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1. Sporzadzanie i mieszanie roztworéw
1.1. Stezenia molowe i procentowe

Mol jest jednostkg podstawowgq uktadu Sl bedgcy miarg licznosci materii (atoméw, jondw,
elektrondéw itd.) wyrazong jako liczba atomoéw znajdujgcych sie w 12 gramach wegla izotopu
12C i wynosi 6,022 x 10%3. Masa molowa (M) to masa jednego mola danej substanciji.
Jednostka masy molowej jest g x mol™. Miedzy liczbg moli (n), masg molowg substancji (M)
i masg substancji (m) istnieje nastepujaca zaleznos¢:

m

n=- (1)

gdzie: n—liczba moli substancji [mol];
m — masa substancji [g];

M — masa molowa substancji [g x mol™].

Stezenie molowe roztworu (Cm) to liczba moli danej substancji w 1 dm3 roztworu. Jednostka
Cm jest mol x dm’3:

Cn = (2)

n
%4

gdzie: Cn— stezenie molowe substancji [mol x dm?3];
n — liczba moli substancji [mol];

V — objetos¢ roztworu [dm3].

Jednostka stezenia molowego to [mol x dm3], ale w praktyce laboratoryjnej bardzo czesto
uzywa sie skroconego oznaczenia ,M”. Przyktadowo, roztwér o stezeniu 0,5 [mol x dm3]
mozna oznaczy¢ jako roztwor 0,5 M — potmolowy.

Uwzgledniajac zaleznos¢ (1) otrzymujemy nastepujgce rownanie:
m

C, =—
m - ym

(3)

Stezenie procentowe roztworu (Cp) oznacza zawartosé substancji rozpuszczonej w stosunku
do catosci roztworu, wyrazong w postaci procentowej. Stezenie procentowe moze zostac
wyrazone na rézne sposoby, np.:

(a) stezenie procentowe masowe. Jest to stosunek masy danej substancji do masy catego
roztworu (podanych w tej samej jednostce), wyrazony w postaci procentowej:



(b)

Cpa = —2 % 100% (4)

gdzie: Cpa — stezenie procentowe masowe substancji A [%];
ma — masa substancji A [g];

m — masa roztworu (mieszaniny) [g].

Stezenie procentowe masowe mozna rowniez zdefiniowac jako liczbe graméw substancji
w 100 gramach mieszaniny. Aby jednoznacznie wskaza¢, ze podane stezenie procentowe
jest stezeniem masowym, nalezy zastosowaé dodatkowy symbol, np. ,% (w/w)”,
»,% mas.” lub ,% wag.”.

Zapis ,,10% (w/w) wodny roztwor glukozy” oznacza, ze w 100 g roztworu znajduje sie
10 g glukozy i 90 g wody.

stezenie procentowe objetosciowe. Jest to stosunek objetosci danej substancji do
objetosci catego roztworu (podanych w tej samej jednostce), wyrazony w postaci
procentowej:

14
Cpa = 7 % 100% (5)
gdzie: Cpa — stezenie procentowe objetosciowe substancji A [%];

Va — objeto$¢ substancji A [dm3];

V — sumaryczna objeto$¢ wszystkich sktadnikéw mieszaniny mierzona przed
zmieszaniem [dm?3].

Nalezy pamietaé, ze objetos¢ mieszaniny nie jest sumg objetosci wszystkich substancji
wchodzacych w jej sktad ze wzgledu na zachodzace zjawisko kontrakcji objetosci (nie
zachodzi ono jedynie w przypadku roztwordéw idealnych). Dlatego tez objetosci
poszczegblnych sktadnikédw nalezy mierzy¢ przed ich zmieszaniem w tych samych
warunkach (temperatura i ciSnienie wptywajg na zmiany objetosci roztwordéw).

Stezenie procentowe objetosciowe mozna inaczej zdefiniowac jako liczbe jednostek
objetosci substancji w 100 jednostkach objetosci roztworu. Aby jednoznacznie wskazag,
ze podane stezenie procentowe jest stezeniem objetosciowym nalezy zastosowac
dodatkowy symbol np. ,% (v/v)”, ,,% obj.” lub ,% vol.”.

Przyktadowo zapis ,10% (v/v) wodny roztwdr etanolu” oznacza, ze zostat on
sporzadzony z 10 jednostek objetosci (np. 10 ml) etanolu i 90 jednostek objetosci
(np. 90 ml) wody.



(c) stezenie procentowe masowo-objetosciowe oznaczane symbolem % (w/v) okresla
liczbe czesci masowych danej substancji przypadajgcych na 100 czesci objetosciowych
mieszaniny. Najczesciej jest definiowane poprzez liczbe gramow substancji
przypadajacej na 100 ml roztworu, np. zapis ,10% (w/v) wodny roztwdr glukozy”
oznacza, ze w 100 ml roztworu znajduje sie 10 g glukozy. Z formalnego punktu widzenia
stosowanie zapisu procentowego w przypadku stosunku wagowo-objetosciowego (w/v)
jest nieprawidtowe, poniewaz stosunek ten jest wartosciag mianowang (jednostka:
gxmll), a przy pomocy procentéw wyraza sie jedynie warto$ci bezwymiarowe.
Niemniej zapis % (w/v) jest powszechnie stosowany w laboratoriach biochemicznych.

W przypadku roztworéw wodnych o niskim stezeniu substancji rozpuszczonej, ktérych
gestos¢ niewiele odbiega od gestosci wody (100 ml roztworu wazy = 100 g) stosunki:
wagowo/wagowy (w/w) i wagowo/objetosciowy (w/v) sg réwne (lub prawie réwne).
Wraz ze wzrostem gestosci roztworu (roztwory o wysokim stezeniu substancji
rozpuszczonej) roznica miedzy stosunkami w/w i w/v ro$nie. Aby zamieni¢ stosunek w/w
na w/v nalezy uwzglednic gestos¢ roztworu (d).

Przyktad 1:

1 ml 10% (w/w) roztworu o gestosci 1,1 g x cm™ wazy 1,1 g, zatem 100 ml roztworu bedzie
wazy¢ 110 g. Jezeli w 100 g roztworu jest 10 g substancji, to w 110 g (czyli 100 ml) bedzie
11 g. Tak wiec zapis 10% (w/w) jest tozsamy z zapisem 11% (w/v).

W przypadku potrzeby zamiany stezenia procentowego masowego na stezenie molowe lub

odwrotnie (np. gdy stezenie odczynnika w postaci handlowej podano w stezeniu

procentowym, a w stosowanej procedurze jest podane stezenie molowe) w celu przeliczenia

stezen stosuje sie nastepujace réwnanie:

_ Cpd
100%M

(6)

M

gdzie: Cu— stezenie molowe [mol x dm3];
Cp — stezenie procentowe masowe [%];
d — gestosé roztworu [g x dm3];

M — masa molowa substancji [g x mol™].

Nalezy pamietac o zachowaniu wfasciwych jednostek dla wartosci podanych w réwnaniu (6),
aby przeliczenie stezen byto poprawne.



1.2. Rozcienczenia roztworow

Aby obliczy¢ ilos¢ stezonego (poczatkowego) roztworu dowolnej substancji (Cpoczatkowe)
potrzebnego do sporzadzenia okreslonej objetosci roztworu rozcienczonego, czyli o pewnym
stezeniu koricowym substancji (Ckoncowe), Nalezy obliczy¢ ile razy nalezy rozcienczy¢ roztwor
stezony (Cpoczatkowe + Ckoricowe), @ Nastepnie podzieli¢ objetos¢ korcowa roztworu (Viorcowa)
przez wyznaczone rozciefczenie roztworu stezonego. Otrzymany wynik bedzie objetoscig
stezonego (poczatkowego) roztworu (Vpoczatkowa), ktdra nalezy dopetnié rozciericzalnikiem (np.
wodg dejonizowang) do objetosci koricowej (Vioncowa). W przypadku sporzgdzania roztworow
wieloskfadnikowych potrzebng objetos¢ stezonych substancji nalezy wyznaczac niezaleznie;
po zsumowaniu wszystkich objetosci mieszanine nalezy dopetni¢ rozcienczalnikiem do
zadanej konicowej objetosci.

Przyktad 2:

Aby przygotowacé 1000 ml 25 mM roztworu sacharozy majac do dyspozycji 200 mM roztwor
sacharozy, nalezy najpierw obliczy¢ ile razy trzeba rozciefczy¢ stezony roztwér sacharozy,
czyli wyznaczy¢ stosunek stezenia poczatkowego do koricowego roztworu: 200 + 25 = 8. Tak
wiec 200 mM roztwor sacharozy nalezy rozcieficzy¢ 8 razy. Objetos¢ koncowa to 1000 ml,
czyli do sporzadzenia takiej ilosci roztworu potrzebujemy 1000 ml + 8 =125 ml stezonego
roztworu sacharozy i dopetni¢ go wodg dejonizowang do koricowej objetosci 1000 ml.

Przyktad 3:

W celu dokonania 10-krotnego rozcieniczenia (R) roztworu, np. majac 10 mM roztwor
wyjsciowy i chcac otrzymaé 2 ml (Vioscowa) 1 mM roztworu koncowego, nalezy zmieszaé ze
sobg 2 ml + 10=0,2 ml (Vkohcowa * R = Vpoczatkowa) roztworu wyjsciowego i 1,8 ml wody
dejonizowanej. Innymi stowy, nalezy zmiesza¢ ze sobg 1 objetos¢ roztworu wyjsciowego
i 9 objetosci wody dejonizowanej.

W celu dokonania wiekszych rozcienczen (szczegélnie dla matych objetosci korncowych
roztworu), nalezy wykonywac je etapami, np. dla 50-krotnego rozcierczenia, wpierw
wykonujemy 10-krotne rozcieficzenie, a nastepnie z tak otrzymanego roztworu
przygotowujemy 5-krotne rozcienczenie. Koncowy roztwor jest wiec rozcienczony 10 x 5,
czyli 50-krotnie.

Przy rozwigzywaniu zadan dotyczacych mieszania dwéch roztwordw o niezerowej zawartosci
substancji rozpuszczonej, przydatna jest metoda krzyzowa. Zatézmy, ze mamy dwa roztwory
0 znanym stezeniu C;1 i Cy, ktore spetniajg warunek Cy1 > C,. Poprzez zmieszanie tych dwdch
roztworéw mozemy uzyskaé roztwor o stezeniu Cs, znajdujgcym sie w przedziale C1 > C3 > Ca.
Aby obliczy¢ objetosci roztwordw o stezeniach Ci i C, potrzebnych do sporzadzenia
okreslonej objetosci roztworu C3 stosujemy nastepujacy schemat:



C1 G-C

Cs

G Ci—-Gs

Na podstawie tego diagramu mozna zapisa¢ nastepujaca zaleznosé:

h_oGT% (7)
R; C1—C3

gdzie: R1i R2—liczba czesci roztwordw o stezeniu C1i Cy;

Ci1, C2, C3—stezenia roztwordw wyjsciowych C; i C; oraz roztworu koncowego Cs.

Wartosci R1 i R, mozemy odczytac bezposrednio z diagramu:

C1 CG-C = Ry = liczba czesci roztworu C;

Cs

C Ci-GCs = Ry = liczba czesci roztworu C;

Przyktad 4:

Oblicz w jakich proporcjach nalezy zmieszaé roztwory 20% i 5% aby uzyskac roztwér 7%.
Ile ml kazdego z roztwordw nalezy odmierzy¢, aby uzyska¢ 500 ml roztworu 7%?

