
. L niz pory ziaren; nie wnikajg do
wnetrza ziaren

Sredniej wielkosci molekuty, ktore
| moga penetrowac czes¢ porow w
9 ) . . L

ziarnach; sporadycznie wnikajg do
wnetrza ziaren

Mate molekuty, ktére moga
“ ., } penetrowac wszystkie pory w
ziarnach; wnikajg do wnetrza ziaren

3

https://www.esciencecentral.org/ebooks/advances-in-protein-
chemistry/new-protein-approaches.php

Rys. 1. Schemat przedstawiajgcy wnikanie makromolekut w pory zelu, w zaleznosci od ich wielkosci

A kolumna B Rozdziat

chromatograficzna
mieszanina czasteczek
roznigcych sie masa
czasteczkowq
naniesiona na ztoze

ztoze
porowate kulki
zelu zanurzone
w solwencie

G0
1fonja yaunJam

solwent
bufor/roztwor
soli w ktorym
zawieszony jest
zel

4
<

Rys. 2. A) Schemat przedstawiajgcy kolumne chromatograficzng z upakowanym ztozem. B) schemat rozdziatu czgsteczek o roznej
masie czasteczkowej.

Charakteryzujac kolumne chromatograficzng oraz zachowanie sie rozdzielonych substancji, stosuje sie

nastepujace pojecia (rys. 3):

» objetos¢ swobodna (zerowa) (Vo) — objetos¢ rozpuszczalnika znajdujacego sie pomiedzy ziarnami zelu

objetos¢ wewnetrzna (V) - objetos¢ rozpuszczalnika wypetniajgcego ziarna zelu

objetos¢ matrycy zelu (Vg)

YV V V

objetos¢ catkowita ztoza (Vi)

Vi= V0+Vi+Vg
oraz

» objetos¢ elucyina (V.), charakterystyczna dla danej substancji.
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Rys. 3. Objetosci charakteryzujace kolumne chromatograficzna.

Duze czgsteczki nie wnikajgce w
. pory ziaren
Y czasteczki sredniej wielkosci,
sporadycznie wnikajgce do wnetrza ziaren

° mate czgsteczki wnikajgce we
wszystkie pory ziaren

llo$¢/stezenie makromolekut

Objetos¢ wyptywu
Veo = Vo Ver Ve (eluentu)

Rys. 4. Wykres wyptywu (elucji) ilustrujacy rozdziat makromolekut o réznych rozmiarach czasteczkowych. Duze czgsteczki nie
whnikajg do wnetrza ziaren, przeptywaja przez kolumne najszybciej i jako pierwsze pojawiaja sie u wylotu kolumny (np. dekstran
2000 kDa). Ich objetos¢ elucyjna réwna sie objetosci swobodnej Vo. Czasteczki sredniej wielkosci, ktérych rozmiar pozwala
sporadycznie wnikna¢ do wnetrza ziaren, wyptyng z kolumny na pozycji posredniej (np. cytochrom c - 13 kDa), a ich objetos¢
elucyjna réwna sie Ve1. Mate czasteczki, ktore wnikajg do wnetrza ziaren, zatem maja do pokonania najdtuzsza i kretg droge,
wyptywaja z kolumny jako ostatnie (np. dwuchromian potasu - 0,3 kDa), a ich objetos¢ elucyjna rowna sie Ve2. Vo<Ve1<Ve2

Rozpatrujgc saczenie molekularne na zelu jako szczegdlny przypadek chromatografii podziatowe],
stosujemy zalezno$¢ pomiedzy objetoscig elucyjng substancji (Ve) a charakterystycznym dla danej substancji

wspotczynnikiem podziatu miedzy faze stacjonarng i ruchoma:

Ve=Vo+Kq Vi

gdzie: Kq - wspotczynnik podziatu,
Vo - faza ruchoma
Vi - faza stacjonarna
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W chromatografii na zelu stosuje sie dwa rézne wspdtczynniki podziatu, w zaleznosci od zdefiniowania

fazy stacjonarnej.
Jezeli jako faze stacjonarng traktuje sie rozpuszczalnik zwigzany z zelem /Vi/ uzyskujemy zaleznos$c:

Ka = Ve = Vo/Vi
W praktyce trudno jednak ustali¢ Vi, w zwigzku z tym jako faze stacjonarng przyjmujemy catg faze

zelowa tzn. (Vi+Vg):

Kav= (Ve_VO)/ (Vt'VO)
Wartos¢ Kiv (wspdtczynnik dostepnosci) jest tatwiejsza do wyznaczenia, stad tez czesciej jest

stosowana w praktyce.

W pracy laboratoryjnej sgczenie molekularne wykorzystuje sie do:
» rozdziatu substancji réznigcych sie masg czgsteczkows,
> odsalania substancji wielkoczgsteczkowych,

> wyznaczania ciezaru czgsteczkowego zwigzkéw.

Ill. APARATURA | SZKtO LABORATORYJNE

1. Kolumna chromatograficzna firmy Sigma-Aldrich (1 cm x 20 cm)

2. Probdwki szklane ze skalg - 20 szt.

3. Mikropipeta automatyczna 20-200 pl (2 szt./grupa) i 1000 pl (1 szt. /grupa) + koncowki do pipet
automatycznych
Pipety pasterowskie

Zlewki (250 ml)

4
5
6. Kolba Erlenmayer’a (500 ml)
7. Markery

8. Bagietka szklana

9. Spektrofotometry

10. Papier milimetrowy

11. Strzykawki (6 szt./ grupa)

12. Cylindry (50 ml) (6 szt./ grupa)

IV. ODCZYNNIKI

1. Sephadex G-75 w 90 ml roztworu 0,85% NaCl (moczony przez 24 godz. i nastepnie odpowietrzony)

2. 0,85% NaCl

3. Prébka do rozdzielenia: 1,5 ml 0,85 % roztworu NaCl zawierajacego: 5 mg Blue Dextranu, 10 mg cytochromu
C, 9 mg dwuchromianu potasu, 2 % sacharozy (dla catej grupy);

[Masy: Blue Dextran-2000000 Da; cytochrom c- 13000 Da; dwuchromian potasu- 300 Da]
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V. WYKONANIE CWICZENIA

Formowanie kolumny z zelu Sephadex G75

Kolumne szklang, owinietg kilkoma kawatkami ligniny, ustawi¢ pionowo w ,tapie" metalowego
statywu, zamknac jej wylot zaciskaczem i wlaé do niej 2 ml NaCl. Nastepnie ostroznie wlac (po bagietce) do

kolumny energicznie zamieszang uprzednio zawiesine zelu Sephadex.

Uwaga! Przed zamieszaniem, zawiesina w zlewce powinna by¢ przygotowana tak, aby 2/3 jej objetosci

stanowit osiadlty zel, a 1/3 roztwdr NaCl.

Ostroznie otworzy¢ zacisk kolumny. Roztwér soli  powinien wyptywaé z  szybkoscig
1 kropla/sek. Wysoko$¢ uformowanego zelu powinna wynosi¢ 14-16 cm. Po uformowaniu warstwy o zgdanej

wysokosci zamkngc¢ wylot kolumny, pozostawiajgc nad powierzchnig zelu minimum 1 cm roztworu.

Uwaga! Kolumna uformowana z Zelu Sephadex musi zawsze by¢ przykryta warstwq roztworu, aby nie

dopusci¢ do wyschniecia gornej powierzchni ztoza i jego zapowietrzenia!

Réwnowazenie kolumny

Uformowana kolumne réwnowazy¢ za pomocg 15-20 ml 0,85% roztworu NaCl. W tym celu, w cylindrze
miarowym, w ktérym znajduje sie roztwér NaCl umiesci¢ wezyk podtgczony do nakretki kolumny. Za pomoca
strzykawki zaciggna¢ roztwor przez wezyk, a nastepnie potgczy¢ z wlotem nakretki kolumny. Ostroznie

otworzy¢ zacisk kolumny. Tak jak poprzednio roztwér soli powinien wyptywacé z szybkoscig 1 kropla/sek.

Frakcjonowanie na zelu Sephadex

Po przemyciu zelu zaznaczy¢é markerem gérng granice ztoza, przerwaé doptyw cieczy do kolumny, po
czym zamkngé wylot kolumny, pozostawiajgc nad powierzchnig zelu warstwe minimum 1 cm roztworu. Przy
pomocy mikropipety nanies¢ na zel 0,2 ml roztworu badanej prébki podwarstwiajac jg ostroznie pod roztwoér
NaCl (nie wolno naruszy¢ powierzchni zelu!). Podstawi¢ pod kranik kolumny pierwszg probéwke ze skalg
i ostroznie podtaczy¢ zbiornik z roztworem NaCl do kolumny. Otworzy¢ kranik i zbiera¢ eluat. Pierwsze 3 ml
wycieku zbiera¢ do jednej probdowki ze skalg (pierwsza probdowka), nastepnie zbiera¢ frakcje o obj. 1 ml
rowniez do probdowek ze skalg az do momentu catkowitego zaniku zéttego zabarwienia eluatu. Przerwac
elucje, wypakowac zel z kolumny z powrotem do zlewki! Zmierzy¢ objetos¢ jaka zajmowat zel, napetniajgc
kolumne wodg i mierzac cylindrem objetos¢ wody, mieszczgcej sie w czesci kolumny zaznaczonej uprzednio

kreskg. Wartosc te (Vi) zanotowac.
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Wyniki i obliczenia

Zmierzy¢ absorbancje frakcji zawierajgcych Blue Dextran przy dtugosci fali 620 nm a frakcji,

zawierajgcych cytochrom c i dwuchromianu potasu przy 450 nm. Zanotowac wyniki:

Tabela 1. Wyniki absorbancji zebranych frakcji eluatu.

Nr fakcji

Absorbancja

Ve (M) 620 nm
(Blue Dextran)

450 nm
(cytochrom c.

dwuchromian potasu)

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20
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Sporzadzi¢ na papierze milimetrowym diagram elucji w/g wzoru.

A

0/450 nm

q

Aq

v

5 10 15 20 V, (ml)

Obliczy¢ dla cytochromu c i dwuchromianu wartos¢ Kay w/g wzoru:
Kav = (Ve — Vo)/ (Vi — Vo)

gdzie: V.- objetos¢ elucyjna badanej substancji

Vo- objetos¢ elucyjna Blue Dextranu Vo=
Vi- objetosé catkowita ztoza Vi =
Tabela 1
Substancja Ve (ml) Ve —Vo (ml) (Ve = Vo)/ (Vi — Vo)

Cytochrom c

Dwuchromian potasu

VI. WYNIKI | WNIOSKI - SPRAWOZDANIE:

1. Temat ¢wiczenia

2. Cel

3. Opisa¢ wynik rozdziatu mieszaniny na ztozu Sephadex G75, na jakiej zasadzie zachodzit rozdziat

poszczegdlnych sktadowych mieszaniny?
4. W jakim celu mierzono absorbancje poszczegdlnych frakgc;ji?

5. Przedstawi¢ na jednym wykresie diagramy elucji (zalezno$¢ absorbancji od objetosci elucji) dla

pomiaréw uzyskanych przy dtugosci fali rownej 450nm oraz 620 nm.
6. Woyznaczy¢ wartosci Vi, Vo, Ve1 0raz Ve, i przedstawié uzupetniong tabele 1.

7. Przeanalizowa¢ wartosci wspétczynnikoéw dostepnosci badanych zwigzkéw. Czy ich wartosci zgodne

sg z danymi literaturowymi? O czym informujg uzyskane wartosci K.y dla poszczegdlnych zwigzkow?
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4. OZNACZANIE AKTYWNOSCI KWASNEJ FOSFATAZY W HOMOGENACIE Z KIELKOW
ROSLINNYCH

I. ZAGADNIENIA DO PRZYGOTOWANIA

v' Enzymy jako katalizatory reakcji biochemicznych (wptyw enzymdw na réwnowage reakcji i energie aktywaciji,
miejsce aktywne enzymu, kompleksy enzym - substrat, specyficznos¢ substratowa, podziat enzymow ze

wzgledu na budowe oraz rodzaj katalizowanej reakgji).
v' Klasyfikacja enzymow.
v' Czynniki wptywajace na aktywno$é enzymatyczng (temperatura, pH, kofaktory, stezenie substratu).

v' Pojecia: kofaktor, koenzym, grupa prostetyczna, holoenzym, apoenzym, izoenzymy, enzymy allosteryczne,

jednostka enzymu (U), aktywnos$¢ wiasciwa, aktywnos¢ molekularna (liczba obrotéw).

v' Kinetyka reakcji enzymatycznej - réwnanie Michaelisa Menten, wykres zaleznosci szybkoéci reakcji od stezenia

substratu.

v' Doktadna znajomo$¢ czesci do$wiadczalnej oraz umiejetnosé sprawnego przeliczania stezen.