Niech C1 =20%, C2 =5% i C3 = 7%. Korzystajgc z metody krzyzowej uzupetniamy graf:

20 2 C3— C2 = Ry = liczba czesci roztworu C;

5 14 C1—C3 =Ry = liczba czesci roztworu C;




Tak wiec, aby uzyskaé roztwér 7% nalezy zmieszac roztwor 20% i 5% w proporcjach 2 do 14.
Aby obliczy¢ ile ml kazdego z roztwordw nalezy odmierzy¢ do uzyskania 500 ml roztworu 7%
nalezy rozwigzaé nastepujace rownanie:

2x + 14x = 500 ml
16x = 500 ml
x = 31,25 ml

Wartos¢ x jest 1 czescig objetosci koncowej roztworu. Aby przygotowac 500 ml 7% roztworu
nalezy wzig¢ dwie czesci roztworu 20%, czyli 2 x 31,25 ml = 62,5 ml oraz 14 czesci
roztworu 5%, czyli 14 x 31,25 ml = 437,5 ml.

Metode te mozina rowniez stosowa¢ do obliczania proporcji roztworéw przy ich
rozcienczaniu. Wtedy za C, podstawiamy 0% (stezenie rozcieAczanej substancji w
rozcienczalniku).

Przyktad 5:

Opisz jak z 20% wodnego roztworu otrzymac 1200 ml roztworu 8%.

Niech C1 =20%, C2 = 0% i C3 = 8%. Korzystajgc z metody krzyzowej uzupetniamy graf:

20 8 C3—C, =Ry =liczba czesci roztworu Cy

0 12 C1—C3 =Ry = liczba czesci roztworu C;

Tak wiec, aby uzyska¢ roztwor 8% nalezy zmiesza¢ roztwér 20% i wode dejonizowang
w proporcjach 8 do 12.

Aby obliczy¢ ile ml kazdego z roztwordéw trzeba odmierzy¢ do uzyskania 1200 ml
roztworu 8%, nalezy rozwigzaé nastepujace rownanie:

8x + 12x = 1200 ml
20x = 1200 ml
x = 60 ml



Wartos$¢ x jest 1 czescig objetosci koncowej roztworu. Aby przygotowac 1200 ml 8%
roztworu nalezy wzig¢ osiem czesci roztworu 20%, czyli 8 x 60 ml = 480 ml oraz 12 czesci
wody dejonizowanej czyli 12 x 60 ml = 720 ml.

2. Spektrofotometria

Spektrofotometria to dziat analizy chemicznej, w ktorej podstawg ilosciowego i jakosciowego
oznaczania substancji w roztworze jest jej zdolno$¢ do pochtaniania (absorpcji) swiatfa
o okreslonej dtugosci fali, a wiec wykazywanie przez nig zabarwienia — wrazenie barwy
zwigzkoéw chemicznych jest efektem pochtfaniania przez nie fal z pewnych zakreséw swiatfa
widzialnego (VIS). Oprécz substancji barwnych, spektrofotometrycznie mozna oznaczac¢ takze
substancje bezbarwne, jesli wykazujg one zdolnos¢ do absorpcji promieniowania w zakresie
nadfioletowym (UV) lub mozliwe jest ich ilosciowe przeksztatcenie w pochodne barwne lub
absorbujgce UV. Czesto, gdy jedna reakcja nie prowadzi do powstania barwnego produktu
lub absorbujgcego w UV, stosuje sie dodatkowgq reakcje przeksztatcajgcg produkt pierwszej
reakcji w taki produkt korncowy.

—_— —_—
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Ryc. 2.1. llustracja zjawiska absorpcji
Swiatta przez roztwor. Szczegoty w tekscie.

Absorbancja to wielko$¢ fizyczna rowna logarytmowi dziesietnemu stosunku natezenia
Swiatta padajgcego na badany osrodek (np. roztwor) do natezenia Swiatta po przejsciu przez
ten osrodek (Ryc. 2.1):



a=log(*) ()

gdzie:

A — absorbancja [jednostka bezwymiarowa];

lo— natezenie Swiatta padajgcego na osrodek absorbujgcy [Ix];

| — natezenie swiatta po przejsciu przez osrodek absorbujacy [Ix].

Prawo Lamberta-Beera wigze ze sobg wartosci absorbancji i stezenia molowego badanej

substancji:

A = &eCl (2)

gdzie:

A —absorbancja roztworu przy danej dtugosci fali [jednostka bezwymiarowa];

€ — warto$¢ charakteryzujgca substancje — molowy wspodfczynnik absorpcji dla danego

zwigzku przy danej dtugosci fali [M1x cm™];

C - stezenie molowe substancji w badanym roztworze [mol x dm3, M];

[ — dtugos¢ drogi fali Swietlnej przechodzgcej przez roztwér [cm].

Uwagi:

1)

2)

W wiekszosci przypadkédw w pomiarach spektrofotometrycznych stosuje sie milimolowy
wspotczynnik absorpcji €, ktorego jednostka jest MM x cm™. W konsekwencji obliczone
wartosci stezenia molowego substancji sg wyrazone w milimolach na litr [mM];

Jezeli warto$¢ dtugosci drogi Swietlnej () nie jest podana, to domyslnie jest to 1 cm.

W analizie ilosciowej z wykorzystaniem spektrofotometrii stosuje sie dwa gtéwne podejscia

metodyczne:

a)

b)

w przypadku, gdy wspodtczynnik absorpcji (€) badanego zwigzku jest znany, stosuje sie
bezposrednio prawo Lamberta-Beera (réwnanie 2). Nalezy jednak pamietaé, ze wzrost
absorbancji roztworu w zaleznosci od stezenia badanej substancji jest nieliniowy
(przyktad 1, p. nizej). W przypadku, gdy absorbancja badanego roztworu jest wieksza od

1, nalezy badany roztwdr rozcienczyé, zmierzy¢ ponownie jego absorbancje,

a wprowadzone rozcienczenie uwzglednic przy obliczaniu stezenia molowego substanc;ji.

w przypadku, gdy wspotczynnik absorpcji (€) badanego zwigzku jest nieznany, stosuje sie
metode tzw. krzywej wzorcowej, ktéra polega na przygotowaniu serii roztworow



zwigzku chemicznego o znanym stezeniu (roztwory wzorcowe) i zmierzenia ich
absorbancji. Na podstawie uzyskanych danych wykresla sie zalezno$¢ absorbancji od
stezenia (lub zawartosci) substancji — tzw. krzywa wzorcowa, ktéra pozwala
na porownywanie (w obrebie jej prostoliniowego przebiegu) absorbancji substancji
badanej o nieznanym stezeniu z wartosciami absorbancji roztworéw wzorcowych.
Podobnie jak opisano w podpunkcie (a), w przypadku, gdy absorbancja badanej prébki
znajduje sie poza zakresem prostoliniowym krzywej wzorcowej, probke nalezy
rozcienczy¢ i ponownie dokonaé pomiaru absorbancji (przykfad 2, p. nizej).

W przypadku stosowania reakcji barwnej w celu ilosciowego oznaczenia bezbarwnej
substancji, stosujemy metode krzywej wzorcowej. Warunkiem koniecznym jest identyczne
traktowanie (objetos¢ stosowanych odczynnikéw, czas inkubacji itp.) serii roztworéw
substancji wzorcowej oraz badanych probek w trakcie procedury reakcji barwnej. Jezeli
absorbancja badanej prébki znajduje sie poza zakresem prostoliniowym krzywej wzorcowej,

nie mozna rozciencza¢ probki w celu ponownego zmierzenia absorbancji. Takie

postepowanie spowoduje btad pomiaru, poniewaz przy nadmiarze badanej (bezbarwnej)
substancji powstawanie barwnych pochodnych nastepuje zazwyczaj w sposob
niestechiometryczny. Aby poprawnie zmierzyc¢ stezenie badanej substancji nalezy ponownie
wykonac (w identyczny sposdb) reakcje barwng stosujgc mniejszg ilo$¢ badanej (bezbarwnej)
prébki (np. poprzez jej rozcienczenie).

Przyktad 1:

Wykonano pomiary absorbancji przy 420 nm roztwordéw heksacyjanozelazianu(lll) potasu,
K3[Fe(CN)s] o stezeniach w zakresie 0,1-5 mM. Milimolowy wspodtczynnik absorbcji (€) dla
tego zwigzku dla dtugosci fali $wiatta 420 nm wynosi 1,04 mM™ x cm™. W przypadku stezen
ponizej 1 mM (Ryc. 2.2A, p.nizej) dane pomiarowe (czarne kwadraty) pokrywajg sie
z obliczeniami wg réwnania 2 (Ryc. 2.2A, czerwona linia). Natomiast w przypadku stezen
powyzej 1 mM (Ryc. 2.2B, p.nizej) wartosci absorbancji sg znacznie mniejsze (Ryc. 2.2B,
czerwona linia) niz to wynika z prawa Lamberta-Beera (Ryc. 2.2B, niebieska linia); np. dla
stezenia 5 mM zmierzona wartos¢ absorbancji wynosi 3,52 w stosunku do wartosci
oczekiwanej 5,20. Po wykonaniu 10-krotnego rozcienczenia roztworu 5 mM jego
absorbancja wyniosta 0,52 (Ryc. 2.2B, czerwony trdjkat), co jest zgodne z wartoscig
oczekiwanag.



Absorbancja [j.u.]

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Stezenie K,[Fe(CN)¢] [mM]

Absorbancja [j.u.]

0 1 2 3 4 5 6 7
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Ryc. 2.2. Zalezno$¢ pomiedzy absorbancjg przy 420 nm a stezeniem
molowym Ka[Fe(CN)s] dla zakresu stezen 0,1-1 mM (A) oraz 0,1-5 mM (B).



Przyktad 2:

W celu pomiaru zawartosci barwnego zwigzku X w probkach biologicznych zastosowano
metode krzywej wzorcowej. Przygotowano roztwory wzorcowe substancji X w stezeniach od
20 do 220 uM i zmierzono ich absorbancje przy dtugosci fali 540 nm. Na Ryc. 2.3
przedstawiono zaleznos$¢ absorbancji od stezenia dla substancji X (czarne kwadraty).
Z przebiegu punktéw widzimy, ze odcinek prostoliniowy wystepuje w zakresie stezen 20-
140 uM (linia przerywana) i tylko ten fragment moze by¢ wykorzystany do wyznaczania
stezenia substancji X. Na Ryc. 2.3 odtozono dwa punkty pomiarowe dla prébek zawierajgcych
nieznang ilo$¢ substancji X. W przypadku prébki #1 (zielone koto) jej absorbancja (A = 0,2)
znajduje sie w zakresie prostoliniowego odcinka krzywej wzorcowej i stezenie substancji X
mozna odczytaé¢ bezposrednio z wykresu (Cuw = 87 uM). W przypadku prébki #2 (niebieski
trojkat) jej absorbancja (A = 0,34) znajduje sie poza zakresem prostoliniowym krzywej
wzorcowej i nie mozna odczytac stezenia substancji X z wykresu. Aby to zrobi¢, probke #2
nalezy rozcienczy¢, ponownie przeprowadzi¢ reakcje barwng i zmierzy¢ absorbancje, i przy
obliczeniach uwzglednic¢ rozcienczenie.
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Ryc. 2.3. Wyznaczanie stezenia badanej substancji w prébce
metoda krzywej wzorcowej. Szczegdtowy opis w tekscie.