Il. WSTEP

Enzymy to katalizatory, ktore zwiekszajg szybkosc¢ reakcji chemicznej, same nie ulegajgc zmianie. Moga
one mie¢ budowe monomeryczng, posiadajgc jeden tancuch polipeptydowy lub oligomeryczng — s3
zbudowane z dwdch lub wiecej podjednostek, bedacych odrebnymi taricuchami biatkowymi. W wielu
przypadkach poza czescig biatkowa posiadajg dodatkowo czesci nie bedace biatkami. Takie enzymy o ztozonej
budowie noszg nazwe holoenzyméw. Ich czes¢ biatkowa to apoenzym, natomiast cze$¢ niebiatkowa to

kofaktor, ktéry moze by¢ jonem metalu lub matg czgsteczky organiczng (koenzymem) (rys. 1).

kofaktor apoenzym =  holoenzym
katalitycznie katalitycznie
nieaktywna, biatkowa aktywny enzym z
czesc enzymu bez kofaktorem
kofaktora
metale koenzymy
np. Zn, Mg+, mate czasteczki
Ni%*, Mo, Se, organiczne
Mn2, K- / \
ru
kosubstraty grupy
prostetyczne

koenzymy luzno
zwigzane z czescig
biatkowq enzymu

koenzymy silnie

zwigzane z czescig

biatkowq enzymu

Rys. 1 Podziat kofaktoréw ze wzgledu na ich budowe.
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KLASYFIKACJA ENZYMOW

W celu ujednolicenia klasyfikacji enzymdéw, powotana w 1964 roku Komisja Enzymowa
(ang. Enzyme Commission) wprowadzita system nazewnictwa enzymow, ktéry dzieli wszystkie enzymy na

sze$¢ gtdwnych klas (1 — 6, tab. 1), opierajac sie na typie katalizowanych reakg;ji.

Tab. 1. Miedzynarodowa klasyfikacja enzymaéw

Klasa Nazwa Typ katalizowanej reakgcji Przykfad
csvd Utlenianie-redukcja Dehvd |
O sy oO- enhydrogenaza mieczanowa
1 ; A+B>A+B
reduktazy (ﬁ)rlz(inosfer;le Dehydrogenaza alkoholowa
elektronéw
Kinaza
Przenoszenie grup nukleozydomonofosfora-
2 Transferazy funkeyjnych A-B +C> A+B-C nowa (kinaza NMP)
Heksokinaza
Reakcje hydrolizy
i Chymotrypsyna
3 Hydrolazy (przengszeme grup A-B +H,O > A-H + B-OH
funkcyjnych na Trypsyna
czasteczki wody)
Utworlz.enle wigzan A—B > A=B + X_Y Fumaraza
4 Liaz podwadjnych poprzez X
¥ dodanie lub usuniecie Dehydrogenaza
arup XY pirogronianowa
Izomeryzacja A-B > A-B Izomeraza triozofosforanowa
5 lzomerazy (przenoszenie grup w [l ] -
Obrebie CZa_StecZki) X Y Y X Izomeraza maleinianowa
Ligacja (potaczenie)
Ligazy dwéch su.bstr.atovtl Syntetaza aminoacylo-tRNA
6 (tworzenie wigzan) A+B > A-B . _
(Syntetazy) sprzezone z hydroliza Karboksylaza pirogronianowa
ATP

Izoenzymy (izozymy) to rézne formy enzymu, ktdre katalizujg te sama reakcje, ale wykazujg odmienne
wtasciwosci fizyczne lub kinetyczne (np. punkt izoelektryczny, optimum pH, powinowactwo do substratu,

wrazliwos$é na inhibitory).

Miejsce aktywne enzymu to obszar ktéry wigze substrat (i kofaktor jesli taki wystepuje)
i przemienia je w produkt. Miejsce to zawiera reszty aminokwasowe (tzw. grupy katalityczne enzymu), ktére

biorg bezposredni udziat w tworzeniu i zrywaniu wigzan.
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Miejsce aktywne stanowi wzglednie niewielkg cze$¢ catej czasteczki enzymu. Jest to okreslona
tréjwymiarowa przestrzen, zagtebienie lub szczelina, zbudowana z aminokwaséw pochodzacych z réznych

czesci sekwencji aminokwasowej (lezacych w pewnej odlegtosci od siebie w tarncuchu polipeptydowym).

W centrum aktywnym mozna wyrdzni¢ grupy aminokwaséw petnigcych rézne role w katalizowanym

procesie, s3 to:

- aminokwasy kontaktowe, ktérych jeden lub wiecej atomow jest oddalony od substratu na odlegtosé
odpowiadajgcg przecietnej dtugosci wigzania chemicznego; nalezg do nich aminokwasy wigzgce substrat oraz

bioragce bezposredni udziat w katalizie;

- aminokwasy pomocnicze, ktdre nie stykajac sie z substratem, petnig jednak okreslong role w

czynnosci katalitycznej enzymu, wtasciwie orientujac substrat.

Oproécz aminokwaséw tworzacych centrum aktywne, w czasteczce enzymu wystepujg aminokwasy
stabilizujgce jego strukture przestrzenng oraz aminokwasy nie biorgce udziatu w stabilizacji budowy
przestrzennej ani w funkcji katalitycznej. W obszarze centrum aktywnego wyrdznia sie miejsce wigzania
substratu, czyli miejsce okreslajgce specyficzno$é enzymu oraz miejsce katalityczne, czyli miejsce, w ktdrym

zachodzi katalizowana reakcja.

Szczelina miejsca aktywnego ma zazwyczaj charakter niepolarny co sprzyja wigzaniu substratu.
Substrat/-y jest wigzany w miejscu aktywnym przez liczne stabe sity (np. oddziatywania elektrostatyczne,
wigzania wodorowe, sity van der Waalsa, oddziatywania hydrofobowe) lub z niektdrych przypadkach takze
przez odwracalne wigzania kowalencyjne. Po zwigzaniu czgsteczki substratu i utworzeniu kompleksu enzym-
substrat, katalitycznie czynne reszty znajdujgce sie w miejscu aktywnym enzymu dziatajg na czasteczke
substratu tak, aby poczatkowo przeksztatci¢c go w stan przejsciowy, a nastepnie w produkt. Uwolnienie

produktu zwalnia enzym, ktéry moze zwigzaé kolejng czasteczke substratu i rozpocza¢ nowy cykl katalityczny.

E+S —= ES — E+P

zwigzanie czgsteczki utworzenie uwolnienie
substratu przez kompleksu enzym- produktu
enzym substrat

(stan przejéciowy)

Rys. 2. Ogdlny cykl katalityczny. E — enzym, S — substrat, P — produkt.

Specyficzno$¢ wigzania substratu zalezy od precyzyjnie okreslonego utozenia atomdéw w miejscu
aktywnym. Poniewaz enzym i substrat oddziatujg na siebie poprzez sity o niewielkim zasiegu, ktore wymagajg
bliskiego kontaktu, substrat musi mie¢ odpowiedni ksztatt, by mogt pasowaé do miejsca aktywnego.

Zaproponowano dwa modele wyjasniajgce jak enzym moze wigzac swoj substrat:
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a) Model ,zamka i klucza” (model E. Fischera) — przestrzenny ksztatt substratu i miejsca aktywnego
pasuja do siebie jak klucz do zamka. Sg to struktury sztywne, trwate, idealnie do siebie pasujgce po

odpowiednim zestawieniu (rys. 3a).

b) Model ,indukowanego dopasowania” (model Koshlanda) — zwigzanie substratu indukuje zmiane

konformacyjng w miejscu aktywnym enzymu (rys. 3b).

Rézne enzymy wykazujg cechy charakterystyczne dla obu modeli, tzn. pewng komplementarnos¢
i pewne zmiany konformacji. Specyficznosé substratowa moze by¢ ,, waska” i dotyczy¢ tylko jednego rodzaju

czasteczki lub ,,szeroka” i dotyczy¢ grupy czasteczek o podobnej budowie i charakterze.

a b

substrat substrat
+ +
miejsce miejsce
aktywne aktywne
enzym enzym
Kompleks Kompleks
E-S E-S

Rys. 3. Model dopasowania substratu do enzymu a) jak ,,klucz do zamka”; b) indukowanego dopasowania

Enzymy sg czasteczkami labilnymi, dlatego moga fatwo tracié swa katalityczng aktywnos¢. Zniszczenie
struktury fragmentéw czgsteczki odpowiedzialnych za aktywnos$¢ enzymu powoduje spadek lub catkowita
utrate jego aktywnosci, czyli inaktywacje. Moze to wystgpi¢ m.in. wskutek zablokowania centrum aktywnego
enzymu, degradacji czgsteczki lub zniszczenia struktury przestrzennej, czyli denaturacji. Denaturacje

enzymow powodujg wszystkie czynniki chemiczne i fizyczne denaturujgce biatka.
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ROWNOWAGA REAKCJI | ENERGIA AKTYWACII

Aby zaszta reakcja biochemiczna musi zostaé pokonana bariera energetyczna zwigzana z
przeksztatceniem czasteczki substratu w stan przejsciowy. Stan przejSciowy ma w przebiegu reakcji
najwiekszg energie swobodng (G). Rdznica energii swobodnej miedzy substratem a stanem przejSciowym
nazywana jest energig aktywacji (AG¥). Enzym stabilizuje stan przejsciowy i zmniejsza warto$¢ AGY,

zwiekszajac przez to szybkos¢ przebiegu reakcji (rys. 4).

Zmiana energii swobodnej G (AG) decyduje, czy reakcja bedzie termodynamicznie korzystna, czy

niekorzystna:

AG < 0 reakcja termodynamicznie korzystna, moze zaj$s¢ spontanicznie bez doptywu energii,

reakcja egzoergiczna (rys. 4).

AG > 0 reakcja termodynamicznie niekorzystna i wymaga naktadu energii, nie zachodzi spontanicznie,

reakcja endoergiczna.

stan przejéciowy, S*

AG? reakeji katalizowanej
AGH nieenzymatycznie

energia swobodna

AG* reakgji katalizowanej
enzymatycznie

substraty

produkty

przebieg reakcji

Rys. 4. Zmiany energii zachodzgce podczas przebiegu reakcji biochemiczne;j.

W ukfadach biochemicznych naktad energii konieczny do przeprowadzenia reakcji termodynamicznie
niekorzystnej uzyskuje sie poprzez sprzezenie z reakcjg termodynamicznie korzystng — tzw. reakcje

sprzezone.

Reakcja chemiczna istnieje zazwyczaj w stanie rGwnowagi dynamicznej, w ktérej mimo ustawicznego
przeksztatcania nowych czastek substratu i tworzenia nowych czastek produktu, proporcja substratu do

produktu pozostaje stata. W rdwnowadze stosunek stezen substratu do produktu stanowi wartos¢ stata,
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znana jako stata réwnowagi (K). Stata rownowagi jest okreslana przez stosunek szybkosci reakcji w kierunku
wprost (k1) do szybkosci reakcji w kierunku odwrotnym (k.z). Enzymy nie zmieniajg statej réwnowagi reakcji
ale zwiekszajg szybkosé reakcji w obu kierunkach w tym samym stopniu, przyspieszajagc tym samym

osiggniecie stanu rownowagi.

AKTYWNOSC ENZYMU

Pomiar szybkosci katalizowanej reakcji umozliwia okreslenie aktywnosci enzymu. Aby utatwié
poréwnywanie aktywnosci preparatdw enzymatycznych, Komisja Enzymowa Miedzynarodowej Unii
Biochemicznej wprowadzita pojecie miedzynarodowej standardowej jednostki ,U” (ang. U = unit). Jest to
taka ilos¢ enzymu, ktéra katalizuje przemiane 1 umola substratu w ciggu 1 minuty, w temp. 30°C
i w optymalnych warunkach (optymalne pH i stezenie substratu zapewniajgce wysycenie enzymu). Mianem
jednostki standardowej jest umol/min. Aktywnos$¢ enzymu najczesciej wyraza sie jako poczatkowa szybkosé

katalizowanej reakgc;ji (Vo).

Poza jednostkg standardowg (U) do wyrazania aktywnosci enzymu stosuje sie rowniez jednostke
o nazwie katal (kat). Jest to taka ilos¢ enzymu, ktéra katalizuje przemiane 1 mola substratu w ciggu
1 sekundy. Mianem katala jest mol/s. Jest to jednostka 60 miliondw razy wieksza od jednostki standardowej,
stad tez zaleca sie stosowanie jednostek pokrewnych: mikrokatal (ukat =107° kat), nanokatal (nkat = 107° kat),

pikokatal (pkat= 10712 kat).
Zalezno$¢ liczbowa pomiedzy jednostkg standardowg i katalem:

1 kat = 1 mol/s = 60 moli/min = 60 x 10® pmola/min =6 x 10’ U
1 U =1 umol/min = 1/60 pmola/s = 1/60 pkat = 16,67 x 10° kat = 16,67 nkat

Inng wielkoscig okres$lajaca zdolno$¢ enzymu do katalizowania reakcji chemicznych jest stata

katalityczna kiqt, okreslajgca stosunek szybkosci maksymalnej reakcji Vmax do catkowitego stezenia enzymu:

Kkat = Vmax/[E] = IJ-M/S/IJ.M = 1/5

Stata katalityczna (liczba obrotéw, aktywnos¢ molekularna) okresla liczbe czasteczek substratu
przetworzonych przez czgsteczke enzymu w czasie 1 sekundy, w warunkach, w ktérych enzym wykazuje

maksymalng aktywnos¢.
Inne wartosci liczbowe charakteryzujgce czysty enzym:
Aktywnos¢ catkowita — catkowita liczba jednostek enzymu w prébce

Aktywnos¢ specyficzna, wiasciwa — liczba jednostek standardowych enzymu na 1 mg biatka (U/mg biatka).
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Szybkosc¢ reakcji enzymatycznej zalezy od stezenia substratu i enzymu oraz warunkow, w jakich jest

przeprowadzana (temperatura, pH, obecnos¢ aktywatordw, lub inhibitoréw).

MODEL MICHAELISA-MENTEN

k; k;

E+S — ES — E+P
ks

Enzym E wigze sie z substratem S, tworzgc kompleks enzym-substrat E-S, ze statg szybkosci k; .
Kompleks E-S moze z powrotem dysocjowac do E i S ze statg szybkosci k.; lub moze sie przeksztatcaé tworzac
produkt P, ze statg szybkosci k.. Zaktada sie, ze produkt reakcji nie moze ulec powrotnemu przeksztatceniu w
wyjsciowy substrat. Jest to warunek, ktory jest spetniany na poczatkowym etapie reakcji, zanim stezenie

produktu stanie sie znaczace.

Poniewaz stezenie E-S utrzymuje sie na statym poziomie dopdki w przyblizeniu catkowita ilosé
substratu nie zostanie zuzyta, przez wiekszos¢ czasu przebiegu reakcji szybkosé powstawania E-S jest réwna
szybkosci jego przeksztatcania w P i wolny E, a wiec E-S utrzymuje stan rownowagi. Przy matych stezeniach
substratu ([S]), kiedy [S] jest znacznie mniejsze do Ky, poczatkowa szybkosé reakcji Vo jest wprost
proporcjonalna do [S], natomiast przy duzych stezeniach substratu, kiedy [S] jest duzo wieksze od K,

szybkos$¢ zmierza do wartosci maksymalnej Vinax, czyli szybkos¢ staje sie niezalezna od [S].

Vma}(

Va2 [ === 222
KM

/ Rys. 5. Zalezno$¢ miedzy stezeniem substratu [S] a

szybkoscia reakcji (Vo) — wykres hiperboliczny.

[S]
Rownanie Michaelisa-Menten
Ve XIS, IS]
0 Ky + [S] M [S] + Ky
gdzie Ky = %
1

jesli [S] =K, wtedy V = -1
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Kwm (stata Michaelisa) jest rowna takiemu stezeniu substratu [S] przy ktorym szybkos$é reakcji Vo osigga
potowe swojej maksymalnej wartosci. Ky jest miarg stabilnosci kompleksu E-S , stanowigc iloraz sumy
szybkosci rozktadu E-S i szybkosci jego powstawania. W przypadku, gdy k.; >> k> (znacznie wieksze) to Ky staje

sie rowniez miarg powinowactwa enzymu do substratu:
e wysoka wartos¢ Ky wskazuje na stabe wigzanie substratu (gdyz k2> k1)

e niska warto$¢ Ku wskazuje na silne wigzanie substratu (gdyz k;> k3)

Grupg enzymow niedziatajgcych zgodnie z kinetykg Michaelisa-Menten sg enzymy allosteryczne.

Enzymy te sktadajg sie z kilku podjednostek i kilku miejsc aktywnych. W przypadku tych enzymoéw wykres

zaleznosci szybkosci reakcji Vo od stezenia substratu [S] przybiera ksztatt sigmoidalny (Rys. 6).

V, (Lmol/min)

[s]

Rys. 6. Wykres zaleznosci szybkosci reakcji enzymatycznej od stezenia substratu enzymu allosterycznego.

Fosfatazy (fosfomonoesterazy) sg enzymami katalizujgcymi hydrolityczny rozpad estrow kwasu
fosforowego do odpowiedniego alkoholu i kwasu fosforowego. Enzymy te powszechnie wystepujg zaréwno
w tkankach roslinnych jak i zwierzecych. Wyrdzniamy dwie klasy fosfataz: kwasne, ktére wykazuja

maksymalng aktywnos¢ przy pH 4-6 oraz zasadowe z maksymalng aktywnoscig przy pH 8-9.

Kietki rosdlinne sg tatwo dostepnym zrédtem szeregu enzymow w tym réwniez kwasnej fosfatazy
o matej specyficznosci w stosunku do substratu. Rola kwasnej fosfatazy w roslinie polega na uwalnianiu
rezerw fosforanu znajdujgcych sie w kietkujgcych ziarnach w postaci m. in. szesciofosforanu inozytolu. Enzym
ten jest tatwo uwalniany w trakcie mieszania homogenizowanych kietkbw w wodzie. Do oznaczania
aktywnosci enzymu zostanie uzyty syntetyczny substrat: nitrofenylofosforan sodu. Reakcja bedzie
przeprowadzana w warunkach optymalnych dla fosfatazy - w buforze cytrynianowym o pH 5,3. Produktem
reakcji katalizowanej przez fosfataze jest nitrofenol, bezbarwny w pH kwasnym. Dodanie NaOH zatrzymuje

reakcje i umozliwia przeksztatcenie nitrofenolu w barwny anion nitrofenolanowy.
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OPO,>

fosfataza
+ HO ——

NO,

nitrofenylofosforan

Rys. 7. Przebieg reakcji z udziatem kwasnej fosfatazy.

HPO,? +

NO,

nitrofenol
(bezbarwny)

NO,

anion nitrofenolanowy
(zotty)

llos¢ produktu reakcji mozna okresli¢ na podstawie pomiaru spektrofotometrycznego. Oznaczanie

aktywnosci fosfatazy prowadzi sie przy statym stezeniu substratu. llos¢ enzymu nalezy dobraé tak, aby

stezenie substratu nie ograniczato szybkos$ci katalizowanej reakcji. Zawartos¢ enzymu okredla sie

w jednostkach aktywnosci, przyjmujac za jednostke takg ilos¢ enzymu, ktéra hydrolizuje 1 pmol

nitrofenylofosforanu w ciggu minuty.

Ill. APARATURA | SPRZET LABORATORYJNY

W ® N o v~ W N RE

L e e
5 W N L O

Szklane probéwki chemiczne
Pipety (1 ml, 5 ml) + nasadki
Statywy do probdwek

taznia wodna
Spektrofotometr

Kuwety do spektrofotometru
Mozdzierz

Kolba stozkowa (500 ml)

Papier milimetrowy

. Lejek, sgczek

. Cylinder miarowy (200 ml)

. Pipety automatyczne (250 pl, 500 pl)
. Koncéwki do pipet automatycznych

. Waga

IV. ODCZYNNIKI

v wNde

0,005 M roztwor nitrofenylofosforanu sodu (przygotowac bezposrednio przed uzyciem)

0,1 M bufor cytrynianowy pH 5,3
1 N NaOH

0,5 mM roztwér p-nitrofenolu w wodzie

H.0 w lodéwce do roztworéw 1i 4
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V. WYKONANIE CWICZENIA

Przygotowanie ekstraktu enzymatycznego

3 g kietkdow rodlinnych rozgnies¢ w mozdzierzu z niewielky iloscig wody, nastepnie przeniesé je do
cylindra miarowego i uzupetni¢ zimng wodg destylowang do 100 ml. Zawiesine doktadnie wymieszac i
przesgczy¢ przez bibute filtracyjng do zlewki. Przesgcz przechowywac w lodéwce lub w lodzie. W przesaczu

znajduje sie kwasna fosfataza, ktérej aktywnos¢ nalezy oznaczyé.

Oznaczanie aktywnosci enzymatycznej

A. Przygotowanie krzywej wzorcowej

W 7 probdwkach przygotowac mieszaniny zgodnie z Tabelg 1.

Tabela 1. Sktad mieszanin reakcyjnych.

Nr probowki | 0,5 mM p-nitrofenol (ml) 1 N NaOH (ml) Woda destylowana (ml)
1 0 1 5
2 0,1 1 4,9
3 0,25 1 4,75
4 0,5 1 4,5
5 1 1 4
6 1,5 1 3,5
7 2 1 3

Préby wymieszad, przela¢ do kuwet spektrofotometrycznych i zmierzy¢ ich absorbancje przy dtugosci

fali 430 nm. Obliczy¢ stezenie p-nitrofenolu w kazdej prébie i uzupetnié tabele 2. Sporzadzi¢ krzywa wzorcowa

dla p-nitrofenolu (zaleznos¢ absorbancji od stezenia p-nitrofenolu w roztworze), wyznaczy¢ jej wzér oraz

nachylenie.

Tabela 2. Wyniki pomiaru absorbancji dla préb o wzrastajgcym stezeniu p-nitrofenolu

Nr probowki Cm p-nitrofenolu (uM) Absorbancja A=430 nm

N o v | bW | N[
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Absorbancja

Wykres 1
(tytut)

C., p-nitrofenolu [uM]

Rys. 8. Wykres zaleznosci absorbancji od stezenia p-nitrofenolu.

B. Przygotowanie mieszanin reakcyjnych

W 5 probdéwkach przygotowac mieszaniny zgodnie z Tabelg 3.

Tabela 3. Sktad mieszanin reakcyjnych.

Nr probowki

Homogenat z kietkdow (ml)

Woda destylowana (ml)

Bufor cytrynianowy (ml)

1 0 2,0 1,0
2 0,5 1,5 1,0
3 1,0 1,0 1,0
4 1,5 0,5 1,0
5 2,0 0 1,0

Préby po doktadnym wymieszaniu wstawi¢ do tazni wodnej o temp. 37 °C na 10 min (przygotowanie
Srodowiska reakcji). Nastepnie do kazdej probéwki szybko doda¢ po 2 ml 0,005 M
nitrofenylofosforanu sodu o temp. 37 °C i inkubowa¢ préby w temp. 37 °C przez kolejne 10 min (przebieg
reakcji). Po tym czasie do kazdej probéwki doda¢ po 1 ml 1 M roztworu NaOH, wymiesza¢ (zatrzymanie

reakcji). Roztwory przelac do kuwet spektrofotometrycznych i przeprowadzi¢ pomiar absorbancji przy

dtugosci fali 430 nm wobec préby kontrolnej (probéwka nr 1). Wyniki wpisa¢ do Tabeli 4.

Skrypt do ¢wiczen z Biochemii - Katedra Biochemii Ogoélnej i Medyczne;j

roztworu



Tabela 4.

Dane opisujace zaleznos¢ ilosci zhydrolizowanego p-nitrofenylofosforanu (umole/min) od objetosci

homogenatu.
Catkowita ilos¢ moli IIos'c moli
) Cm . zhydrolizowanego
Nr Homogenat | Absorbancja o zhydrolizowanego o-
. .| zkietkdw przy . p- .
probdwki ~ nitrofenolu . nitrofenylofosforanu
(ml) A=430 nm i) nltrofenylofc:sforanu w czasie 1 minuty
(wmol) (umol/min)

1 0
2 0,5
3 1,0
4 1,5
5 2,0

Na podstawie wynikéw pomiaru absorbancji w prébach 1-5 (Tabela 4) odczytac¢ z krzywej wzorcowej

(podpunkt A) stezenie powstatego p- nitrofenolu w kazdej prébie, a nastepnie obliczy¢ liczbe moli

p-nitrofenolu, ktére utworzyty sie w wyniku reakcji enzymatycznej w kazdej probie. Na podstawie uzyskanych

wynikdw wyznaczy¢ catkowitg liczbe moli zhydrolizowanego p-nitrofenylofosforanu dla kazdej préby

i obliczy¢ ilo$¢ moli zhydrolizowanego p-nitrofenylofosforanu w czasie 1 minuty. Wyniki wpisa¢ do Tabeli 4.

Przedstawi¢ krzywa hydrolizy p-nitrofenylofosforanu sodu w obecnosci kwasnej fosfatazy odktadajac

na osi rzednych umole zhydrolizowanego substratu/min, a na osi odcietych ilos¢ dodanego homogenatu

w ml (rys. 9).

p-nitrofenolan sodu [umol/min]

Wykres 2
(tytut)

\% homogenatu [m|]

Rys. 9. Wykres zaleznosci ilosci zhydrolizowanego p-nitrofenolu /min od objetosci homogenatu
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VI. WYNIKI | WNIOSKI - SPRAWOZDANIE:

1. Temat ¢wiczenia
2. Cel

3. Przedstawic krzywg wzorcowg zaleznosci absorbancji od stezenia p-nitrofenolu w prébie (wykres 1).
Przedstawi¢ dane niezbedne do wyznaczenia krzywej wzorcowej (Tabela 2) oraz przyktadowe

obliczenia wraz z przeliczeniem jednostek.

4. Przedstawi¢ wykres zaleznosci ilosci zhydrolizowanego substratu w jednej minucie od objetosci
homogenatu (wykres 2). Przedstawi¢ dane niezbedne do wyznaczenia krzywej (Tabela 4) oraz

przyktadowe obliczenia wraz z przeliczeniem jednostek.

5. Na podstawie uzyskanych wynikéw, wyznaczy¢ objetos¢ homogenatu, w ktdrej zawiera sie
1 jednostka enzymu kwasnej fosfatazy oraz obliczy¢ ile jednostek enzymu znajduje sie w 1 ml

homogenatu.

6. Wyznaczyc ile jednostek enzymu znajduje sie w 1 g kietkdw.
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5. HAMOWANIE KOMPETYCYJNE | NIEKOMPETYCYJNE AKTYWNOSCI
DEHYDROGENAZY BURSZTYNIANOWE)

I. ZAGADNIENIA DO PRZYGOTOWANIA

v' Klasyfikacja enzymdw.

v" Budowa enzymu (apoenzym, holoenzym, koenzym, grupa prostetyczna, centrum aktywne).
v' Cechy enzymu (swoisto$¢ dziatania, typy swoistosci wzgledem substratu - przyktady).

v" Funkcja enzymdw, ich znaczenie oraz charakter reakcji enzymatyczne;j.

v' Kinetyka reakcji enzymatycznej (réwnanie i krzywa Michaelisa - Menten).

v" Inhibicja enzyméw: nieodwracalna i odwracalna (kompetycyjna, niekompetycyjna, akompetycyjna),

hamowanie allosteryczne.
v Struktura i funkcja enzymdéw allosterycznych.
v" Dehydrogenaza bursztynianowa - struktura, funkcja, lokalizacja.

v' Doktadna znajomo$é czesci doswiadczalnej oraz umiejetno$é sprawnego przeliczania stezen.