3. Pomiary aktywnosci enzymatycznej

3.1. Jednostki aktywnosci enzymatycznej

Podstawowg jednostkg aktywnosci enzymatycznej jest miedzynarodowa jednostka
aktywnosci enzymatycznej U, ktorej wymiarem jest liczba pumoli powstatego produktu
w ciggu jednej minuty [umol x minl] w warunkach optymalnych i przy wysyceniu enzymu
substratem. Inng wielko$cig charakteryzujagcg aktywnos¢ enzymatyczng bezposrednio
zwigzang z czystoscig preparatu enzymatycznego jest aktywnos¢ wiasciwa. Definiuje sie ja
jako liczbe jednostek aktywnosci enzymatycznej U na 1 mg biatka w preparacie
enzymatycznym [U x mg™].

3.2. Pomiar aktywnosci enzymatycznej

W celu okreslenia aktywnosci enzymu nalezy dobra¢ odpowiednio wysokie stezenie
substratu, tak aby jego ilo$¢ nie byta czynnikiem limitujgcym reakcje. Poniewaz jednostka
aktywnosci enzymatycznej jest zwigzana z uptywem czasu, w celu zmierzenia tej aktywnosci
nalezy wykona¢ od kilku do kilkunastu pomiaréw absorbancji od momentu rozpoczecia
reakcji. Przygotowujgc mieszanine reakcyjng nalezy zmiesza¢ wszystkie jej sktadniki poza
substratem i pozostawi¢ na okofo 1-2 minuty. Takie postepowanie ma na celu:
(i) ustabilizowanie temperatury wszystkich sktadnikdw mieszaniny, tak aby aktywnos¢
enzymu nie byta ograniczona temperaturg; (ii) usuniecie endogennego substratu, ktérego
obecnos¢ bedzie zaburza¢ pomiar aktywnosci. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku
pomiaréw aktywnosci enzymow w lizatach komérkowych.

Przed dodaniem substratu nalezy zmierzy¢ absorbancje w czasie t = 0, aby okresli¢ punkt
odniesienia. Reakcje enzymatyczng rozpoczynamy dodaniem substratu o znanym stezeniu.
Dalsze pomiary absorbancji zaleza od sposobu wykrywania aktywnosci enzymu. Jezeli
jestesmy w stanie okresli¢ bezposrednio zmiany absorbancji jednego z reagentéw, poniewaz
wykazuje on specyficzng absorbcje w zakresie UV-VIS, i znamy stechiometrie reakcji,
mozemy monitorowac zmiany absorbancji (w statych odstepach czasowych) bezposrednio
w kuwecie pomiarowej umieszczonej caty czas w komorze spektrofotometru. Inna
mozliwoscig jest pobieranie okreslonej objetosci préobek mieszaniny reakcyjnej i dodanie
odczynnika, ktéry zahamuje aktywnos$é enzymu, tym samym utrwalajac stezenia reagentow
w danym czasie reakcji. Nastepnie nalezy zmierzy¢ absorbancje prébki i obliczy¢ aktywnos¢
enzymatyczng pamietajac o rozciefnczeniach spowodowanych wprowadzeniem dodatkowej
substancji.

Jezeli zaden z reagentow nie wykazuje specyficznej absorpcji w zakresie promieniowania UV-
VIS, konieczne jest wykonanie (jezeli to mozliwe) reakcji barwnej. W tym celu nalezy
w rownych odstepach czasowych pobiera¢ prébki mieszaniny reakcyjnej i dodawac do nich
odczynnik hamujacy aktywnos¢ enzymu. Nastepnie wykonujemy reakcje barwng i stosujemy
metode krzywej wzorcowe;j.



3.3. Obliczanie aktywnosci enzymatycznej

Dysponujgc wartosciami absorbancji zmierzonymi w trakcie trwania reakcji enzymatycznej,
mozemy wykresli¢ zaleznos$¢ absorbancji od czasu (Ryc. 3.1).
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Ryc. 3.1. Zalezno$¢ zmian absorbancji od czasu dla przyktadowej
reakcji enzymatycznej. Czerwona linia wskazuje poczatkowy
odcinek prostoliniowy reakcji. Wartosci absorbancji zostaty
znormalizowane doOw t = 0.

Nastepnie postepujemy wg ponizszego schematu:

1) z prostoliniowego poczatkowego odcinka wykresu wyznaczamy szybkos¢ poczatkowa
reakcji Vo [A A x min].

2) Stosujgc prawo Lamberta-Beera (lub metode krzywej wzorcowej) obliczamy zmiane
stezenia molowego produktu (uwzgledniajgc stechiometrie reakcji) w ciggu jednej
minuty.

3) Znajac zmiane stezenia molowego na minute [Cw x min?] obliczamy aktywno$¢
enzymatyczng U [umol x min?]. Aby tego dokonaé musimy znaé objeto$¢ mieszaniny
w jakiej zachodzita reakcja.

4) Jezeli znamy zawartos¢ biatka w badanej prébce mozemy policzy¢ aktywnosé witasciwg
[U x mg™].



Obliczanie aktywnosci enzymatycznej ilustrujg ponizsze przyktady.
Przykfad 1:

Badano aktywnos¢ enzymu B-galaktozydazy stosujgc analog substratu ONPG (o-nitrofenylo-
[-D-galaktopiranozyd), ktéry po hydrolizie uwalnia barwny produkt reakcji. Mieszanina
reakcyjna zawierata 50 pl enzymu, a catkowita objetos¢ mieszaniny (wraz z substratem)
wynosita 5 ml. Po dodaniu substratu i wymieszaniu, natychmiast pobrano 1 ml mieszaniny
i dodano do prébdwki zawierajgcej 200 pl 1M weglanu sodu (inhibitor reakcji). Nastepnie co
30 s pobierano po 1 ml mieszaniny reakcyjnej (w sposéb podany powyzej), az do oprdznienia
naczynia reakcyjnego. Nastepnie zmierzono absorbancje pozyskanych pieciu prébek przy
dtugosci fali Swietlnej 420 nm (Ryc. 3.2A). Wiedzac, ze milimolowy wspétczynnik absorpcji
dla barwnego produktu reakcji wynosi 3,5 MM xcm™ oblicz aktywno$¢ badanego enzymu.
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Ryc. 3.2. (A) Wartosci absorbancji zmierzone w trakcie reakcji enzymatycznej

katalizowanej przez PB-galaktozydaze. (B) wyznaczenie poczatkowego
prostoliniowego odcinka reakcji.



Rozwigzanie:

1)

2)

3)

4)

Pierwszym krokiem jest wyznaczenie poczgtkowego prostoliniowego odcinka reakciji.
Na Ryc. 3.2A widzimy, ze przyrost absorbancji jest liniowy przez caty okres
monitorowania reakcji. Wykreslamy wiec linie prosta przechodzacg przez wszystkie
punkty (Ryc. 3.2B) iodczytujemy zmiane absorbancji w ciggu 1 minuty. Wynosi ona
0,238 jednostek absorbancji x min™.

Stosujgc prawo Lamberta-Beera obliczamy zmiane stezenia produktu na minute w
kuwecie pomiarowej:

A =¢Cl
_A
el

0,238
35 x1

C = 0,068 [mM min~1]

Naszym celem jest obliczenie aktywnosci enzymu, ktéry znajdowat sie w komorze
reakcyjnej. Musimy wiec uwzgledni¢ wszystkie rozcienczenia dokonane w trakcie
procedury pomiarowej. W naszym przypadku 1 ml mieszaniny reakcyjnej byt dodawany
do 200 pl weglanu sodu. DokonaliSmy wiec rozcienczenia 1,2 razy. Musimy je
uwzgledni¢ w obliczeniach:

C =0,068 x 1,2 [mM min1]
C = 0,082 [mM min~1]
Powyzsza wartos$¢ jest zmiang stezenia produktu na minute w mieszaninie reakcyjne;j.

Kolejnym krokiem jest przeliczenie powyzszego wyniku na jednostke U [umol x min™].
W wymiarze jednostki U wystepuje liczba moli, a nie stezenie molowe. Musimy wiec
uwzgledni¢ objetos¢, w jakiej zachodzita reakcja. W tym przypadku jest to 5 ml.
Z definicji stezenia molowego wiemy, ze roztwoér o stezeniu 1 M zawiera 1 mol
substancji w 1 dm3,

W tym przypadku, jezeli:

0,082 mmol znajduje siew 1 dm3

to:

x mmol znajduje sie w 0,005 dm3 (5 ml)

rozwigzujgc powyzszg proporcje otrzymujemy wynik:

0,00041 [mmol X min~'] = 0,41 [umol X min™1]



Jest to aktywnos¢ enzymu znajdujgcego sie w mieszaninie reakcyjnej, czyli w tym przypadku
w 50 pl (0,05 ml) roztworu enzymu.

Aktywnos$¢ enzymu najcze$ciej wyraza sie jako ilosé U x ml?, a wiec w przeliczeniu na mililitry
bedzie to:

0,41 x20=8,2U X ml™!

Przyktad 2:

Oznaczano aktywnos$¢ enzymu — dehydrogenazy mleczanowej (LDH) — w 1 ml frakgcji lizatu
komdrkowego, mierzagc zmiany absorbancji NADH (jednego z reagentéw) w czasie przy
340 nm. Reakcje wykonano dla 20 pl lizatu, a catkowita objetos¢ kuwety wynosita 2 ml. Jaka
jest aktywnosc¢ catkowita i wiasciwa badanej frakcji lizatu, jesli stwierdzono, ze 20 pl lizatu

zawiera 30 pg biatka? Milimolowy wspétczynnik absorbcji dla NADH ¢ = 6,22 mM™ cm™.
Wyniki wyraz w jednostkach U.

Czas [min] 0 1 2 3 4 5 6

Absorbancja | 0,020 0,144 0,280 0,394 0,520 0,560 0,600

Rozwigzanie:

1) Wykreslamy zaleznos¢ absorbancji od czasu (Ryc. 3.3). Widzimy, ze odcinek prostoliniowy
obejmuje 4 pierwsze minuty reakcji. Na podstawie tego odcinka obliczamy zmiane
absorbancji w ciggu 1 minuty. Wynosi ona 0,125 jednostek absorbancji x min™.
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Ryc. 3.3. Wartosci absorbancji zmierzone w
trakcie reakcji enzymatycznej katalizowanej
przez LDH.




2)

3)

4)

5)

6)

7)

Stosujagc prawo Lamberta-Beera, obliczamy zmiane stezenia produktu na minute
w kuwecie pomiarowe;j:

A =¢Cl
_A
el

_ 0,125
6,22 x1

C = 0,02 [mM min™1]

Reakcja byfa prowadzona bezposrednio w kuwecie. Nie dokonano wiec zadnych
rozcienczen i wobec tego wartosc:

C = 0,02 [mM min™1]
jest zmiang stezenia produktu na minute w mieszaninie reakcyjne;j.

Kolejnym krokiem jest przeliczenie powyzszego wyniku na jednostke U [umol x min].
W wymiarze jednostki U wystepuje liczba moli a nie stezenie molowe. Musimy wiec
uwzglednic objetos¢, w jakiej zachodzita reakcja. W tym przypadku jest to 2 ml. Z definicji
stezenia molowego wiemy, ze roztwér o stezeniu 1M zawiera 1 mol substancji w 1 dm3.

W tym przypadku, jezeli:

0,02 mmol znajduje siew 1 dm3

to:

x mmol znajduje sie w 0,002 dm3 (2 ml)

rozwigzujgc powyzszg proporcje otrzymujemy wynik:

0,00004 [mmol x min~t] = 0,04 [umol X min™1]

Jest to aktywnos¢ LDH w lizacie dodanym do mieszaniny reakcyjnej, czyli w tym
przypadku w 20 pl.