Il. WSTEP

W kinetyce reakcji enzymatycznej podstawowq funkcje odgrywajg procesy inhibicji i aktywacji.
Inhibitory to zwigzki obnizajgce szybkos¢ reakcji enzymatycznej. Moga to byé metabolity komdrkowe, ktére
hamuja enzym w ramach naturalnej kontroli odpowiedniego szlaku metabolicznego, ale réwniez substancje
obce dla organizmu np. antybiotyki, narkotyki, trucizny i toksyny.

Rozrdznia sie dwa typy inhibicji enzymow: inhibicje odwracalng i nieodwracalng, przy czym inhibicja

odwracalna dzieli sie na inhibicje kompetycyjng, niekompetycyjng i akompetycyjng (rys. 1).

INHIBICJA

/\

nieodwracalna odwracalna

kompetycyjna niekompetycyjna akompetycyjna
(ang. competitive) (ang. noncompetitive) (ang. uncompetitive)

Rys. 1 Typy inhibicji enzymatycznej.

Skrypt do ¢wiczen z Biochemii - Katedra Biochemii Ogoélnej i Medyczne;j
40



Inhibicja nieodwracalna zachodzi, gdy inhibitor wigze sie z enzymem w miejscu aktywnym lub w jego

poblizu, tworzgc trwate wigzania (np. wigzania kowalencyjne) i blokujgc tym samym dostep substratu do
miejsca aktywnego. Wzrost stezenia substratu nie wptywa na odwrdcenie inhibicji i zajscie reakcji

(utworzenie produktu).

W inhibicji kompetycyjnej inhibitor jest zazwyczaj strukturalnie podobny do wtasciwego substratu

danego enzymu i wspdétzawodniczy z nim o wigzanie sie z centrum aktywnym. Enzym moze wigzaé¢ albo
czasteczke substratu, albo czgsteczke inhibitora, ale nie obie réwnoczesnie (Rys. 2a). Inhibitor kompetycyjny
wypiera substrat z centrum aktywnego i wigze sie z miejscem aktywnym odwracalnie (nietrwale). Wzrost
stezenia substratu powoduje wyparcie inhibitora z miejsca aktywnego, cofniecie efektu inhibicji i zajscie
reakcji (powstanie produktu). W tym rodzaju inhibicji substrat wspdétzawodniczy z inhibitorem o miejsce
aktywne, wiec podczas reakcji nie nastepuje zmiana wartosci Vmax enzymu (reakcja, po zwigzaniu substratu,
zachodzi z takg samg predkoscia, bez wzgledu na to, czy wczesniej w miejscu aktywnym byt zwigzany inhibitor
czy nie). Obecnos¢ inhibitora kompetycyjnego pozornie zmniejsza natomiast powinowactwo enzymu do jego

substratu, co powoduje wzrost wartosci Kv (rys. 2b).

a) S b
1/V0 1 zinhibitorem
& kompetycyjnym
E=—ES —E+P
| Nl 1/Vmax bez inhibitora
El 1Ky -1/Ky, 171s)

Rys. 2 Charakterystyka inhibicji kompetycyjnej; a) enzym moze wigzac albo substrat, albo inhibitor kompetycyjny, ale nie oba
razem; b) wykres Lineweavera-Burka kinetyki enzymu ukazujgcy wptyw inhibitora kompetycyjnego na warto$é¢ Ky i Vimax.

Klasycznym przyktadem inhibicji kompetycyjnej jest hamowanie aktywnosci dehydrogenazy
bursztynianowej przez kwas malonowy (malonian). Dehydrogenaza bursztynianowa to integralne biatko
btony mitochondrialnej, enzym uczestniczacy w cyklu Krebsa, ktéry katalizuje utlenianie bursztynianu do
fumaranu. Enzym nie odrdznia malonianu (inhibitor) od bursztynianu (substrat), ale kompleks enzym-

malonian nie ulega rozpadowi i nie uzyskujemy produktow reakcji.

W inhibicji niekompetycyjnej inhibitor wigze sie odwracalnie w innym miejscu enzymu niz jego

centrum aktywne, dlatego moze wigzac sie z enzymem w sposdb niezalezny od substratu. Inhibitor wigzac
sie, powoduje zmiane ksztattu centrum aktywnego enzymu, co prowadzi do zmniejszenia aktywnosci
katalitycznej. Inhibitor moze przytgczy¢ sie do wolnego enzymu lub do kompleksu ES. Podobnie substrat moze
wigzac sie z wolnym enzymem, a takze z kompleksem El (Rys. 3a). Powstajgcy ostatecznie kompleks enzym—
substrat—inhibitor (ESI) jest nieaktywny katalitycznie, poniewaz zwigzanie inhibitora uniemozliwia uzyskanie

przez centrum aktywne enzymu odpowiedniej konformacji. Wzrost stezenia substratu nie wptywa na
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odwrdcenie/zmniejszenie efektu inhibicji, dlatego wartos¢ Vmax maleje. Powinowactwo enzymu do substratu
natomiast pozostaje niezmienione, zatem wartos¢ Ku nie zmienia sie (Rys. 3b), a poniewaz inhibitor

niekompetycyjny wigze sie poza miejscem aktywnym, stanowi rodzaj inhibitora allosterycznego.

a) S b) 1/V0 i z inhibitorem
& niekompetycyjnym
E=—ES—E+ P 1/ Viax,
| Nl H/ | 1/Vmax ﬁ inhibitora
El *7—.: ESI -1/Ky 1|
S

Rys. 3 Charakterystyka hamowania niekompetycyjnego. a) enzym moze wigzac albo substrat, albo inhibitor niekompetycyjny, albo
oba jednoczesnie; b) wykres Lineweavera-Burka kinetyki enzymu ukazujgcy wptyw inhibitora niekompetycyjnego na wartos¢ Ky i
Vmax-

Przyktadem inhibicji niekompetycyjnej jest odwracalne wigzanie sie niektérych jondéw
(np. Cu®, Hg?*, Ag*) z grupami —SH reszt cysteinowych dehydrogenazy bursztynianowej, zlokalizowanych poza
centrum aktywnym enzymu. Grupy —SH, niezbedne dla aktywnosci enzymu, pomagajg w utrzymaniu
okreslonej konformacji czasteczki. Ich blokowanie przez inhibitor niekompetycyjny prowadzi do
niekorzystnych zmian konformacyjnych i blokowania reakcji. Nawet znaczne stezenie substratu nie jest

w stanie cofna¢ inhibicji.

Pomiar aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej

Aby zbada¢ wptyw wybranych inhibitordw na aktywnos¢ enzymu dehydrogenazy bursztynianowej,
nalezy przeprowadzi¢ szereg reakcji, z uzyciem réznych stezen substratu (przy dziataniu danego inhibitora).
Przy pomiarze aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej wykorzystuje sie metode, w ktorej elektrony,
bedace jednym z produktéw reakcji przenoszone sg na sztuczny akceptor, ktéorym w doswiadczeniu jest

zelazicyjanek potasu. Redukcji zelazicyjanku do zelazocyjanku towarzyszy zanik zéttej barwy roztworu. Zanik

barwy jest réwnoznaczny z zajSciem reakcji (utworzeniem produktow).
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lll. APARATURA | SZKtO LABORATORYJNE

taznia wodna o temp. 37°C
Homogenizator

Zlewka (200 ml)

Probéwki (20 ml- 24 szt.)

2 statywy na probowki
Lejki (6-12 szt.)

Bibuta filtracyjna

Pipety (5 ml) + nasadki na pipety i gumowe gruszki

L ® N o Uk W R

Mikropipety automatyczne + koricowki do pipet automatycznych

[
o

. Nozyczki

=
=

. Peseta

=
N

. Cylinder miarowy (200 ml)

[N
w

. N6z, deska do krojenia

[y
S

. Bagietka szklana

IV. ODCZYNNIKI

0,1 M bufor fosforanowy pH 7,3
0,1 M bursztynian sodu pH 7,0
0,05 M malonian sodu pH 7,0
0,01 M chlorek rteciowy

0,5 % zelazicyjanek potasu pH 7,0
10 % kwas tréjchlorooctowy (TCA)
0,25 M sacharoza

© N o v A~ w N

Watroba wieprzowa

V. WYKONANIE CWICZENIA

Przygotowanie probdwek z roztworami inkubacyjnymi

Do 12 ponumerowanych probéwek odmierzyé roztwory inkubacyjne wedtug zatgczonego schematu

(Tabela 1). Do prébdéwki nr 2 dodaé 2 ml 10 % TCA. Probowki nr 1-4 stuzg jako préby kontrolne. Nastepnie

wszystkie probéwki wstawi¢ do tazni wodnej (37°C) na 10 min.
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Tabela 1. Sktad mieszanin reakcyjnych.

0,1 M bufor o sl 0,01 M e
Nr probéwki | fosforanowy bur:(z)tg/:mn masloodnl:an chlorek zeliz;iZLaunek V:/n?ltlzl)a

(ml) (ml) (ml) rteciowy (ml) (ml)
1 1 0 0 0 0,5 3,0
2 1 0,1 0 0 0,5 2,9
3 1 0,1 0 0 0,5 2,9
4 1 0,1 0 0 0,5 2,9
5 1 0,1 0,1 0 0,5 2,8
6 1 0,5 0,1 0 0,5 2,4
7 1 1,0 0,1 0 0,5 1,9
8 1 1,5 0,1 0 0,5 1,4
9 1 2,0 0,1 0 0,5 0,9
10 1 0,1 0 0,1 0,5 2,8
11 1 1,0 0 0,1 0,5 1,9
12 1 2,0 0 0,1 0,5 0,9

Przygotowanie ekstraktu enzymatycznego

Rozdrobniong porcje watroby (dla catej grupy) umiesci¢ w cylindrze miarowym i uzupetni¢ zimnym

roztworem 0,25 M sacharozy do obj. 200 ml. Catos$¢ przenies¢ do homogenizatora i homogenizowac przez

3 min. Uzyskany homogenat zawiera dehydrogenaze bursztynianowg (nalezy go przechowywaé w lodzie lub

lodéwece).

Reakcja inhibicji dehydrogenazy bursztynianowej

Do kazdej probéwki umieszczonej w tazni wodnej (37°C) dodac¢ po 1ml homogenatu (do tego celu

uzywac pipety szklanej o jak najszerszym wylocie), wymieszaé i inkubowa¢ przez 30 min. Nastepnie reakcje

przerwac przez dodanie do kazdej probédwki 2 ml 10 % TCA (z wyjatkiem probdwki nr 2) i przesaczy¢ przez

mate sgczki do czystych probéwek. Obserwowaé, w ktdrych prébéwkach nastgpito odbarwienie ptynu

i dane zebra¢ w Tabeli 2.
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VI. WYNIKI | WNIOSKI - SPRAWOZDANIE:

1. Temat ¢wiczenia
2. Cel

3. Obliczy¢ stezenie substratu oraz inhibitoréw w poszczegdlnych prébdéwkach (przed dodaniem TCA)
i wpisa¢ do Karty wynikow (przedstawic¢ obliczenia dla kazdej préoby, uwzgledniajgc przeliczenie

jednostek).
4. Whpisac, ktéra préba stanowita kontrole pozytywna, a ktéra negatywna.

5. Przeanalizowac stopien odbarwienia roztworu oraz typ inhibicji jaki zachodzi/powinien zaj$¢ w danej
probie.
6. Przeanalizowad stezenie uzytego substratu i inhibitora w kazdej prébie i na tej podstawie wyjasnic

wptyw wzrostu stezenia substratu na inhibicje enzymu. Czy uzyskane wyniki sg zgodne z zatozeniami

teoretycznymi?

7. Wyznaczy¢ minimalny stosunek stezenia substratu do stezenia inhibitora, przy ktérym nastepuje

catkowite cofniecie inhibicji kompetycyjnej.
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Karta wynikow

Nr
probowki

Stezenie
molowe
substratu
[mM]

Stezenie
molowe
malonianiu
[mM]

Stezenie
molowe
HgCl,
[mM]

Odbarwienie
roztworu
zelazicyjanku
(obserwacje)

Whnioski

Rodzaj
proby/
typ inhibicji

10

11

12




6. CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA | CHARAKTERYSTYKA CUKROW

I. ZAGADNIENIA DO PRZYGOTOWANIA:

v' Weglowodany: budowa i nazewnictwo, podziat weglowodanéw (mono-, oligo-, polisacharydy, przykfady,

wystepowanie i funkcje).
v' Pojecia (wraz z przyktadami): izomery konstytucyjne, stereoizomery, epimery, anomery, mutarotacja
v' Wtasciwosci chemiczne i fizyczne cukréw (m.in. wtasciwosci redukujgce mono- i disacharydéw)
v" Wykrywanie cukréw, reakcje barwne.
v" Funkcje petnione przez weglowodany w organizmie.

v' Chromatografia cienkowarstwowa: zastosowanie, dobér sorbenta i rozpuszczalnika, chromatografia

podziatowa, wspotczynnik przesuniecia (Rf).

v" Dokfadna znajomo$é czesci doswiadczalnej oraz umiejetno$é sprawnego przeliczania stezen.

Il. WSTEP

CHROMATOGRAFIA

Chromatografia jest technikg analityczng i preparatywng wykorzystujacg rozdzielanie mieszanin
substancji na poszczegdlne sktadniki, badz ich grupy (frakcje), dzieki réznicom w zachowaniu sie tych
sktadnikéw w uktadzie dwdch faz, w ktérych jedna nie zmienia swego potozenia (faza nieruchoma,
stacjonarna), druga zas$ porusza sie wzgledem pierwszej w okreslonym kierunku (faza ruchoma, roztwor

rozwijajacy).

Ze wzgledu na rodzaj dominujgcego mechanizmu procesu rozdziatu chromatografie mozemy

podzieli¢ na:

a) adsorpcyjng - gdy fazg ruchomg jest ciecz lub gaz, a nieruchomg ciato state o wiasciwosciach
adsorbujgcych i odpowiednim rozdrobnieniu (np. zel krzemionkowy, tlenek glinowy, wegiel aktywny

itp.). Rozdziat jest powodowany réznicami wspétczynnikow adsorpcji.

b) podziatowa - gdy fazg ruchomg jest ciecz lub gaz, a stacjonarng ciecz zatrzymana na odpowiednim
nosniku (bibuta, ziemia okrzemkowa, kulki szklane itp.). Rozdziat jest wynikiem rdznic wspotczynnikéw

podziatu.

c) jonowymienng - gdy fazg ruchoma jest ciecz, a stacjonarng wymieniacz jonowy. Rozdziat zalezy od réznic

w sile wigzania sktadnikdw przez wymieniacz.
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d) zelowa - gdy fazg ruchoma jest ciecz, a nieruchomg granulowany, jednorodny speczniaty zel. Rozdziat
jest powodowany réznicami w zdolnosciach dyfundowania do czgsteczek zelu, a wiec réznicami w

wielko$ci czgsteczek sktadnikow.

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC — ang. Thin Layer Chromatography) jest metodg rozdzielania

mieszanin substancji na podstawie w réznicy w powinowactwie poszczegdlnych substancji do dwéch faz:

nieruchomej (cienka warstwa nosnika - adsorbentu) oraz ruchomej (eluentu).

e Nosnik (faza stata) formowany jest w postaci cienkich warstw na powierzchni szklanych lub
aluminiowych ptytek. Najczesciej uzywanymi nosnikami sg zel krzemionkowy, tlenek glinu, ziemia
okrzemkowa, celuloza i jej pochodne. Uzywa sie je w postaci drobno sproszkowanej, czasami z
domieszkg substancji wigzacej, np. gipsu. Nosnik (faza stata) zawieszony w odpowiednim
rozpuszczalniku daje sie fatwo rozprowadzi¢ na czystej powierzchni, doktadnie odttuszczonej i suchej
ptytki, a po wysuszeniu twardnieje i przylega w postaci cienkiej warstwy do szkta. W niektérych

przypadkach ptytki wymagajg aktywacji przez ogrzewanie w okreslonej temperaturze.

e Eluent (faza ruchoma) to zazwyczaj mieszanina rozpuszczalnikéw organicznych w odpowiednich
proporcjach, ktére powinny by¢ neutralne w odniesieniu do rozdzielanych substancji, wykazywac
znaczng lotnos$¢ par, co znacznie utatwia osiggniecie rownowagi ciecz-para, i niskg gestos¢, co

przyspiesza usuniecie rozpuszczalnika z powierzchni ptytki.

Najbardziej powszechnym sposobem rozwijania ptytek chromatograficznych jest sposdb liniowy:

» Mieszanina substancji, ktérg chcemy rozdzieli¢, nanoszona jest punktowo lub liniowo blisko dolnej
krawedzi ptytki TLC. Nastepnie ptytka jest suszona, aby odparowac rozpuszczalnik, w ktérym zawieszona

jest mieszanina substancji rozdzielanych.

» Plytke chromatograficzng ustawia sie w pozycji pionowej badZz pod katem w kilku mililitrach
rozpuszczalnika w odpowiednim pojemniku zwanym komorg chromatograficzng (rys. 1). Wazne jest, aby

poziom eluenta byt ponizej miejsca, gdzie zostata natozona prébka, aby nie rozpuscit jej bezposrednio.
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Sucha warstwa adsorbentu

4—p Adsorbeja
Desorbc{a

rozpuszczalnika

Warstwa mokra

4—p Wymiana

para - ciecz

Faza ruchoma

g

s \-\-: — e— Rys.1. Schematyczny obraz proceséow zachodzacych w czasie rozwijania

—_ —j chromatogramu na ptytce chromatograficznej

» Faza ruchoma powoli wspina sie w gbre ptytki przez kapilarno$é, przeciggajac za soba substancje

znajdujace sie na ptytce. Substancje w prébce bedg migrowaé z rézng predkoscig, w zaleznosci od ich
powinowactwa do fazy nieruchomej (adsorbentu) oraz fazy ruchomej (rozpuszczalnika). Substancje
bardziej polarne maja silniejsze oddziatywania z polarnym adsorbentem, przez co poruszajg sie wolniej,
natomiast substancje mniej polarne szybciej migrujg w gore ptytki, bo s3 silniej oddziatywane przez

eluent.

Po zakoniczeniu procesu rozdzielania, ptytka jest wyjmowana z komory i suszona. Jesli substancje sg
bezbarwne, mozna je wizualizowa¢ za pomocg promieniowania UV, specjalnych odczynnikéw lub
poprzez reakcje barwne. W wyniku tego procesu na ptytce pojawiajg sie plamki odpowiadajgce

poszczegdlnym sktadnikom mieszaniny.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna obliczy¢ tzw. wspdtczynnik Rf (ang. Retention factor) dla
kazdej substancji. Wartos¢ Rf oblicza sie jako stosunek odlegtosci, jaka przebyta dana substancja, do

odlegtosci, jakg przebyt rozpuszczalnik (rys. 2). Jest to pomocne przy identyfikacji substancji.
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Kierunek migracji prob
1

3 Rys. 2. Sposéb pomiaru i obliczania Rf; b — droga jakg przebyt
2 2 rozpuszczalnik; a1, a;, a3 — droga jaka przebyta odpowiednio

substancja 1, 2 i 3 (mierzona od linii startu do srodka plamki); Rs1,
Re2, Ris — wspodtczynnik podziatu odpowiednio dla substancji 1, 2

a
linia startu ———><————>é———>< 3——- i3.

TLC jest prostg, tanig i szybka metodg, ktdra jest szeroko stosowana do rozdzielania, identyfikacji i
analizy sktadu mieszanin chemicznych. Charakteryzuje jg przede wszystkim krétki czas rozwijania
chromatograméw, wysoka czutosé (mozliwosc¢ analizowania stosunkowo matych ilosci substancji), mozliwosé
detekcji rozdzielonych substancji na dowolnym etapie rozwijania chromatogramu, w tym mozliwos¢
wywotywania chromatogramow stezonymi roztworami kwasow i zasad (z wyjatkiem ptytek celulozowych), a
takze mozliwos$¢ odzyskania substancji z chromatogramu (przez wyskrobanie nosnika z ptytki i elucje
substancji z nosnika). Chromatografia cienkowarstwowa moze by¢ w petni zautomatyzowana i prowadzona
w formie tzw. wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej (ang. High Performance Thin Layer

Chromatography- HPTLC) o wysokiej rozdzielczosci.

CUKRY

Cukry (weglowodany) to jedna z czterech, najwazniejszych klas czgsteczek biologicznych. Sg one
zbudowane z wegla (C), wodoru (H) i tlenu (0O), a ich gtéwnym producentem sg bogate w chlorofil rosliny.
Cukry stanowig zrédto energii organizméw zywych, biorg takze udziat w powstawaniu biatek - waznych
materiatéw budulcowych. Ponadto petnig one role materiatu zapasowego, strukturalnego oraz uczestniczg

w przemianach metabolicznych.
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Weglowodany

(sacharydy)
monosacharydy disacharydy polisacharydy
(cukry proste) (dwucukry) (wielocukry)
glukoza sacharoza skrobia
fruktoza maltoza celuloza
ryboza celobioza
deoksyryboza
nie hydrolizujg do hydrolizujg z utworzeniem hydrolizujg z utworzeniem
prostszych zwiazkow dwach czasteczek wielu czasteczek
monosacharydéw monosacharydow

Rys. 1 Podziat weglowodanow.

Cukry mozna oznacza¢ ilosciowo a takze wywotywa¢ na chromatogramach przy pomocy
charakterystycznych substancji barwnych. Wszystkie cukry, ktére zawieraja wiecej niz 4 atomy wegla
w czgsteczce, ogrzewane z mocnymi kwasami (HCl lub H,SO4) ulegajg odwodnieniu i cyklizacji dajgc pochodne

furfuralowe.

O 0] 0]
7 4 YV
C—H OH-CH, C—H CH, C—H
0] 0] (0]
furfural 5-hydroksymetylofurfural metylofurfural
(z pentoz) (z heksoz) (z 6-deoksyheksoz)

Podczas dtuiszego ogrzewania pochodne furfuralu ulegaja dalszym przemianom np.

w hydroksymetylofurfural, ktéry ulega przeksztatceniu do kwasu lewulinowego i kwasu mréwkowego.

O Q 0]
‘ - woov L
OH-CH C—H HO
2 H OH
o o)
5-hydroksymetylofurfural kwas lewulinowy kwas mrowkowy

Pochodne furfuralu po kondensacji ze zwigzkami zawierajgcymi grupy fenolowe lub fenyloaminowe
dajg produkty barwne. W metodzie oznaczania cukrow wg Dubois stosuje sie fenol a produkty kondensacji
majg barwe rézowg. W prdobie antronowej przeprowadza sie kondensacje z antronem uzyskujgc produkty
zabarwione na kolor niebieski. Natezenie barwy jest proporcjonalne do zawartosci cukréw w prébie (przy

Scistym przestrzeganiu warunkéw reakcji).
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Reakcje charakterystyczne cukrow

1. Odréznianie cukrowcéw od innych zwigzkéw organicznych — reakcja Molischa

Dodatnig probe Molischa wykazujg wszystkie cukry proste, oligosacharydy i polisacharydy.
Oligosacharydy i polisacharydy ulegajg najpierw hydrolizie do monosacharydéw. Nastepnie cukry proste w
obecnosci stezonego kwasu siarkowego ulegajg odwodnieniu i przechodzg w furfural lub 5-
hydroksymetylofurfural, ktére kondensujg z a-naftolem dajac fioletowy produkt kondensacji. Ujemny wynik
proby Molischa wyklucza obecnos¢ cukru. Dodatni wynik préby Molischa dajg rowniez aldehydy, aceton i

kwasy organiczne.

2. Wtasciwosci redukujace cukrow

Do cukréw redukujgcych zalicza sie wszystkie cukry proste oraz oligosacharydy, ktére posiadajg wolng
grupe aldehydowg lub ketonowg. Wtasciwosci redukujgce cukréow ujawniajg sie w srodowisku zasadowym,
poniewaz w wysokim pH formy pierscieniowe cukrow (brak wolnej grupy karbonylowej) przechodzg w formy
tanncuchowe z uwolniong grupg aldehydowg lub ketonowa. Cukry, redukujgc inne substancje np. jony metali
ciezkich lub barwniki ulegajg utlenieniu do odpowiednich kwasdéw organicznych. Najczesciej wykorzystuje sie

reakcje redukcji jonéw miedzi Cu(ll) do Cu(l).

3. Préba Benedicta

Odczynnik Benedicta to zasadowy roztwdr o ciemnoniebieskim zabarwieniu, zawierajgcy zwigzek
kompleksowy miedzi (ll) z anionami kwasu cytrynowego. Pod wptywem cukréw redukujgcych (lub
aldehydéw) roztwoér odbarwia sie i wytrgca sie osad tlenku miedzi(l) Cu20. Barwa powstajgcego osadu tlenku
miedziawego () zalezy od stezenia czgsteczek wypadajacych z roztworu. Przy niskich stezeniach cukrow (0,1 —
0,5 %) uzyskujemy barwe zielong, przy wyzszych stezeniach barwe z6ttg, nastepnie pomaranczows, a przy
wysokich stezeniach (22 %) barwe czerwong. Préba ta moze stuzy¢ do przyblizonego okreslania stezenia cukru

w badanym roztworze.

4. Reakcja Barfoeda

Reakcja Barfoeda z octanem miedzi(ll) pozwala odréznié cukry proste od disacharydéw redukujgcych
na podstawie réznic w szybkosci redukcji jonéw miedzi (Cu2+ do Cu+). Reakcja ta zachodzi w Srodowisku
lekko kwasnym, w ktorym reaktywnosc¢ sacharyddw jest znacznie obnizona. W wyniku reakcji cukry utleniajg
sie do kwasu karboksylowego, powstaje tez kwas octowy i wytrgca sie ceglastoczerwony osad tlenku
miedzi(l). Disacharydy redukujgce ze wzgledu na nizszg reaktywnos¢ wolnych grup karbonylowych daja

pozytywny wynik tej reakcji dopiero po dtuzszym ogrzewaniu, gdy zostanie rozerwane wigzanie glikozydowe.
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5. Wykrywanie polisacharydow

Wielocukry o odpowiednio duzych rozmiarach i uporzadkowane] strukturze tworzg kompleksy z
jodem. Do takich wielocukréw nalezg skrobia oraz glikogen. Skrobia sktada sie z 2 sktadnikéw: amylozy i
amylopektyny. Amyloza charakteryzuje sie nierozgatezionymi tanncuchami, tworzgcymi uktady spiralne, przy
czym na 1 skret przypada 6 reszt cukrowych (a-D-glukozy). Natomiast amylopektyna posiada budowe
rozgateziong, przez co odcinki helikalne sg krétsze. Zabarwienie skrobi pod wptywem jodu nie jest
spowodowane reakcjg chemiczng ale uwiezieniem jodu w kanale helisy. Barwa zalezy od dtugosci helisy:
amyloza daje intensywne zabarwienie niebieskie, amylopektyna fioletowo-czerwone. Glikogen daje

zabarwienie ciemnoczerwone.