Aby obliczy¢ catkowitg aktywnos$é enzymu we frakcji lizatu (= 1 ml), nalezy pomnozy¢
aktywnos$¢ w kuwecie (dla 20 pl lizatu) przez 50:

0,04 x50=2U0

Aby obliczy¢ aktywnos$¢ witasciwg LDH w lizacie nalezy najpierw obliczy¢é catkowitg

zawartos¢ biatka we frakgji lizatu. Wiemy, ze w 20 pl lizatu znajduje sie 30 ug biatka. Tak
wiec w 1 ml bedzie to:

30 ug X 50 = 1500 ug = 1,5mg

Aktywnos$¢ wtasciwa to aktywnosc catkowita frakcji dzielona przez catkowitg zawartos¢
biatka [U x mg™]. W tym przypadku bedzie to:

2U+15mg=133Uxmg!



3.4. Wyznaczanie parametréw kinetycznych enzymow

W reakcjach chemicznych katalizowanych przez enzymy proces przeksztatcania substratu (S)
w produkt (P) przebiega z utworzeniem kompleksu ES, gdzie E oznacza czgsteczke enzymu.
Pojawienie sie katalizatora (E) powoduje, ze w stanie znacznego oddalenia uktadu od stanu
rdwnowagi oraz przy stezeniu substratu [S] znacznie wyzszym od stezenia enzymu [E]
szybkos$¢ reakcji jest zalezna od stezenia kompleksu enzym-substrat [ES]. W takim przypadku
najprostsza reakcja enzymatyczna (jednoczgsteczkowa) przebiega wedtug podanego nizej
schematu:

E+S:<:i§ES SE4p

W zwigzku z tym, ze reakcja oddalona jest od stanu réwnowagi mozna przyja¢, ze reakcja
jest nieodwracalna, tzn. etap tworzenia produktu P zwigzany jest z wytgcznie z rozpadem
kompleksu ES opisanym statg rownowagi k+>. Poniewaz w uktadzie stezenie [S] jest znacznie
wyzsze niz stezenie [E], rozpad i powstawanie kompleksu, mimo ciggtego przeksztatcania S
- P, jest procesem odwracalnym, opisanym statymi ki i k.1. State stezenie kompleksu [ES]
powoduje, ze szybkos¢ reakcji V tez jest stafa.

Opis takiego przebiegu reakcji przedstawia Ryc. 3.4. W czasie trwania kazdej reakcji
enzymatycznej mozna wyroznic trzy fazy. Pierwsza z nich, faza prestacjonarna (I) trwa krétko
(ms-s) i rozpoczyna sie z chwilg dodania enzymu do mieszaniny inkubacyjnej. Nastepuje
wtedy szybkie tworzenie kompleksu enzym-substrat ES i spadek stezenia wolnego enzymu E.
Druga faza, stacjonarna (IlI) trwa wystarczajgco dtugo, aby mozliwy byt pomiar szybkosci
reakcji metodami  powszechnie stosowanymi w laboratoriach  biochemicznych.
Charakterystyczne cechy fazy stacjonarnej to: stata szybkos$¢ reakcji, state stezenie
kompleksu ES i enzymu E. Gdy stezenie substratu obnizy sie na tyle, ze zacznie obnizac¢ sie
stezenie kompleksu ES i spada szybkos¢ reakc;ji, zaczyna sie trzecia, poststacjonarna (1) faza
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Ryc. 3.4. Zmiany stezenia substratu [S], produktu [P], wolnego enzymu [E] i kompleksu
enzym-substrat [ES] w czasie trwania jednosubstratowej reakcji enzymatycznej.
Fazy reakcji enzymatycznej: | - prestacjonarna, Il - stacjonarna, Il - poststacjonarna.



reakcji.

Opisany przebieg reakcji enzymatycznej sformalizowali Michaelis i Menten (stad kinetyka
M-M), a pdzniej uzupetnili Briggs i Halden. Dzieki ich badaniom byto mozliwe zdefiniowanie
statych kinetycznych: statej Michaelisa (Kw) i szybkosci maksymalnej (Vmax). Pozwolito to na
wprowadzenie rownania (1) opisujgcego zaleznos¢ szybkosci reakcji od stezenia substratu S.
Zastosowanie definicji szybkosci poczatkowej Vo pozwolito odnies¢ tg zalezno$¢ do
poczatkowych stezen substratu [So], co jest bardzo przydatne ze wzgledu na praktyke
laboratoryjng. Scalona postaé¢ réwnania, zwanego réwnaniem Michaelisa-Menten (1) ma
postac:

— Vmax [Slg
Vi [Slp + Km @)

gdzie:

Vo — szybko$é poczatkowa reakcji [umol x min];
Vmax — szybko$¢ maksymalna reakcji [umol x min];
[S]o— stezenie poczatkowe substratu [uM];

Km— stata Michaelisa [uM].

Wyznaczenie statych kinetycznych enzymu wymaga zmierzenia, w fazie stacjonarnej reakgc;ji,
szybkosci poczatkowej reakcji enzymatycznej (Vo) przy znanych wartosciach poczatkowych
stezen substratu ([S]o). Zakres stezen [S]o musi by¢ odpowiednio dobrany, tak aby zawierat
zarowno stezenia bardzo niskie jak i wysycajace zastosowang ilos¢ enzymu. Wyznaczanie
szybkosci poczatkowej reakcji enzymatycznej opisano w rozdziale 3.3.

Na Ryc. 3.5 przedstawiono graficzng reprezentacje réwnania (1) okreslang jako krzywa
Michaelisa-Menten (M-M).

Vo

A

max

172V,
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Ryc. 3.5. Krzywa Michaelisa Menten. Czarne punkty przedstawiaja zmierzone wartosci
szybkosci poczatkowych Vo dla réinych poczatkowych stezed [S]o. Czerwona linia
przedstawia hiperbole dopasowang do danych eksperymentalnych. Linie przerywane
okreslajg graficzng metode odczytu statych kinetycznych Kwv i Vimax.



Doktadne wyznaczenie wartosci Kv i Vmaxz przebiegu hiperboli jest trudne ze wzgledu na
nieliniowy przebieg krzywej — w szczegdlnosci btedne odczytanie wartosci Vmax bedzie
prowadzi¢ do nieprawidtowego wyznaczenia wartosci Km. Dlatego do dokfadniejszych
obliczen stosuje sie przeksztatcenia rownania Michaelisa-Menten (1) z zaleznosci
hiperbolicznej w prostoliniowa. Najczesciej stosowana jest metoda Lineweavera-Burke'a (2),
gdzie zastosowano odwrotnosc réwnania Michaelisa-Menten:

(2)

gdzie:
wyjasnienia skrétéw przy réwnaniu (1)

Aby uzyskac wykres Lineweavera-Burke'a (Ryc. 3.6) nalezy obliczy¢ wartosci odwrotnosci
stezen poczatkowych substratu (1/[S]o) oraz odwrotnosci szybkosci poczgtkowych (1/Vo).
Nastepnie odktadamy na osi X wartosci 1/[Slo, a na osi Y wartosci 1/Vo. Wyznaczone punkty
XY pozwalajg na wykreslenie prostej regresji, ktéra w miejscu przeciecia z osig rzednych Y
wyznacza wartos$¢ 1/Vmax, @ W miejscu przeciecia z osig odcietych X wartos¢ -1/Km (Ryc. 3.6).
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Ryc. 3.6. Wykres Lineweavera-Burke'a dla danych przedstawionych na ryc. 3.5. Czarne
punkty przedstawiajg wartosci 1/[S]o i 1/Vo obliczone dla wartosci z ryc. 3.5. Czerwona
linia przedstawia linie prostg dopasowang do danych eksperymentalnych. Strzaftki
wskazujg punkty przeciecia z osiami uktadu wspodfrzednych oraz ich znaczenie dla
odczytania wartosci statych kinetycznych Km i Vimax.

Przyktad nr 1
Do kuwety pomiarowej o objetosci 2 ml zawierajacej odpowiednig mieszanine reakcyjna

dodano enzym — dehydrogenaze mleczanowgq (LDH) i pozostawiono na 1 minute preinkubacji.
Nastepnie dodano substrat (pirogronian) i mierzono zmiany absorbancji NADH (jednego z
reagentéw) w czasie przy 340 nm. Pomiary wykonano dla siedmiu stezen pirogronianu w



zakresie 0,01 — 0,3 mM. Wyznacz parametry Km i Vmax dla tego enzymu. Milimolowy
wspdtczynnik absorpcji dla NADH € = 6,22 mM™ cm™,

Tabela 3.1. Wystandaryzowane (do wartosci 0 w to = 0 min) zmiany wartosci absorbancji przy
340 nm w trakcie reakcji enzymatycznej dla réznych stezen poczgtkowych substratu

Czas reakcji [min]

frf:/le]”ie poczatkowe So | 0,25 0,5 0,75 1 1,25 1,5
0,3 0 -0,036 -0,073 -0,108 -0,142 -0,178 -0,208
0,2 0 -0,037 -0,067 -0,099 -0,128 -0,158 -0,187
0,1 0 -0,029 -0,052 -0,074 -0,096 -0,119 -0,141
0,075 0 -0,028 -0,049 -0,068 -0,090 -0,111 -0,130
0,05 0 -0,022 -0,037 -0,054 -0,070 -0,084 -0,099
0,02 0 -0,009 -0,019 -0,026 -0,035 -0,042 -0,049
0,01 0 -0,007 -0,014 -0,016 -0,019 -0,023 -0,027
Rozwigzanie:

1) Pierwszym krokiem jest wykreslenie zmian absorbancji w zaleznosci od czasu dla
wszystkich badanych stezen. W tabeli podano wystandaryzowane (do wartosci 0 w to = 0
min) wartosci absorbancji (mozna réwniez wykresli¢ zarejestrowane wartosci absorbancji
—zmiany absorbancji bedg identyczne) Na ryc. 3.7A przedstawiono dane z tabeli 3.1

2) Nastepnie wykres$lamy poczatkowy odcinek prostoliniowy dla kazdego stezenia
poczatkowego substratu (Ryc. 3.7B). W omawianym przyktadzie przez caty czas pomiaru
(0-1,5 minuty) spadek absorbancji jest liniowy — mozemy wiec wyznaczy¢ szybkosé
poczagtkowg reakcji z zakresu czasowego 0-1,5 minuty. Jezeli poczatkowy odcinek
prostoliniowy jest krétszy nalezy to uwzgledni¢ w obliczeniach (zobacz réwniez rozdziat
3.3)

3) Z poczatkowych odcinkéw prostoliniowych wyznaczamy zmiane absorbancji na minute
(abs x mint), a nastepnie, korzystajgc z prawa Lamberta-Beera, wyznaczamy szybkosé
poczatkowg reakcji Vo [umol x min'] (zobacz réwniez przyktad 2 w rozdziale 3.3). Wyniki
przedstawiono w tabeli 3.2.
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Ryc. 3.7. (A) Zmiany absorbancji w zaleznosci od czasu; (B) wyznaczanie poczatkowych
odcinkéw prostoliniowych.