Ill. APARATURA | SPRZET LABORATORYIJNY

1. Ptytkiszklane 20 x 10 cm - 2 szt.

2. Cylinder miarowy 10 ml i 50 ml - 1 szt. i 1 szt.
3. Bagietka - 1 szt.

4. Kolba stozkowa 50 ml - 1 szt.

5. Mikropipeta automatyczna - 1 szt.

6. Pipety 1mli5ml-2szt.i2 szt.
7. Nasadka do pipet - 1 szt.

8. Probdwki- 11 szt.

9. Suszarka 60 °C

10. Suszarka 130 °C

11. Suszarka reczna

12. Komora chromatograficzna - 1 szt.

13. Spryskiwacz - 1 szt.

14. Dozowniki - 2 szt.

15. taznia wodna

16. Statyw na probowki

17. Koncowki do pipety automatycznej

IV. ODCZYNNIKI

Zel krzemionkowy

0,02 M roztwér octanu sodu

1 % roztwory cukréw: (1) ksylozy, (2) fruktozy, (3) glukozy, (4) sacharozy, (5) laktozy, (6) maltozy, (7) skrobi
1 % mieszanina cukréw: 1+ 2+3+4+5

Mieszanina rozpuszczalnikow

chloroform: kwas octowy: woda (30: 35: 5)

N o 0 bk~ w N oPRe

Wywotywacz: 1 g dwufenyloaminy + 1 ml aniliny + 100 ml acetonu,
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8. dodac 10 ml 85 % H3P04 bezposrednio przed uzyciem!
9. 20 % etanolowy roztwor a-naftolu

10. Stezony H2S04

11. Odczynnik Benedicta

12. Odczynnik Barfoeda

13. Roztwdér jodu w jodku potasowym (ptyn Lugola)

14. Sok owocowy — préba X

Uwaga! Podczas wykonywania czesci praktycznej cwiczenia dotyczqcej chromatografii cienkowarstwowej
oraz przy pracy ze stezonym kwasem nalezy zachowac szczegdlng ostroznos¢. Wszystkie czynnosci nalezy
wykonywac pod wyciggiem.

V. WYKONANIE CWICZENIA

Chromatografia cienkowarstwowa

Przygotowanie ptytek

Jedng ptytke szklang (10 x 20 cm) dokfadnie oczyszczong i suchg odttusci¢ watg lub ligning nasgczong

etanolem.

Do kolbki z 3 g zelu krzemionkowego doda¢ 10 ml 0,02 M octanu sodu. Miesza¢ delikatnie ruchem
obrotowym okoto 1 min. Zawiesine natychmiast wyla¢ na odttuszczong ptytke szklang. Postugujac sie
bagietkg rozprowadzic¢ ztoze rGwnomiernie na powierzchni ptytki (wyréwnaé poprzez przechylenie ptytki na

boki). Pozostawi¢ w temp. pokojowej dla nastepnej grupy ¢wiczeniowej.

Ptytke z zelem krzemionkowym obrysowaé w nastepujacy sposéb: 3 brzegi w odlegtosci
5 mm od krawedzi. Nieobrysowany brzeg waski postuzy jako linia startu dla rozdzielanych cukréw, ktére
nalezy nanies¢ w odlegtosci okoto 1,5 cm od dolnego brzegu ptytki. Nalezy zachowa¢ odlegtosci 1,5 cm

pomiedzy nanoszonymi prébami.

Uwaga! Ptytke z Zzelem krzemionkowym naleZy bezposrednio przed uzyciem zaktywowac przez ogrzanie

15 min w 60°C!

Nanoszenie préb

Nanie$ na ptytki z zelu krzemionkowego po 2 pl 1 % roztworéw cukréow. Kolejnos¢ nanoszenia:
(1) ksyloza, (2) fruktoza, (3) glukoza, (4) sacharoza, (5) laktoza, (6) mieszanina cukrow 1 + 2 + 3 + 4 + 5,

(7) zawigzek X (do identyfikacji).

Rozwijanie chromatogramoéw

Ptytke z zelem krzemionkowym rozwija¢ w mieszaninie rozpuszczalnikdw: chloroform: kwas octowy:
woda (30: 35: 5). Chromatogram na zelu krzemionkowym nalezy wyja¢ z komory, gdy front rozpuszczalnikéw

osiggnie gbérna granice ptytki. Chromatogramy wysuszy¢ w temperaturze pokojowe;.
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Wywotanie chromatogramow

Ptytke z zelem krzemionkowym delikatnie spryska¢ wywotywaczem zawierajgcym: 1 g
dwufenyloaminy, 1 ml aniliny, 100 ml acetonu. Bezposrednio przed uzyciem doda¢ 10 ml 85 % H3POQ,.

Spryskang ptytke ogrzewac przez 15 min w temp. 130 °C.

Obliczy¢ Rrdla naniesionych cukréw (ksylozy, fruktozy, glukozy, sacharozy i laktozy).

Reakcje charakterystyczne cukrow

1. Odrdznianie cukréw od innych zwigzkdw organicznych - reakcja Molischa

Do ponumerowanych probdwek odmierzyé kolejno po 0,5 ml 1 % roztworéw: glukozy, sacharozy,
skrobi, wody destylowanej i proby X. Do kazdej proby dodaé od 1 do 2 kropli swiezo przygotowanego 20 %
etanolowego roztworu a- naftolu. Po doktadnym zmieszaniu bardzo ostroznie, po $ciance probowki,

wprowadzi¢ 0,5 cm? stezonego roztworu H,SO4 tak, aby byta widoczna granica miedzy cieczami.

2. Odréznianie cukrow redukujacych od nieredukujacych - reakcja Benedicta

Do ponumerowanych probéwek odmierzy¢ kolejno po 1 ml 1 % roztwordéw: glukozy, maltozy,
sacharozy, skrobi, wody destylowanej i proby X. Do kazdej préby dodac¢ 2,5 ml odczynnika Benedicta i

ogrzewac przez 5 min we wrzgcej tazni wodnej.

3. Odréznianie cukréow prostych od dwucukréow redukujgcych

Do probéwek odmierzy¢ kolejno po 1 ml 1 % roztwordéw: glukozy, maltozy i préby X. Do wszystkich

prob dodac po 2,5 ml odczynnika Barfoeda i ogrzewac przez 3 min we wrzacej tazni wodne;j.

4. Wykrywanie wielocukréw

Do probdéwek odmierzy¢ kolejno po 1 ml 1 % roztwordw: skrobi, glukozy, wody destylowanej i préby

X. Do wszystkich préb dodac¢ po 1 ml roztworu jodu w jodku potasowym.
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VI. WYNIKI | WNIOSKI - SPRAWOZDANIE:

1. Temat ¢wiczenia
2. Cel

3. Opisac reakcje charakterystyczne cukrow (obserwacje) i sformutowac wnioski. Czy wynik reakcji jest

zgodny z zatozeniami teoretycznymi?
4. Chromatografia cienkowarstwowa cukrow
a. Opisac¢ chromatogram (zaznaczy¢ linie startu, czoto rozpuszczalnika, opisa¢ poszczegdlne Sciezki).

b. Wyznaczy¢ Rf dla poszczegdlnych prob. Z czego wynikajg rozne wartosci Rf dla badanych cukréw?

Czy uzyskane wartosci Rf sg zgodne z danymi literaturowymi?
c. Obserwacje: opisac rozdziat préb za pomocg TLC (ksztatt plamek, duze/mate rdznice w Rf).

d. Dyskusja: czy metoda ta nadaje sie do rozdziatu oraz do identyfikacji wykorzystywanych w

¢wiczeniu cukrow?

5. Na podstawie wynikow reakcji charakterystycznych oraz rozdziatu chromatograficznego wyznaczy¢

sktad proéby X.
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7. CHROMATOGRAFIA BIBULOWA | CHARAKTERYSTYKA LIPIDOW

I. ZAGADNIENIA DO PRZYGOTOWANIA

v Struktura, wtasciwosci oraz funkcje kwasow ttuszczowych i lipidéw.
v" Chromatografia cienkowarstwowa i bibutowa

v" Budowa bfon biologicznych, model ptynnej mozaiki, ruch czasteczek w obrebie oraz przez btony biologiczne,

micela, liposom, dwuwarstwa lipidowa, czgsteczki o wtasciwosciach amfifilowych.

v' Doktadna znajomo$¢ czesci do$wiadczalnej oraz umiejetnosé sprawnego przeliczania stezen.

Il. WSTEP

Lipidy to liczna grupa zwigzkdéw organicznych o réznorodnym sktadzie i budowie, charakteryzujacych
sie bardzo stabg rozpuszczalno$cia w wodzie i dobrg rozpuszczalnoscig w rozpuszczalnikach niepolarnych,
organicznych (np. chloroformie). Wtasciwosci te wynikajg z obecnosci w ich strukturze dtugotaricuchowych
kwasow ttuszczowych. W zwierzecych kwasach ttuszczowych tancuch weglowodorowy jest prawie zawsze
nierozgateziony. Wigzania podwodjne w wiekszosci kwasdw nienasyconych majg konfiguracje cis, co
powoduje zgiecie tancucha w miejscu wigzania. Dtugo$é taricucha weglowodorowego i liczba wigzan
podwdjnych wptywajg na witasciwosci fizykochemiczne ttuszczéw. Im krotsze taicuchy, tym nizsza
temperatura topnienia ttuszczu. Im wiecej kwasdéw nienasyconych w stosunku do kwaséw nasyconych, tym
nizsza temperatura topnienia i wieksza ptynnos¢ kwaséw ttuszczowych i ich pochodnych. Wynika to z tego,
ze ,zgiete”, nienasycone tancuchy nie wypetniajg szczelnie przestrzeni — tak jak faiicuchy , wyprostowane”
nasyconych kwasdw — co pocigga za sobg zmniejszenie oddziatywan miedzyczasteczkowych. Kwasy
nienasycone zdolne sg przytgcza¢ w miejscach podwdjnego wigzania wodér (tzw. utwardzanie ttuszczow)
oraz chlorowce (ta reakcja wykorzystywana jest do iloSciowego oznaczania zawartosci kwasow

nienasyconych w ttuszczu, oznaczenie tzw. liczby jodowej).
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Rys. 1. Ogdlny schemat budowy tréjacyloglicerolu (A), fosfolipidéw - glicerofosfolipidu (B) oraz sfingomieliny — najprostszego
sfingofosfolipidu (C). R, R’, R” —taricuch weglowodorowy kwasu ttuszczowego.

Najbardziej rozpowszechnione w przyrodzie lipidy to ttuszcze wiasciwe (tréjacyloglicerole,

tréjglicerydy), fosfolipidy oraz sterole i ich estrowe pochodne.

Ttuszcze wiasciwe to estry glicerolu i kwaséw ttuszczowych (Rys. 1A), stanowigce gtdéwnie materiaty

zapasowe (surowce energetyczne) organizmu, a takze podscidtke i warstwe ochronng réznych narzadow.
Fosfolipidy posiadajg w swojej strukturze alkohol stanowigcy rdzen czasteczki (glicerol w glicerofosfolipidach
lub sfingozyna w sfingofosfolipidach), do ktdrego przytgczone s3 reszta kwasu ortofosforowego (wigzaniem
estrowym) oraz reszty kwaséw ttuszczowych (wigzaniem estrowym lub amidowym). Dodatkowo reszta
ortofosforanowa potaczona jest wigzaniem estrowym z alkoholem, np. choling, etanolaming, seryna,
inozytolem (Rys. 1B). Fosfolipidy majg wtasciwosci amfifilowe. Kwasy ttuszczowe tworzg hydrofobowe rejony
fosfolipidow, natomiast hydrofilowe rejony fosfolipidéw przyjmujg tadunek wypadkowy, na ktéry sktadajg sie
ujemny tadunek reszty ortofosforanowej oraz tadunek pochodzacy od przytgczonego poprzez ortofosforan
alkoholu. Cholina i etanolamina posiadajg po jednej grupie aminowej, co nadaje gtowie fosfatydylocholiny i
fosfatydyloetanolaminy charakter dwupolarnego jonu bez tadunku wypadkowego. Seryna posiada grupe
aminowa i karboksylowg, a inozytol nie jest obdarzony tadunkiem, stad fosfatydyloseryna
i fosfatydyloinozytol majg wypadkowy tadunek ujemny. Fosfolipidy ze wzgledu na swojg budowe
czasteczkowga sg najbardziej polarnymi lipidami. Sterole posiadajg szkielet weglowy w postaci czterech
sprzezonych pierécieni z przytaczong grupa hydroksylowa. Najwazniejszym przedstawicielem steroli
w tkankach zwierzecych jest cholesterol, bedacy prekursorem hormondéw sterydowych, kwaséw zétciowych
i witaminy D. Jako sktadnik bton biologicznych wptywa na ich witasciwosci. Sztywna struktura pierscieni
cholesterolu ogranicza ruchy sasiadujgcych z nim lipidéw btonowych, co powoduje zmniejszenie ptynnosci
btony i ograniczenie przepuszczalnosci. W temperaturach ponizej temperatury przejscia fazowego pierscienie
cholesterolu utrudniajg osiggniecie stanu Zzelu, dzieki czemu mozliwe jest utrzymanie ptynnosci btony

w szerokim spektrum temperatur.
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Obecnos¢ wigzania estrowego jest charakterystyczng cechg ttuszczéw witasciwych. Hydroliza

wigzania estrowego pod wptywem przegrzanej pary wodnej prowadzi do powstania glicerolu i wolnych
kwasow ttuszczowych. Dodatkowo reakcja hydrolizy moze zachodzi¢ pod wptywem kwaséw, zasad lub
enzymatycznie z udziatem lipaz. Rozszczepienie wigzania estrowego pod wptywem hydrolizy zasadowej daje
glicerol i sole kwasow ttuszczowych, zwane mydtami. Proces ten nazywamy zmydlaniem (rys. 2). Ze wzgledu
na jego ilosciowy przebieg moze by¢ wykorzystywany do analizy iloSciowej kwasow ttuszczowych (oznaczenie
tzw. liczby zmydlenia). Mydfa mozna takze otrzymac z wolnych kwaséw ttuszczowych. Mydfa sodowe i
potasowe sg rozpuszczalne, tworzgc micelarne roztwory koloidowe. Natomiast mydta wapniowe, barowe i

magnezowe, sg hierozpuszczalne i wytracajg sie w postaci osadu.

CH,-0-C-R CH,-OH i
R-ﬁ-o-cT KoH HO-CT + 3R-C-OK
o CHZ-O-ﬁ-R CH,-OH
0
B. i
| H | *
R-C-OK RC-OH + K

Rys. 2. Reakcja zmydlania ttuszczow; hydroliza zasadowa (A), otrzymywanie wolnych kwaséw ttuszczowych (B).

Charakter amfifilowy czasteczek soli kwasow ttuszczowych powoduje, ze ich rejony hydrofilowe
i hydrofobowe ustawiajg sie w charakterystyczny sposéb w zaleznosci od Srodowiska. W srodowisku wodnym
tworzg micele z rejonami hydrofobowymi skierowanymi do wewngtrz micelarnej struktury, natomiast
w rozpuszczalnikach organicznych tworza micele odwrdécone z rejonami hydrofobowymi skierowanym na
zewnatrz. Takie zachowanie soli kwaséw ttuszczowych na granicy faz powoduje obnizenie napiecia
powierzchniowego. Z tego wzgledu mydta sg dobrymi emulgatorami, tworzac trwate emulsje ttuszczu z woda,

podobnie jak detergenty i kwasy zétciowe w przewodzie pokarmowym.

lll. APARATURA | SZKtO LABORATORYJNE

Pipety pasterowskie (10 szt.)
Pipety (2 szt./para 5 ml, 2 szt./para 10 ml) + nasadki

Probowki

L

Bagietka szklana
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Zlewki
Bibuta

Pisaki/flamastry

© N o u

mozdzierz

IV. ODCZYNNIKI

[y

Chloroform

Eter dietylowy

Aceton

Etanol

Metanol

Mydto/ ptyn do naczyn

5% kwas octowy (ocet spirytusowy)

Aceton

W 0 N o Uk~ W N

Olej spozywczy lub oliwa
9. Woda
10. Zielone czesci roslin (liscie)

11. RAzne produkty spozywcze (orzechy, masto, jaja, suszone owoce itp.)

Uwaga!

1. Podczas wykonywania ¢wiczenia nalezy zachowac absolutng ostroznosc¢! Ze wzgledu na stosowane fatwo
palne rozpuszczalniki organiczne uzywanie palnikow oraz innych zrédet otwartego ognia jest zabronione!

2. Zuzyte lub niewykorzystane resztki rozpuszczalnikdw organicznych nalezy wlewac do specjalnie oznaczonej

kolby szklanej, a nie do zlewu!

V. WYKONANIE CWICZENIA

Badanie rozpuszczalnosci lipidow

Do probdéwek zawierajacych po 2 ml rozpuszczalnikdw organicznych (metanol, etanol, eter dietylowy,
chloroform) doda¢ kilka kropli oleju. Obserwowac rodznice w stopniu rozpuszczalnosci ttuszczu

w poszczegodlnych rozpuszczalnikach organicznych.
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Tworzenie emulsji ttuszczu w obecnosci emulgatora

Do 2 probéwek zawierajgcych po 4 ml wody dodac kilka kropli oleju. Do jednej z nich doda¢ 0,5 ml
roztworu mydta/ptynu do naczyn. Zawarto$¢ probdowek silnie wstrzasngé. Zaobserwowaé rdinice w

zachowaniu sie ttuszczu w obecnosci i bez dodatku emulgatora.

Wykrywanie obecnosci ttuszczéw w produktach spozywczych

Na niewielki bibute/szary papier/papier pakowy papieru naniesc kilka kropli wody (kontrola ujemna
obecnosci ttuszczéw) i kilka kropli oleju (kontrola dodatnia obecnosci ttuszczéw). Odtézyc do wyschniecia.
Sprawdz, kierujgc papierek w strone zrédta swiatta czy na papierze znajduje sie ttusta plama (papier jest

bardziej przezroczysty i przepuszcza Swiatto).

10 wybranych produktéw spozywczych nanies¢ na bibute/papier szary/papier w sposob

przedstawiony powyzej. Sprawdzi¢ czy znajdujg sie w nich ttuszcze.

UWAGA! W przypadku produktow spozywczych ptynnych, nalezy nanies¢ kilka kropli badanego ptynu
na papier. State i miekkie produkty spozywcze nalezy rozetrze¢, natomiast produkty state twarde nalezy

rozgnies¢ lub zmiazdzy¢ za pomocg mozdziezqg, ttuczka lub nozZa.

Zestawi¢ w tabeli wyniki dla kontroli i wybranych produktéw spozywczych. Czy w ktoryms$ z wybranych

produktow obecnosé/brak ttuszczéw stanowi zaskoczenie?

Rozdzielanie barwnikow flamastrow metoda chromatografii bibutowej

Na pasku bibuty, w odlegtosci ok 1 cm od dolnej krawedzi, nalezy narysowac kropki lub paski
flamastrami o réznych kolorach. Do zlewki wla¢ 5% kwas octowy, tak by jego poziom siegat ok 0,5 cm. Umies¢
bibute w zlewce i pozostawi¢ na jaki$ czas az do rozdzielenia sie barwnikow. Wyciggnaé bibute ze zlewki i

wysuszy¢ ,na ptasko”. Zaobserwowac i opisaé rozdziat barwnikow.

Rozdzielanie barwnikow lisci metodg chromatografii bibutowej

LiScie nalezy rozetrze¢ w mozdzierzu/miseczce/zlewce z odrobing acetonu (aceton paruje, zatem

mozna uzupetniac jego objetos¢ podczas rozcierania). Po roztarciu lici powinno sie uzyskaé ciemnozielony roztwér
(zawiesine). Do zlewki przelaé supernatant (resztki lisci pozostawi¢ w mozdzierzu). Poziom roztworu w zlewce powinien
wynosi¢ 3-5 mm. Umies¢ bibute w szklance, tak by jej dolna krawedz byta cata zanurzona w roztworze barwnikéw.
Pozostawi¢ az do widocznego rozdzielenia barwnikdéw (na z6tty i zielony). Wyciggnaé bibute ze szklanki i wysuszy¢ ,na
ptasko”. Zaobserwowaé i opisaé¢ rozdziat barwnikéw lisci. Jakie barwniki udato sie rozdzielic i s3 widoczne na

chromatogramie?
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VI. WYNIKI | WNIOSKI - SPRAWOZDANIE:
1. Temat ¢wiczenia
2. Cel

3. Opisa¢ obserwacje i wnioski dotyczgce rozpuszczalnosci lipidow w rozpuszczalnikach polarnych

i niepolarnych. Czy wynik doswiadczenia jest zgodny z zatozeniami teoretycznymi?

4. Opisaé obserwacje i wnioski dotyczace tworzenia emulsji w obecnosci emulgatora. Czy wynik

doswiadczenia jest zgodny z zatozeniami teoretycznymi?
5. Opisa¢ wyniki doswiadczenia wykrywania ttuszczy w réznych produktach spozywczych

6. Opisa¢ obserwacje i wyniki z doswiadczenia rozdziatu barwnikéw flamastréw za pomoca

chromatografii bibutowej

7. Opisa¢ obserwacje i wnioski z doswiadczenia rozdziatu barwnikéow roslin zielonych za pomoca

chromatografii bibutowej.
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8. ROzZDZIAt BARWNIKOW LISCI METODA KOLUMNOWEJ CHROMATOGRAFII
ADSORPCYIJNEJ (¢wiczenie dodatkowe)

I. ZAGADNIENIA DO PRZYGOTOWANIA

v" Technika kolumnowej chromatografii adsorpcyjne;.
v" Barwniki uczestniczace w fotosyntezie (rodzaje, struktura, wtasciwosci).
v" Reakcje $wietlne fotosyntezy (fotosystem I i ll, kompleks antenowy, centrum reakcji fotosyntetycznej).

v' Doktadna znajomo$¢ czesci do$wiadczalnej oraz umiejetnosé sprawnego przeliczania stezen.

Il. WSTEP

Chromatografia adsorpcyjna jest technikg rozdziatu mieszanin sktadnikow i wykorzystuje istnienie

réznic w ich adsorpcji na granicy fazy stacjonarnej, zwanej adsorbentem i fazy ruchomej (ciektej
w chromatografii cieczowej lub gazowej w chromatografii gazowej). W chromatografii cieczowej faze
ruchomg, zwang eluentem stanowig pojedyncze rozpuszczalniki lub ich kilkusktadnikowe mieszaniny.

W sktad eluentu mogg wchodzi¢ takze sktadniki rozdzielanej mieszaniny.

Ze wzgledu na sposdb wykonania chromatografie adsorpcyjng mozna przeprowadzi¢ metoda
kolumnowg lub cienkowarstwowg. Metoda kolumnowa jest wykorzystywana przede wszystkim do celéow

preparatywnych, natomiast cienkowarstwowa ma gtéwnie zastosowanie analityczne.

Adsorpcja odbywa sie przez selektywne zageszczenie czagsteczek rozpuszczonej substancji (adsorbat)
na powierzchni adsorbentu i zachodzi dzieki wzajemnym oddziatywaniom miedzy adsorbentem a
adsorbatem. Na rodzaj i site oddziatywan wptywa przede wszystkim charakter chemiczny powierzchni
adsorbentu, stad tak istotny jest jego dobér. Sita adsorpcji jest w rzeczywistosci suma oddziatywan takich jak
oddziatywania van der Waalsa (dyspersyjne), elektrostatyczne, dipol-dipol, donorowo-akceptorowe oraz
wodorowe. W chromatografii cieczowej oprdcz oddziatywan adsorbent-adsorbat dochodzg oddziatywania z
eluentem. Przy adsorpcji na adsorbentach polarnych sita elucji rosnie ze wzrostem polarnosci
rozpuszczalnika. W przypadku adsorpcji na adsorbentach niepolarnych sita elucji zalezy od niespecyficznych
oddziatywan van der Waalsa i rosnie wraz ze wzrostem rozmiaru niepolarnych fragmentéw czasteczki

rozpuszczalnika.

W chromatografii kolumnowej przeptyw fazy ruchomej przez kolumne wypetniong adsorbentem
mozna wymusza¢ grawitacyjnie lub stosujac rdéznice cisnien na wlocie i wylocie kolumny. Czgsteczki
sktadnikéw rozdzielanej mieszaniny réznig sie budowg, co powoduje, ze z rding sitg oddziatujg z
adsorbentem. W efekcie przemieszczajg sie z rézng szybkoscig ku wylotowi kolumny; najszybciej eluowane

sg zwigzki, ktére najstabiej oddziatujg z adsorbentem, najwolniej zas te, ktére oddziatujg z nim najsilniej.
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Odparowanie rozpuszczalnika z odpowiednich porcji wycieku (frakcji) pozwala na uzyskanie czystych

sktadnikéw mieszaniny.

W trakcie ¢wiczenia barwniki wyizolowane z lisci pokrzywy bedg rozdzielane metodg kolumnowe;j
chromatografii adsorpcyjnej z wykorzystaniem skrobi ziemniaczanej w roli adsorbentu. Chlorofile (a i b),
ksantofile i karoteny rdznig sie strukturg i powinowactwem do adsorbentu, dlatego w trakcie rozdziatu

w obecnosci eteru naftowego przemieszczajg sie w kolumnie z rézng szybkoscig (Rys. 1).

ekstrakt z lisci —_— H

pokrzywy : :
\ 1
E |

I b dhem

i = 4= chlorofil b (26ltozielony)
| =N
H L A f L .
! ¥ == chlorofil a (niebieskozielony)
i Lo

adsorbent | § : +— Lksantofile (z6ite)
= [ — =

skrobia ' I ,
! v 4= karoteny (pomaranczowe)
i
i
i
i
wata.___
szklana

Rys. 1. Rozdziat barwnikéw lisci pokrzywy metoda kolumnowej chromatografii adsorpcyjnej. Faza stacjonarna (adsorbent) —
skrobia, faza ruchoma (eluent) — eter naftowy.

Barwniki fotosyntetyczne (fotoreceptory)

Pierwszym etapem fotosyntezy jest absorpcja Swiatta przez czasteczke fotoreceptora. Gtéwnym
fotoreceptorem jest chlorofil. Chlorofil jest magnezoporfiryng, ktdrej atomy azotu czterech pierScieni
pirolowych sg potgczone wigzaniami koordynacyjnymi z jonem magnezu. Jony magnezu mogg zostac
wymienione na inne jony np. dwuwartosciowe jony zelaza (zmiana barwy na szarobrunatng) badz na jony
cynku lub miedzi (zwiekszenie stabilnosci czasteczki i zachowanie zielonej barwy). Czasteczka chlorofilu
nalezy do nietrwatych. W podwyzszonej temperaturze, w kwasnym pH dochodzi do utraty jondw magnezu
i zmiany barwy na oliwkowozielong, natomiast w Srodowisku zasadowym hydrolizie ulegajg wigzania estrowe

obecne w czasteczce chlorofilu.