Tabela 3.2. Zmiany absorbancji na minute oraz szybkos¢
poczatkowa dla réznych stezen poczatkowych substratu
So Zmiana absorbancji | Szybkos¢ poczatkowa
[mM] [abs x min™] [umol x min]
0,300 0,141 0,045

0,200 0,127 0,041

0,100 0,096 0,031

0,075 0,089 0,029

0,050 0,068 0,022

0,020 0,034 0,011

0,010 0,019 0,006

Obliczenia dla stezenia 0,3 mM (dokfadne objasnienia w przyktadzie 2 w rozdziale 3.3):

A =eCl c=12 c=24 C = 0,0227 [mM min~!]

el 6,22 X1

Jezeli 0,02 mmol znajduje sie w 1 dm3
to:
x mmol znajduje sie w 0,002 dm3 (2 ml = objeto$¢ kuwety)

rozwigzujgc powyzszg proporcje otrzymujemy wynik:
0,000045 [mmol x min~1] = 0,045 [umol X min™!]



Obliczona wartos¢ to szybkos¢ poczatkowa reakcji Vo dla stezenia poczatkowego
substratu So = 0,3 mM. Obliczenia dla pozostatych stezen substratu wykonujemy w
analogiczny sposob.

4) Majac peten zestaw par So, Vo mozemy wykresli¢ krzywa Michaelisa-Menten (Ryc. 3.8).
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Ryc. 3.8. (A) Krzywa Michaelisa-Menten dla punktéw eksperymentalnych; (B) dopasowanie
krzywej hiperbolicznej (kolor pomaranczowy) do danych eksperymentalnych (niebieskie
punkty). Czerwona linia przerywana wskazuje wartos¢ Vmax; czarna linia przerywana
pozioma wskazuje wartos¢ %2 Vmax; €zarna linia przerywana pionowa wskazuje wartos¢ K.

5) Widzimy, ze wartosci Vmax (@ w efekcie rowniez wartosci Kv) odczytane z wykreséw na
rycinie 3.8A i B znaczgco sie réznig. Wynika to z trudnosci poprawnego dopasowania (bez
uzycia odpowiedniego oprogramowania) krzywej hiperbolicznej do punktéw
eksperymentalnych. Aby doktadnie wyznaczy¢ wartosci Km i Vmax nalezy przeprowadzié
linearyzacje krzywej M-M np. metodg Lineweavera-Burke'a. W tym celu nalezy najpierw
obliczy¢ odwrotnosci So, Vo (Tabela 3.3).

Tabela 3.2. Dane do wyznaczenia parametréw K i Vimax
metoda Lineweavera-Burke'a.

So Vo 1/50 1/V0

[mM] [umol x min?] | [mM7] [min x umol ]
0.300 0.045 3.33 22.0
0.200 0.041 5 24.5
0.100 0.031 10 32,5
0.075 0.029 13.33 35.0
0.050 0.022 20 456

0.020 0.011 50 92.7
0.010 0.006 100 160.8




6) Majac peten zestaw par 1/So, 1/Vo mozemy wykonaé wykres Lineweavera-Burke'a (Ryc.
3.9).
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Ryc. 3.9. (A) wykres Lineweavera-Burke'a dla punktéw eksperymentalnych; (B)
dopasowanie linii prostej (kolor czerwony) do danych eksperymentalnych (niebieskie
punkty). Punkty przeciecia z osiami X i Y umozliwiajg wyznaczenie odpowiednio Ky i Vmax;

7) Punkty przeciecia z osiami X i Y umozliwiajg wyznaczenie odpowiednio Ky i Vmay;

Punkt przeciecia z osig X =-1/Km =-11,95 -> Kwv=0,0836 mM = 83,6 uM
Punkt przeciecia z0sig Y = 1/Vmax = 17,3 ->  Vmax = 0,058 umol x min?




4. Wirowanie

Wirowanie to proces wykorzystujacy dziatanie sity odsrodkowej do rozdzielania mieszanin
niejednorodnych np. ciat statych z cieczami. W biologii, biochemii i biologii molekularnej
wirowanie jest skuteczng i powszechnie stosowang metodg do rozdzielania komoérek,
organelli i makroczgsteczek. Proces rozdziatu nastepuje poprzez wprowadzenie mieszaniny
w ruch obrotowy — czgstki poruszajgc sie po okregu o okreslonym promieniu podlegaja
dziataniu przyspieszenia odsrodkowego, co powoduje ich osadzanie (sedymentacje).
Szybkos¢ sedymentacji czgstki jest zalezna od jej masy, ksztattu i gestosci. Im wieksza masa
i gestos¢ czastki, tym mniejsze przyspieszenie odsrodkowe jest niezbedne do jej
sedymentac;ji.
Proces wirowania prowadzi sie w urzadzeniach zwanych wiréwkami, napedzanych silnikiem
elektrycznym o regulowanej szybkosci obrotéw. W komorze wirdwki znajduje sie potagczony
z silnikiem rotor, w ktérym umieszcza sie pojemniki (probowki) zawierajgce rozdzielang
mieszanine. Wirdwki mogg by¢ wyposazone w system chtodzenia, ktéry jest niezbedny przy
wirowaniu prébek wrazliwych na wysokg temperature. W laboratoriach biochemicznych
najczesciej spotykanym typem rotora jest rotor statokatowy, w ktoérym probdéwka jest
umieszczona pod statym katem (wartosci kata mieszczg sie najczesciej w zakresie 45-60°)
w trakcie catego procesu wirowania. Wypetnione probdéwki wirdwkowe muszg by¢ szczelnie
zamkniete, mie¢ takg sama mase (po napetnieniu probkg) oraz nalezy je rédwnomiernie
rozmiesci¢ w rotorze np. dwie probowki o takiej samej masie umieszczamy naprzeciwko
siebie.
Po zakonczeniu klasycznego procesu wirowania otrzymujemy: (a) osad, zawierajgcy czastki,
ktore ulegty sedymentacji przy zastosowanym przyspieszeniu odsrodkowym; (b) supernatant,
czyli ciecz znajdujgcy sie nad osadem. W zaleznosci od rodzaju prébki osad uzyskany po
wirowaniu moze miec rézng barwe i konsystencje — im bardziej zwarty osad, tym fatwiej
oddzieli¢ go od supernatantu (np. poprzez dekantacje lub odciggniecie supernatantu pipetq).
W praktyce laboratoryjnej mozina spotka¢ dwa sposoby okreslania przyspieszenia
odsrodkowego:
a) liczba obrotéw na minute = RPM (ang. revolutions per minute), jest to liczba obrotéw
wykonywana przez rotor w ciggu minuty,
b) wzgledna sita odsrodkowa = RCF (ang. relative centrifugal force), jest to wielokrotnos¢
przyspieszenia ziemskiego g.
Wartosci RPM i RCF nie sg sobie liczbowo réwne, poniewaz wraz ze wzrostem promienia
rotora rosnie rowniez przyspieszenie odsrodkowe. W opisach procedur spotykamy zazwyczaj
wartosci RCF, natomiast w wiréwkach nastawianym parametrem jest zazwyczaj wartos¢
RPM. Znajac jedng z tych wartosci oraz promien rotora mozemy dokonaé przeliczenia
wedtug ponizszego wzoru:

RCF = 1,12 RPM
= e xTX (1000)

gdzie:

RCF — wzgledna sita odsrodkowa [wielokrotnos¢ g];
r—promien rotora [mm];

RPM - liczba obrotéw na minute [min™].



Dwa gtéwne zastosowania wirowania w biochemii to:

a) Oddzielanie wytragconych makroczasteczek
W trakcie procedur izolacji np. biatek, kwaséw nukleinowych, substancji
drobnoczgsteczkowych wykorzystuje sie réznice w rozpuszczalnosci okreslonych grup
zwigzkéw w réznych rozpuszczalnikach. Np. dodanie acetonu powoduje wytrgcenie
z roztworu biatek, ktére mozna osadzi¢ za pomocg wirowania.

b) lzolacja organelli komdrkowych
Podstawowg metodg izolacji organelli jest wirowanie réznicowe zhomogenizowanej
tkanki (zwierzecej/roslinnej). Polega ono na stosowaniu coraz wiekszych predkosci
obrotowych wiréwki, czyli zwiekszaniu przyspieszenia odsrodkowego, co umozliwia
kolejno osadzenie jader, chloroplastéw (komdrka roslinna), mitochondridw oraz frakcji
mikrosomalnej (aparat Golgiego, retikulum endoplazmatyczne, plazmalemma, tonoplast),
pozostawiajgc ostatecznie cytozol w supernatancie. Organella te rdznig sie
wspotczynnikami sedymentacji i odpowiedni dobdér szybkosci obrotowych i czasow
wirowania umozliwia ich separacje.

Tabela 1. Warunki optymalne do uzyskania okreslonych organelli metodg wirowania
réznicowego

Przyspieszenie odsrodkowe

. 4 Czas wirowania [min
[wielokrotnosc g] [min]

Jadra* 600 5

Chloroplasty 2000 10
Mitochondria 10 000 20
Frakcja mikrosomalna 50 000 30

* w przypadku komdrek rosdlinnych, w szczegdlnosci izolowanych z lisci, w celu uzyskania
jader komdérkowych homogenat nalezy wirowac przy przyspieszeniu 200 g przez 2 min,
aby uniknac zanieczyszczenia frakcjg chloroplastowa.

Metoda ta jednak nie pozwala na uzyskanie bardzo czystej frakcji okreslonego organellum.
Czastki biologiczne moga tworzy¢ agregaty (ztozone z jednakowych czastek lub ich
mieszanin) posiadajgce inne parametry fizyczne, wptywajace na wspdtczynnik sedymentacji.
W efekcie agregaty czastek znajda sie w innej frakcji niz same czastki (gdyby nie utworzyty
agregatow), co powoduje zanieczyszczenie frakcji. Aby temu zapobiec, nalezy tak
zoptymalizowac proces izolacji, aby zminimalizowaé procesy agregacji (np.: filtrowanie,
dodatek niewielkiej ilosci delikatnych detergentéw). Do uzyskania czystych preparatéw
organelli frakcje uzyskane metodg wirowania rdéznicowego nalezy poddac¢ procedurze
oczyszczania (patrz ponizej), ktérej wybdr zalezy gtéwnie od rodzaju izolowanego organellum,
a takze od celu, w ktérym zostanie ono wykorzystane.

Bardziej skomplikowane metody wirowania obejmujg ultrawirowanie (wirowanie przy
wzglednej sile odsrodkowej >50000g) w gradiencie gestosci, zwane takie wirowaniem
zonalnym (strefowym). Gradient moze by¢ uformowany z roztworéw cukréw (najczesciej
sacharozy), polimeréw (Percoll, Ficoll, glikol polietylenowy) lub soli (chlorek cezu) o réznej
gestosci. Odpowiedni dobdr parametréw wirowania w gradiencie gestosci umozliwia nie
tylko otrzymanie organelli o wysokiej czystosci, ale réwniez rozdzielenie biatek czy kwaséw
nukleinowych, a nawet ustalenie ich masy molekularne;.



5. lzolacja biatek

Izolacje biatek rozpoczyna sie od tzw. lizy komérek, czyli otwarcia komodrek, z ktérych
planuje sie oczysci¢ pozgdane biatko. W przypadku komodrek bakteryjnych czesto stosuje sie
sonikacje (rozbijanie komdrek ultradzwiekami), a nastepnie odwirowuje sie resztki (duze
fragmenty komorek lub niezniszczone komorki), otrzymujac klarowny lizat bakteryjny,
zawierajacy wszystkie rozpuszczalne biatka z komdrek bakterii. Inna, tagodna metoda
otrzymywania biatek z komdrek bakteryjnych wykorzystuje trawienie otoczki bakteryjnej
lizozymem i dalej lize komdrek przy pomocy szoku osmotycznego (w buforze hipotonicznym).

Teoretycznie, wysokowydajne systemy bakteryjne pozwalajg uzyskaé ekspresje
rekombinowanego biatka na poziomie nawet 50% wszystkich biatek komorkowych.
W praktyce jednak, poziom syntezy zalezy od cech biologicznych i fizykochemicznych biatka,
np. niektore biatka moga by¢ toksyczne dla bakterii, hamujgc wzrost hodowli.

Osobnym problemem jest rozpuszczalnos¢ biatka. W wielu przypadkach produkowane
biatko ulega akumulacji w formie nierozpuszczalnej, w postaci agregatéow nazywanych
ciatami inkluzyjnymi. Takie "wytrgcone" biatko, po otwarciu bakterii w tagodnych
(natywnych) warunkach pozostanie we frakcji nierozpuszczalnej. Zaréwno poziom ekspresji,
jak i rozpuszczalnos¢ produkowanego biatka mozna modyfikowa¢ zmieniajac wektor, szczep
bakteryjny lub warunki hodowli.

Nawet jesli s3 formowane ciata inkluzyjne, to zwykle czes¢ biatka pozostaje w formie
rozpuszczalnej. Dobierajagc odpowiednio warunki hodowli mozna prébowac¢ zmieniac
proporcje frakcji rozpuszczalnej i nierozpuszczalnej biatka. Ogoélna zasada jest taka, ze wraz
ze spadkiem szybkosci syntezy rekombinowanego biatka zwieksza sie udziat jego formy
rozpuszczalnej w ogolnej puli. Szybkos¢ syntezy mozna zmniejszy¢é m.in. poprzez: obnizenie
temperatury hodowli lub hodowle na podfozu minimalnym w przeciwienstwie do
standardowo uzywanego podfoza petnego. Zwiekszenie napowietrzania hodowli bakteryjnej
w czasie indukcji ekspresji moze takze zapobiegac tworzeniu ciat inkluzyjnych.

W sytuacji, kiedy produkowane biatko, po otwarciu komdrek w warunkach natywnych,
nadal pozostaje we frakcji nierozpuszczalnej, mozna zastosowac procedure jego izolacji
w warunkach denaturujgcych. Najczesciej stosuje sie w tym celu roztwory do lizy,
zawierajace 2-8 M mocznik lub 3-6 M chlorowodorek guanidyny. Jednak, z zatozenia, przy
zastosowaniu czynnikdw denaturujgcych, otrzymuje sie biatko pozbawione swej natywnej
struktury przestrzennej. Aby przywrocié¢ aktywnos¢ biologiczng mozna prébowac
renaturowad biatko in vitro, ale wydajnos¢ renaturacji zalezy od indywidualnych cech biatka
i moze byc¢ bardzo niska. Z tego powodu ekstrakcje w warunkach denaturujacych stosuje sie
zwykle do pozyskiwania biatek do takich celéw, ktéore nie wymagaja zachowania struktury
przestrzennej, np. przy izolacji antygenéw uzywanych nastepnie do otrzymania przeciwciat,
za$ unika sie jej w przypadku, np. biatek enzymatycznych. Z drugiej strony, formowanie ciat
inkluzyjnych moze nawet utatwiac izolacje, poniewaz zagregowane biatko: a) wystepuje
w wysokim stezeniu i tatwo mozna je oczyscié, b) jest chronione przed ewentualng proteoliza



oraz c) wystepujgc w formie nieaktywnej, nawet jesli jest potencjalnie toksyczne, nie hamuje
wzrostu bakterii.

Obecnosc¢ biatka we frakcji nierozpuszczalnej nie zawsze oznacza, ze tworzone sg ciata
inkluzyjne. Hydrofobowe biatka moga wigzac sie silnie z btonami bakteryjnymi, a biatka
obdarzone silnym tadunkiem elektrycznym — z kwasami nukleinowymi. Zwiekszenie
rozpuszczalnosci mozna wéweczas osiggnac przez dodanie do buforu lizujgcego detergentéw
niejonowych, np. Triton X-100 (w pierwszym przypadku) lub przez trawienie kwaséw
nukleinowych nukleazami, np. DNazg | i RNazg A (w drugim przypadku).

Po otrzymaniu lizatu zwykle oczyszcza sie biatko metodami chromatografii kolumnowej,
ktore zostaty szerzej opisane w rozdziale 11.



6. Elektroforeza biatek

Czastka obdarzona wypadkowym fadunkiem elektrycznym porusza sie w polu
elektrycznym. Zjawisko to, zwane elektroforeza, jest powszechnie wykorzystywane m.in. do
rozdzielania biatek i innych makroczasteczek, takich jak DNA i RNA.

Biatka w roztworze wodnym, w pH réznym od ich punktu izoelektrycznego (pl), s3

czasteczkami wykazujacymi tadunek wypadkowy rézny od zera, czyli sg jonami o przewadze
jednego z tadunkéw (w pH powyzej pl sg anionami, w pH ponizej pl sg kationami). Na
kierunek migracji ma wptyw znak jonu, zas na tempo migracji: wielkos¢ fadunku oraz
wielko$é i ksztatt czgstki. W celu rozdzielenia miedzy sobg dos¢ podobnych czastek,
np. biatek lub kwaséw nukleinowych, uwypukla sie réznice w ich wielkosci i/lub ksztatcie
poprzez zastosowanie na ich drodze usieciowania - zelu, utrudniajgcego migracje. Do
rozdziatu biatek najczesciej stosuje sie zel poliakrylamidowy otrzymywany w reakcji
polimeryzacji monomerdw akrylamidu i N, N’-metylenobisakrylamidu.
Najczesciej stosowana metoda elektroforezy biatek to elektroforeza w warunkach
denaturujgcych (SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis),
w ktérej czasteczki biatka poddaje sie catkowitej denaturacji i tworzy sie ich kompleksy
zujemnie natadowanym zwigzkiem. W efekcie, wszystkie one bedga liniowymi anionami, zas
stosunek wielkosci tadunku do wielkosci czastek dla nich wszystkich bedzie staty, a tempo
migracji bedzie zalezec¢ jedynie od ich wielkosci (biatka najmniejsze migruja najszybciej, za$
biatka najwieksze najwolniej).

W elektroforezie SDS-PAGE, standardowy zel sktada sie z dwoch czesci: zelu
rozdzielajgcego, dla ktérego mozna dobraé stezenie w zakresie od 8 do 20% (do rozdziatu
wiekszych biatek stosuje sie niskoprocentowe zele, do rozdziatu mniejszych biatek,
wysokoprocentowe zele; stezenie procentowe liczone jest w stosunku do monomeru
akrylamidu) oraz zelu zageszczajacego o stezeniu 4%, w ktérym znajdowac sie beda kieszonki
na prébki. W celu otrzymania jak najlepszego rozdziatu biatek (rozdzielenia jak najwiekszej
liczby biatek w postaci ostrych prazkéw), oprécz dobrania odpowiedniego usieciowania, czyli
stezenia akrylamidu, nalezy doprowadzi¢ do sytuacji, w ktérej wszystkie biatka w momencie
rozpoczecia rozdziatu bedg zageszczone w jednym miejscu - na poczatku zelu rozdzielajacego
(wszystkie biatka rozproszone w catej naniesionej do kieszonki objetosci, rozpoczng wtasciwg
migracje w tym samym czasie z tego samego punktu). Efekt ten uzyskuje sie poprzez
zréznicowanie wartosci pH zelu zageszczajacego i rozdzielajgcego. Zastosowanie zelu
zageszczajgcego o0 odpowiednim sktadzie pozwala na zwiekszenie objetosci proébki
nanoszonego do kieszonki (studzienki) biatka i jej zageszczenie bez utraty rozdzielczosci
(Ryc. 6.1).
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Rycina 6.1. Schemat przebiegu elektroforezy biatek. Poszczegdlne etapy rozdziatu oznaczone sg jako
to...ts. Rozdzielane biatka sg na ogot bezbarwne. Zageszczenie préobki w pierwszym etapie
elektroforezy (to...t2) widaé¢ po zachowaniu sie catego zabarwionego btekitem bromofenolowym
roztworu. Etapy t; (poczatek rozdzielania sie biatek) i t4 (zakoriczony rozdziat biatek) sg niewidoczne w
trakcie elektroforezy (na schemacie zaznaczone linig przerywang), ale etap t» mozna zaobserwowac
po wybarwieniu biatek np. btekitem brylantowym Coomassie R-250 po zakoriczeniu elektroforezy.
WM — mieszanina biatek wzorcowych o znanej masie czgsteczkowej wyrazonej w jednostkach kDa
(tysigce daltonéw). Czesto stosuje sie jako wzorce biatka przebarwione, ktorych rézne zabarwienie
utatwia ich identyfikacje w zelu. Masy czgsteczkowe biatek 1, 2 i 3 mozna ustali¢ na podstawie
zaleznosci opisanej w tekscie, przy czym mase biatka 3 mozina ustali¢ takie poprzez jego
bezposrednie poréwnanie z masg wzorca migrujgcego w tym samym tempie (bedgcego doktadnie na
tej samej wysokosci w zelu - tutaj 25 kDa). Masy czgsteczkowej biatka 4 nie mozna ustali¢ z duzig
doktadnoscig, bowiem znajduje sie poza zakresem mas uzytych wzorcéw (wiadomo jedynie, iz jest
mniejsza niz 10 kDa). Grubos$¢ prazka 2 wskazuje na wiekszg ilo$¢ tego biatka niz biatek 1 i 3. Grubos¢
prazka 4 moze wskazywac na wiekszg ilos¢ tego biatka niz biatek 1 i 3, ale moze takze wynikaé ze
zjawiska dyfuzji. Dyfuzja, dziatajagc na wszystkie rozdzielane biatka, odpowiada za utrate ostrosci
rozdziatu. W najwiekszym stopniu rzutuje to na rozdziat najmniejszych biatek w danej mieszaninie,
gdyz usieciowanie zelu przeciwdziata dyfuzji wiekszych biatek. Aby osiggnac ostry rozdziat mniejszych
biatek, nalezy uzy¢ zelu o gestszym usieciowaniu, ale wtedy rozdziat wiekszych biatek z danej prébki,
moze w ogdle nie by¢é mozliwy. BB - bfekit bromofenolowy, barwnik uzywany do monitorowania

postepu elektroforezy.

Biatka, ktore maja by¢ poddane rozdziatowi elektroforetycznemu, przed naniesieniem na
zel nalezy zdenaturowad (zniszczy¢ struktury wyzszego rzedu biatka) poprzez dodanie do



mieszaniny biatek odpowiedniego roztworu denaturujgcego i ogrzanie przez 3-5 min w 100°C.
W sktad roztworu denaturujgcego (poza wodga dejonizowang) wchodza: (i) dodecylosiarczan
sodu (SDS; silny detergent anionowy, ktéry denaturuje biatka, opfaszczajac je i nadajac im
ujemny tadunek wypadkowy); (ii) 2-merkaptoetanol (zwigzek tiolowy zrywajgcy mostki
dwusiarczkowe w czasteczkach biatek; (iii) zwigzek buforujacy (zapewniajgcy odpowiednie
pH roztworu); (iv) glicerol (gesta ciecz obcigzajgca prébke, ktéra opada na dno
kieszonki/studzienki); (v) btekit bromofenolowy (barwny zwigzek drobnoczgsteczkowy
stuzagcy do monitorowania postepu elektroforezy).