Wtasciwosci chlorofilu jako fotoreceptora wynikajg z faktu, iz w uktadzie pierscieni pirolowych
elektrony sg zdelokalizowane, wiec nie sg przypisane do okreslonego atomu. Skutkiem tego jest mozliwosc¢
tworzenia alternatywnych wigzan. Naprzemiennie wystepujgce pojedyncze i podwdjne wigzania tworzg

uktad wigzan sprzezonych w obrebie pierscieni pirolowych. Ukfad taki odpowiada za absorpcje
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promieniowania Swietlnego i powoduje, ze chlorofil tatwo ulega wzbudzeniu, a molowe wspoétczynniki

absorpcji chlorofili nalezg do najwyzszych oznaczonych dla zwigzkdéw organicznych.

Rosliny zielone zawierajg dwa rodzaje chlorofilu: chlorofil a i chlorofil b, réznigce sie nieznacznie

strukturg i absorbujgce swiatto przy innej dtugosci fali. Pod wzgledem budowy wspdlng cechg jest obecnosc
hydrofobowego, 20-weglowego taricucha fitolu przytaczonego wigzaniem estrowym do jednego z pierscieni
pirolowych, dzieki czemu czgsteczka chlorofilu jest zakotwiczona w btonie tylakoidu. Réznica w budowie
miedzy chlorofilami a i b wynika z obecnosci innej grupy funkcyjnej przy jednym z pierscieni pirolowych;
w chlorofilu a wystepuje grupa metylowa, natomiast w chlorofilu b — grupa formylowa (Rys. 2). Chlorofile
silnie absorbujg promieniowanie swietlne w zakresie $wiatta niebieskiego i czerwonego, natomiast bardzo
stabo w zielonej czesci spektrum. Ponadto, promieniowanie stabo absorbowane przez chlorofil a jest silnie
absorbowane przez chlorofil b. Skutkiem tego chlorofile wzajemnie uzupetniaja sie w absorbgcji

promieniowania $wietlnego, maja tez inng barwe: chlorofil a — niebieskozielong, chlorofil b — zéttozielong.

Obok chlorofilu a i b u roslin zielonych, u czesci glonéw wystepuja chlorofile c i d, natomiast u bakterii

fotosyntetyzujgcych zidentyfikowano bakteriochlorofile c, d i e.

Grupa Grupa
metylowa B formylowa

Pierscien ‘ :
pirolowy /‘\ H \\o
0o (o} O/\
4‘ OCH3
R R
Chlorofil a Chlorofil b

R - hydrofobowy 20-weglowy tancuch fitolu

Rys. 2. Struktura chlorofiluaib.

Karotenoidy to grupa ponad 600 barwnikow zidentyfikowanych u roslin. Petnig funkcje barwnikow
pomocniczych — absorbujg Swiatto i przenosza energie wzbudzenia na czgsteczki chlorofilu. Barwniki te
absorbujg swiatto przy innych dtugosciach fali niz chlorofil i w ten sposéb, dziatajgc wspélnie, zwiekszaja

skutecznosé uktadu wychwytywania swiatfa.
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Beta-karoten

OH

L 2 S S N

HO
Luteina

Rys. 3. Wzory strukturalne najczesciej wystepujacych karotenoiddw: beta-karotenu oraz luteiny.

Pod wzgledem struktury nalezg do poliizoprenoidow; osiem jednostek izoprenoidowych (jednostki
5- weglowe z wigzaniem podwdjnym) tworzy liniowy uktad sprzezonych wigzan podwdjnych, w ktdrych
elektrony sg zdelokalizowane (podobnie jak w ukfadzie pierscieni pirolowych chlorofilu). Z tego powodu
karotenoidy, podobnie jak chlorofile tatwo absorbujg promieniowanie. Do karotenoidéw zaliczamy
pomaranczowe karoteny i zétte ksantofile. Pod wzgledem budowy karoteny to wytgcznie weglowodory,
a najpowszechniej wystepujgcym jest beta-karoten (Rys. 3). Ksantofile posiadajg przynajmniej jeden atom
tlenu (w postaci grupy hydroksylowej, karbonylowej, karboksylowej lub hydroksymetylowej), stad sg bardziej
polarne niz karoteny. Ksantofile absorbujg promieniowanie o nizszych dtugosciach niz wiekszos¢ karotendw.

Najpowszechniej wystepujgcym ksantofilem jest luteina.

Karotenoidy obok funkcji fotoreceptora petnig role fotoprotekcyjng. Pochtaniajg, a nastepnie

rozpraszajg energie wzbudzonych czgsteczek chlorofilu, zapobiegajgc powstawaniu tlenu singletowego.

Pochtfanianie energii stonecznej zachodzi w fotosystemach. Kazdy fotosystem zawiera kompleks

antenowy i centrum reakcji fotosyntetycznej. Kompleks antenowy skfada sie z kilku tysiecy czasteczek

chlorofilu i barwnikéw pomocniczych wspdlnie zgrupowanych w btonie tylakoidu.

W fazie swietlnej fotosyntezy foton powoduje wybicie elektronu w czasteczce chlorofilu a (nalezacej
do tzw. pary specjalnej w centrum reakcji fotosyntetycznej) na wyzszy poziom energetyczny. Elektron zostaje
nastepnie przekazany na odpowiedni akceptor w tancuchu transportu elektronéw. Dodatni tadunek
w czgsteczce chlorofilu a pary specjalnej jest zobojetniany przez elektron, ktéry pochodzi z czasteczki wody.
Fotony $wiatta wzbudzajg elektrony réwniez w czgsteczkach chlorofili a i b oraz barwnikach pomocniczych
(karotenoidach: karotenach i ksantofilach) znajdujgcych sie w kompleksach antenowych otaczajgcych
centrum reakcji fotosyntetycznej. W tym przypadku absorpcja fotonu nie wywotuje jednak transferu

elektronu, ale tzw. przeniesienie energii rezonansu (przeniesienie ekscytonu) do centrum reakcji.

Jezeli po absorpcji fotonu przez czgsteczke barwnika nie nastepuje transfer elektronu lub przeniesienie

energii rezonansu (np. w trakcie wzbudzania chlorofilu w roztworze przez swiatto UV) to wzbudzona
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czasteczka powraca do stanu podstawowego, czemu towarzyszy fluorescencja. Poniewaz czes¢ energii ulega
rozproszeniu, swiatto fluorescencji ma dtuzszg fale niz foton wzbudzajacy czasteczke. W trakcie fotosyntezy
przeksztatcanie fotonéw w energie chemiczng jest bardzo wydajne, dlatego fluorescencja chlorofilu in vivo

jest znacznie nizsza niz w roztworze (3% — 9% absorbowanej energii $wietlnej).

W praktyce pomiar fluorescencji chlorofilu in vivo pozwala oceni¢ wydajno$¢ aparatu

fotosyntetyzujacego.

lll. APARATURA | SZKtO LABORATORYJNE

Szklane kolumny chromatograficzne (1 szt./ grupa)

Cylindry miarowe (25 ml, 100 ml po 2 szt. / grupa; umiesci¢ pod wyciggiem)
Zlewki (250 ml - 2 szt.)

Probdwki (20 ml - 7 szt.)

Pipeta 5 ml + naktadka na pipete do 10 ml w kazdym zestawie

Bagietki szklane

Wata szklana

Pipety pasterowskie

W O N o vk w NR

Spektrofotometr + 2 szklane kuwety

10. Strzykawka 2 ml + dtuga igta (1 lub 2 /grupa)

IV. ODCZYNNIKI

1. Woyciag z lisci pokrzywy (1 ml wyciggu uzyskany z 1 g lisci)
Eter naftowy do rozdziatu chromatograficznego

Skrobia

Call A

Aceton

V. WYKONANIE CWICZENIA

Chromatografia kolumnowa

Na dnie kolumny chromatograficznej umiesci¢ maty fragment waty szklanej. Kolumne umiescic¢
pionowo w statywie, zamkna¢ jej wylot zaciskaczem. Skrobie (ok. 20g) zala¢ w zlewce mieszaning
rozpuszczalnikow do chromatografii (ok. 25 ml eteru naftowego) tak, aby utworzyta sie jednorodna
zawiesina, ktérg energicznym ruchem nalezy wla¢ do kolumny. Otworzyé wylot kolumny w celu jej
upakowania. Zamknac¢ kolumne, gdy nad powierzchnig ztoza pozostanie 0,2 - 0,3 cm warstwa rozpuszczalnika.

Nanie$s¢ 2 ml ekstraktu barwnikéw po Sciankach, tuz nad powierzchnig adsorbenta (ostroznie, aby nie
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uszkodzi¢ ztoza). Po catkowitym wchtonieciu ekstraktu przez adsorbent kolumne uzupetnic¢ eterem naftowym
i rozwija¢ do momentu wyraznego rozdziatu barwnikéw (35-50 min). W trakcie rozdziatu nalezy uzupetnia¢
kolumne eterem naftowym tak, aby jego warstwa nad ztozem nie byta mniejsza niz 1 cm (eter uzupetniaé
ostroznie, po $ciankach, aby nie uszkodzi¢ ztoza). Po rozdziale wysuszy¢ adsorbent - poczekac az z adsorbenta

wyptyna resztki eteru naftowego, a nastepnie umiesci¢ kolumne na 15-20 min w cieplarce o temp. 60-70°C.

Adsorbent z rozdzielonymi barwnikami ostroznie umiesci¢ na czystej bibule. Wycig¢ prazki -
niebieskozielony (chlorofil a) i zéttozielony (chlorofil b), chlorofile przenies¢ do osobnych probéwek
i rozpusci¢ w 5 ml acetonu. Po 5 min delikatnie zlaé¢ supernatant i zmierzy¢ absorbancje chlorofilu a przy
663 nm i chlorofilu b przy 645 nm.

Obliczy¢ stezenie chlorofilu a i b znajgc wtasciwy wspdtczynnik absorpcji (a) dla chlorofili:

> Chlorofila: 84 ——
gxcm
> Chlorofilb: 51,8 ——
gxem
A

Stezenie chlorofilu c[g/l] = [ L ]xd[cm]

gxem

gdzie: A — Absorbancja
d — grubos¢ warstwy pochtaniajacej (grubos¢ kuwety — 1 cm)

a — wihasciwy wspodtczynnik absorpcji

Obliczy¢ ile chlorofilu a i b przypada na 1g suchych lisci pokrzywy (wyniki podac¢ w %) zaktadajac, ze 1
ml wyciggu otrzymano z 1g lisci (nalezy pamietaé, ze chlorofil a i b uzyskany z 1 ml ekstraktu przed pomiarem

rozcienczono w 5 ml acetonu).

Obejrzeé pod lampg UV roztwory chlorofilu a i b.

VI. WYNIKI | WNIOSKI - SPRAWOZDANIE:

1. Temat ¢wiczenia
2. Cel éwiczenia

3. Obserwacje dotyczace rozdziatu barwnikow lisci pokrzywy (kolory i grubosci prazkow, stopien

rozdzielenia substancji).

4. Przedstaw obliczenia i wyniki (ile chlorofilu a i b przypada na 1g suchych lisci). Czy wynik ten jest

zgodny z danymi literaturowymi? Czym moze byé spowodowana odmienna ilo$é chlorofilu a i b w

lisciach pokrzywy?
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WZORY

Stezenie normalne

Stezenie normalne jest to liczba gramoréwnowaznikdw substancji zawarta (rozpuszczona) w 1 dm? roztworu.

Cn =% [gR/dm?]

_mg M _mg
- ’ gR__ ln__
JgR w M

mg _mSXW_nXW

Stezenie procentowe

Stezenie procentowe roztworu jest to liczba gramdw substancji zawarta w100 gramach roztworu, wyrazona
w % (procentach)

mS
Cp, = —x100%

my

m, = mg+mg,

m
C, =———x100%
mg +mg

Stezenie molowe

Stezenie molowe jest to ilo$¢ moli substancji rozpuszczonej w 1 dm3roztworu.

Cn = Vl [mol/dm?3]

"=u
mS
C.. =
moMXV

Oznaczenia:

Cn — stezenie normalne [N]

Cp — stezenie procentowe

Cm — stezenie molowe [mol/dm?3]

ms — masa substancji rozpuszczonej [g]

m, — masa roztworu [g]

m, — masa rozpuszczalnika [g]

z - liczba gramoréwnowaznikéw substancji [gR]

gR - gramoréwnowaznik substancji
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w — wartoSciowosé
V; - objeto$¢ roztworu [dm?]
M - masa molowa (mola) substancji [g/mol] ([g])

n — liczba moli [mol]

Gestosc substancji

d =72 [g/dm’]

Mieszanie roztworow

Mieszanie roztwordw o znanym stezeniu procentowym

Cp: \ |Cpx —Cp2| (ilos¢ jednostek masowych roztworu Cp1)

P2 / ” \A

C |Cpx-Cp1| (ilos¢ jednostek masowych roztworu Cp»)

Mieszanie roztwordw o znanym stezeniu molowym

Cmy \ |Cmy —Cm3| (ilo$¢ jednostek objetosSciowych roztworu Cmy)
/ Cmy
Cm; |Cmy-Cmy| (ilos¢ jednostek objetosciowych roztworu Cms,)

Zmiana stezenia roztworu (rozcienczanie)

Ci XV =Cy %XV,
C, — stezenie poczatkowe danej substancji
C, — stezenie korncowe danej substancji
V1 — objetos¢ poczatkowa danej substancji

V, — objetos¢ koricowa danej substancji
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