Po rozdziale, biatka w zelu mozna uwidoczni¢ stosujgc barwniki, ktore tworzg barwne
kompleksy z biatkami. Jednym z najczesciej stosowanych barwnikéw jest btekit brylantowy
Coomassie R-250, ktdry z biatkami tworzy dos¢ trwate kompleksy o niebieskiej barwie.

Mase czasteczkowq biatek oceniamy porédwnujac migracje badanych biatek z migracja
wzorcéw mas czgsteczkowych (mieszaniny biatek o znanych masach) rozdzielonych na tym
samym zelu, korzystajac z zaleznosci prostoliniowej malejgcej miedzy logarytmem
dziesietnym z masy czasteczkowe] biatka a dtugoscia jego drogi w zelu (mniejsze biatka
migrujg szybciej). Zwyczajowo mase czasteczkowg biatek podajemy w kDa (tysigcach
daltonéw), gdzie 1 dalton (Da) réwny jest 1 u (ujednoliconej jednostce masy atomowej)
stosowanej powszechnie w chemii.

Ponizej znajduja sie adresy przyktadowych filmoéw (w jezyku angielskim) w serwisie YouTube,
ktore dotyczg elektroforezy SDS-PAGE:

https://www.youtube.com/watch?v=3CrzY7jb9fQ

https://www.youtube.com/watch?v=IWZN G pC8U

https://www.youtube.com/watch?v=-H8GU 90Gak




7. Oczyszczanie kwasow nukleinowych

W wielu metodach stosowanych do oczyszczania kwaséw nukleinowych wykorzystuje sie ich
szczegllne witasciwosci: dtugos¢ czasteczki i duzy tadunek ujemny. Niezaleznie od metody
stosowanej do oczyszczania kwaséw nukleinowych, nalezy zachowac ostroznos¢, by nie
uszkodzi¢ mechanicznie czgsteczek.

W komdrkach liczne biatka oddziatujg z kwasami nukleinowymi, dlatego kluczowym etapem
w trakcie oczyszczania kwaséw nukleinowych jest skuteczne usuniecie biatek. Oczyszczanie
kwasow nukleinowych (przede wszystkim DNA) mozna podzieli¢ na nastepujgce etapy:

1) homogenizacja materiatu biologicznego: powinna by¢ mozliwie tagodna, poniewaz
fragmentacja kwasow nukleinowych skutkuje obnizeniem wydajnosci ich wytracania, ktére
czesto jest jednym z ostatnich etapdw procedury. Z tego powodu stosuje sie m.in. roztwory
zawierajgce detergenty, dzieki ktérym doprowadza sie do tagodnej lizy komodrek
i uptynnienia otoczki jadrowej (w komdrkach eukariotycznych). Otrzymany w ten sposoéb
ekstrakt komérkowy zawiera kwasy nukleinowe w kompleksie z biatkami.

2) usuniecie biafek: mozna przeprowadzi¢ stosujgc rozpuszczalniki organiczne, najczesciej
mieszanine fenolu i chloroformu. Pod wptywem rozpuszczalnikdéw organicznych biatka
ulegajg denaturacji i wytraceniu. Mozna je skutecznie usung¢ przeprowadzajgc wirowanie,
w wyniku ktérego wytragcone biatka lokalizujg sie na granicy fazy organicznej i wodnej
tworzac tzw. interfaze, zas kwasy nukleinowe pozostajg rozpuszczone w roztworze wodnym.
Inng strategig wykorzystywang do usuniecia biafek jest ich enzymatyczna degradacja. Czesto
stosuje sie proteinaze K, ktéra charakteryzuje sie szeroka specyficznoscig substratowa. Jesli
jest potrzebny bardzo czysty preparat kwasow nukleinowych, mozna réwniez potaczy¢ obie
strategie: enzymatyczng degradacje biatek oraz denaturacje biatek pod wptywem
rozpuszczalnikéw organicznych.

3) wytrgcenie kwaséw nukleinowych: jest stosowane nie tylko w celu usuniecia zwigzkéw
drobnoczasteczkowych, ktdre nie zostaty usuniete na wczesniejszych etapach procedury
oczyszczania kwasow nukleinowych, ale rowniez do zwiekszenia ich stezenia w ostatecznym
preparacie. Warto zwrdci¢ uwage, ze w trakcie wieloetapowej procedury objetos¢ preparatu
rosnie. Wytracenie, a nastepnie rozpuszczenie osadu zawierajgcego kwasy nukleinowe
w okreslonej (czesto matej) objetosci wody lub roztworu wodnego, pozwala otrzymac
roztwor kwaséw nukleinowych o wysokim stezeniu.

Obecnie czesto wykorzystuje sie zestawy do oczyszczania kwaséw nukleinowych z réznych
rodzajéw materiatu biologicznego oferowane przez firmy biotechnologiczne. W takich
zestawach zwykle znajduje sie ztoze chromatograficzne, ktére (i) jest anionitem i wigze DNA
(elucje ze ztoza przeprowadza sie roztworem o duzej sile jonowej) lub (ii) sktada sie
z krzemionki, na powierzchni ktérej adsorbuje sie DNA (w tym przypadku elucje
przeprowadza sie wodg). Warto jednak zwrdci¢ uwage, ze uzytkownik takich zestawoéw nie
ma pefnej wiedzy o skfadzie poszczegdlnych roztworéw oraz wypetniaczach kolumn
dostarczanych przez producenta. Nie zawsze mozna wiec wywnioskowa¢, w jaki sposdb
otrzymuje sie dobrej jakosci preparat kwasu nukleinowego.



8. Powielanie DNA metodg PCR

Dzieki PCR mozliwe jest powielenie wybranego obszaru dfugich czgsteczek DNA. Atutem PCR
jest niezwykfa czutos¢. Teoretycznie wystarczy jedna czgsteczka DNA, by w procesie

przypominajgcym replikacje DNA uzyska¢ duzg ilos¢ wybranego fragmentu DNA

wystarczajagcg do rozmaitych analiz. Z tego powodu technika PCR jest szeroko

wykorzystywana w kryminalistyce do powielenia DNA ze sladowych ilosci materiatu

biologicznego pozostawionego w miejscu
zbrodni.

Do przeprowadzenia reakcji niezbedne s3g
nastepujgce odczynniki i materiaty:

e Matrycowy DNA

e Mieszanina trifosforanéw
deoksyrybonukleozydéw (A, T, Ci G)

e Para starteréw (jednoniciowych DNA
o dtugosci ok. 20 nukleotydow)

e Bufor zapewniajacy optymalne
warunki dla polimerazy DNA

e Polimeraza DNA

Metoda PCR (Ryc. 8.1.)
wielokrotnym powtarzaniu trzech etapdéw

polega na

reakcji: (1) denaturacji matrycowego DNA
pod wptywem wysokiej temperatury (95 °C),
(2) hybrydyzacji starteréw (temperatura
zalezy od sekwencji nukleotydowej starterdéw,
zwykle w zakresie 40-65 °C) i(3) syntezy
DNA przez
(temperatura zalezy od rodzaju polimerazy

DNA, zwykle 68 °C lub 72 °C).

brakujgcej nici polimeraze

Niezwykle wazng role w PCR petnig startery,
poniewaz ich sekwencja decyduje o obszarze
matrycowego DNA ulegajacego powieleniu.
Pare starterow projektuje sie w taki sposéb,
by kazdy znich byt komplementarny do
DNA.
Zapewnia to synteze brakujacych nici DNA

przeciwlegtej nici  matrycowego
przez polimeraze DNA wtgczajacg odpowiedni
trifosforan deoksyrybonukleozydu. w

rezultacie, po pierwszym cyklu PCR z jednej
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Ryc. 8.1. Przebieg PCR. Startery oznaczono literami A i B. Kazdy
z nich hybrydyzuje z komplementarng sekwencja
nukleotydowg, ktéra znajduje sie na przeciwlegtych niciach
DNA. Zapewnia to synteze czasteczek DNA (produktu PCR),
ktérych korce odpowiadaja sekwencji nukleotydowej obu
starterow (po 25. cyklu). Literami F i V oznaczono korice
czasteczki DNA, ktorych sekwencja nukleotydowa jest,
odpowiednio, stata (odpowiadajgca sekwencji startera) i
zmienna (zalezna od przypadkowego miejsca zakonczenia
syntezy DNA). Warto zwrdci¢ uwage, ze konce 5' s3 zawsze
okreslone przez sekwencje nukleotydowgq startera. Dzieje sie
tak ze wzgledu na to, ze polimeraza DNA przeprowadza
synteze DNA wytacznie w kierunku 5' - 3'. Koniec 3' moze
miec okreslong sekwencje nukleotydowg (komplementarng do
sekwencji jednego ze starterdw), jesli matrycg do syntezy
bedzie DNA ograniczony od strony 5' sekwencja startera.



podwodjnej nici DNA powstaja dwie
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Liczba czasteczek DNA

pierwszym cyklu PCR nie sg identyczne (por.

Ryc. 8.1.). Powtdrzenie wyzej wymienionych sof /

trzech etapdw 25 razy skutkuje jednak “r / | caastecal 20 gmionmymi
syntezg ponad 107 czasteczek dwuniciowego T e NP :Mymway:,:A
DNA (z jednej czgsteczki matrycowego DNA) T Nl

(Ryc. 82), ktérych korice okresla po’foienie Ryc. 8.2. Zmiana liczby czasteczek DNA w trakcie PCR. W wielu

k i hvbrvd . . tarterd zrédtach mozna spotkaé opis, wedtug ktérego po n cyklach PCR
Sekwencjl nybrydyzujqcej z parq starterow liczba produktu PCR wzrasta o 2". Warto zwrdéci¢ uwage, ze

uiytych podczas PCR matrycowy DNA pozostaje obecny w mieszaninie reakcyjnej
przez caty czas trwania PCR i w kazdym cyklu powstaje taka sama
liczba produktéw o zmiennych koncach 3' (V). Po 25 cyklach PCR

Od drugiego cyklu PCR role matrycy jiba nowo syntetyzowanych czasteczek ze statymi korcami 3'
speniajg  takze  caasteczki  bedace [t vie i i s ot o iy
produktem poprzedniego cyklu. Warto  zaniedbywalna.

zwrocié¢ uwage, ze kazdy cykl rozpoczyna sie denaturacjg matrycowego DNA w temperaturze
95 °C. Z tego powodu polimeraza DNA stosowana w PCR pochodzi z organizméw
termofilnych. Powszechnie wykorzystywana jest polimeraza Taq (z bakterii Thermus
aquaticus — temperatura syntezy 72 °C) oraz polimeraza Pfu (z archeona Pyrococcus furiosus

—temperatura syntezy 68 °C).

9. Elektroforeza DNA w zelu agarozowym

Czasteczki DNA zwykle poddaje sie elektroforezie w zelu agarozowym. Najczesciej stosuje sie
stezenia agarozy wahajgce sie miedzy 0,8% a 2,0% w buforze TAE (w/v) zapewniajgcym
przeptyw pradu przez zel, stata wartos¢ pH, a takze minimalizujgcym aktywnosé nukleaz
(dzieki obecnosci EDTA kompleksujacego dwuwartosciowe kationy bedgce kofaktorami tych
enzymow). Stezenie Zzelu zalezy od wielkosci czgsteczek DNA poddawanym rozdziatowi.
Czasteczki DNA mniejsze niz 50 pz mozna rozdziela¢ réwniez w zelu poliakryloamidowym.
Niezaleznie do rodzaju zelu, z uwagi na fadunek ujemny czasteczek DNA, ich migracja
przebiega od elektrody ze znakiem ujemnym w kierunku elektrody ze znakiem dodatnim.

Sledzenie postepéw elektroforezy umozliwiaja barwniki natadowane ujemnie, ktére dodaje
sie do preparatow DNA przed rozpoczeciem elektroforezy. Do najczesciej stosowanych
brawnikéw naleza: oranz G i btekit bromofenolowy migrujace jak czasteczki DNA o wielkosci,
odpowiednio, 50 pz i 500 pz.

Niezaleznie od rodzaju zelu uzytego do rozdziatu DNA, jego uwidocznienie w zelu wymaga
zastosowania barwnikéw wnikajacych do przestrzeni miedzy poszczegdlnymi parami zasad
w dwuniciowe]j czasteczce DNA. Najczesciej stosuje sie w tym celu bromek etydyny, ktory
wzbudzony promieniowaniem UV w kompleksie z czgsteczkg DNA emituje swiatto o dtugosci



fali 590 nm (kolor pomaranczowo-ceglany). Ze wzgledu na wtasciwosci interkalujgce, bromek
etydyny jest zaliczany do niebezpiecznych dla zdrowia mutagendw. Dtugotrwata ekspozycja
na promieniowanie UV rowniez nie jest wskazana. Podczas obserwacji wynikow
elektroforezy DNA nalezy wiec zachowad szczegdlng ostroznos¢ zakfadajac rekawiczki oraz
stosujgc odpowiednie ostony wykonane ze szkta akrylowego. W ostatnich latach coraz
czesciej stosuje sie barwniki mniej szkodliwe niz bromek etydyny, np. SYBR Green, ktory
wzbudzany jest niebieskim Swiattem i w kompleksie z DNA emituje Swiatto w kolorze
zielonym.

10. Spektrofotometryczna ocena ilosci i jakos$ci kwaséw nukleinowych

Zasady azotowe, wchodzace w sktad nukleotyddéw, wykazujg charakterystyczny szczyt
absorbancji promieniowania UV przy dtugosci fali ok. 260 nm. Cecha ta czesto
wykorzystywana jest do stwierdzenia obecnosci kwaséw nukleinowych (a takze wolnych
zasad azotowych, nukleozyddéw lub nukleotyddéw) w preparatach pochodzenia biologicznego.
Z uwagi na to, ze aminokwasy aromatyczne wchodzace w skfad biatek wykazujg szczyt
absorbancji przy dtugosci fali 280 nm, ustalajgc stosunek Azeo/Azs0 mozna ocenié¢ jakos¢
preparatu kwasow nukleinowych (stopien zawartosci biatek w preparacie).

Stosunek wspodtczynnika absorpcji €260/€280 dla kwaséw nukleinowych wynosi ok. 2,0 (tzn.
Swiatto o dtugosci fali 260 nm jest dwa razy wydajniej pochtaniane niz Swiatto o dtugosci fali
280 nm). W praktyce, wolny od zanieczyszczert dwuniciowy DNA ma wartos¢ wspétczynnika
Azeo/A2s0 rowng 1,8, czysty RNA okoto 2,0, natomiast ten sam stosunek dla biatek wynosi
ok.0,57. Im wieksza zawarto$¢ biatek w preparacie, tym warto$¢ Azeo/A2s0 maleje, az
w roztworze biatek catkowicie pozbawionym kwaséw nukleinowych stosunek ten powinien
wynies¢ ok. 0,57.

Innym parametrem stosowanym do oceny jakosci preparatu kwaséw nukleinowych jest
stosunek Azeo/A230. Na przyktad, EDTA, fenol i chlorowodorek guanidyny wykazuja
stosunkowo duzg zdolnos¢ do absorpcji swiatta o dtugosci ok. 230 nm, dlatego ustalenie
stosunku Azeo/A230 moze by¢ przydatne w ocenie czystosci preparatow kwasow
nukleinowych. Jesli znajdujg sie znaczne ilosci wyzej wymienionych zwigzkéw, wartos¢ ta
bedzie mniejsza. Zanieczyszczony preparat DNA moze nie nadawac sie do dalszych reakcji
enzymatycznych.

Oznaczenie obu parametrow jest szczegdlnie wazne, jesli w trakcie oczyszczania kwasow
nukleinowych zostat uzyty fenol. Fenol i jego zwigzki moga wptywac na obnizenie zaréwno
Azs0/A2s0 jak i Azeo/A230. Wykorzystujgc metody spektrofotometryczne mozna przekonac sie,
czy udato sie skutecznie usungc te zwigzki i otrzymac dobrej jakosci preparat kwasow
nukleinowych.

Wiadomo, ze Ao = 1 obserwuje sie dla roztworéw: dwuniciowego DNA o stezeniu 50 pg/ml,
jednoniciowego DNA o stezeniu 33 pg/ml i RNA o stezeniu 40 pg/ml. Dzieki temu,
stosunkowo fatwo mozna obliczy¢ stezenie kwaséw nukleinowych w danej prébie jedynie na



podstawie odczytanej wartosci absorbancji. Nalezy jednak pamietaé, ze stezenie molowe
zalezy od liczby zasad azotowych wchodzacych w skfad jednej czasteczki kwasu
nukleinowego. Przy takim samym stezeniu wagowym roztwor zawierajacy krétkie czgsteczki
kwasu nukleinowego (np. plazmidowy DNA) bedzie miat wyzsze stezenie molowe niz roztwoér
zawierajacy bardzo dtugie czasteczki (np. DNA z chromosoméw eukariotycznych).

Absorbancja roztworéow kwasow nukleinowych nie jest jednak prostg sumg absorbancji
zasad azotowych wchodzacych w ich sktad. Molowa absorpcja kwaséw nukleinowych jest
mniejsza o ok. 40% w pordwnaniu do teoretycznej absorbancji obliczonej na podstawie
sktadu nukleotydowego kwaséw nukleinowych. Przyczyna tego zjawiska lezy
w oddziatywaniach jakie nawigzujg zasady azotowe w uporzagdkowanej strukturze kwaséw
nukleinowych. Liczne wigzania wodorowe miedzy komplementarnymi zasadami azotowymi,
a takze sity van der Waalsa miedzy ugrupowaniami hydrofobowymi powoduja,
ze skomplementowane zasady azotowe majg mniejszg zdolnos¢ do absorpcji Swiatta.
Zjawisko to nazywa sie efektem hipochromowym.

Denaturacja termiczna kwaséw nukleinowych, hydroliza lub utrata regularnej struktury
sprawia, ze zdolnos¢ do absorpcji swiatta o dtugosci fali 260 nm tej samej liczby zasad
azotowych obecnych w roztworze wzrasta. Zjawisko to okresla sie mianem efektu
hiperchromowego i wykorzystuje sie m.in. do rozrdznienia dwuniciowego i jednoniciowego
DNA.

11. Techniki chromatograficzne

Chromatografia to technika analityczna (lub preparatywna) stuzaca do rozdzielania mieszanin
zwigzkow chemicznych na poszczegolne sktadniki lub ich grupy wykorzystujgc ich wtasciwosci
fizyko-chemiczne. Ze wzgledu na rodzaj wykorzystywanych oddziatywan wyrdézniamy m.in.
nastepujgce typy chromatografii:

e chromatografia jonowymienna (oddziatywania jonowe)

e chromatografia adsorpcyjna (zjawisko adsorpcji)

e chromatografia oddziatywan hydrofobowych (oddziatywania hydrofobowe)

e chromatografia powinowactwa (powinowactwo do specyficznego ligandu)

e chromatografia saczenia molekularnego (wielko$¢ czasteczki)

e chromatografia podziatowa (réznice w wspotczynnikach podziatu pomiedzy dwiema

fazami: ciecz-ciecz lub ciecz-gaz)

W kazdym typie chromatografii mozemy wyrdzni¢ nieruchomg faze stacjonarng oraz faze
ruchomg (inaczej faza mobilna, roztwdr rozwijajacy lub eluent), ktéra porusza sie wzgledem
fazy stacjonarnej w okreslonym kierunku. Proces chromatografii rozpoczyna sie od natozenia
badanej mieszaniny na faze stacjonarng, na ktérej nastepuje wigzanie zwigzkéw chemicznych
(typ oddziatywan zwigzek chemiczny <-> faza stacjonarna zalezy od typu chromatografii).
Nastepnie przez faze stacjonarng zostaje przepuszczona faza ruchoma, co powoduje
wymywanie zwigzkéw chemicznych z fazy stacjonarnej. Intensywnos$¢ tego procesu jest rézna



dla poszczegdlnych sktadnikdw mieszaniny. Sktadniki silniej odziatywujgce z fazg stacjonarng sg
wymywane wolniej, a te stabiej — szybciej, dzieki czemu moze nastgpi¢ ich separacja.
Manipulujagc  sktadem fazy ruchomej mozna kierowa¢ procesem chromatografii,
np. w chromatografii ~ jonowymiennej  zmiana pH  fazy  ruchomej  spowoduje
utworzenie/zerwanie wigzan jonowych pomiedzy rozdzielanymi substancjami a fazg
stacjonarna.

Ze wzgledu na sposéb uformowania fazy stacjonarnej wyrdzniamy dwie gtdwne techniki
chromatograficzne:
1) Technika cienkowarstwowa (TLC, ang. thin layer chromatography)

W chromatografii cienkowarstwowej faza stacjonarna stanowi cienkg warstwe naniesiong na
sztywna ptytke (szklang, plastikowg lub metalowg). Badana prébka jest nanoszona w poblizu
dolnej krawedzi ptytki chromatograficznej, a nastepnie ptytka jest umieszczana w komorze
chromatograficznej, tak aby poziom fazy ruchomej (inaczej eluentu) w komorze byt ponizej
linii startu (Rycina 10.1). Ruch fazy ruchomej odbywa sie z dotu ku gérze za pomoca sit
kapilarnych i powoduje przemieszczanie sie rozdzielanych zwigzkédw w tym samym kierunku.

Po zakonczeniu rozdziatu chromatograficznego dla kazdego z rozdzielonych zwigzkéw na
chromatogramie (zarejestrowany efekt procesu chromatograficznego) mozemy wyznaczy¢
wspotczynnik opdznienia (przesuniecia) Rf (ang. retardation factor). Jest to stosunek
odlegtosci przebytej przez dany zwigzek (/) do odlegtosci przebytej przez czoto eluentu
(leluentu) (Rycina 10.1). Wartosci Rrmogg przyjmowac wartosci 0 < R¢ < 1; wynika to z faktu, ze
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Rycina  11.1. Schematyczne  przedstawienie  techniki  chromatografii
cienkowarstwowej oraz definicja wspotczynnika Rr. Szczegdty w tekscie.



rozdzielane substancje mogg sie poruszac tylko w kierunku przeptywu eluentu i nie moga sie
przemieszczac szybciej niz eluent.

Wartos¢ R¢ jest charakterystyczna dla konkretnego zwigzku (przy zachowaniu
identycznych warunkéw procesu chromatograficznego) i moze by¢ podstawg do jego
wstepnej identyfikacji. Metodg o wiekszej wiarygodnosci jest rozdzielenie na tej samej ptytce
prébki zawierajgcej identyfikowany zwigzek oraz jego wzorzec. Poprzez pordéwnane
wspotczynnikow Rf wzorca iprobki mozemy potwierdzi¢ identyfikacje danego zwigzku
(np. na Rycinie 11.1 zwigzek B z prébki jest tozsamy z substancjg wzorcowa X).

Duza cze$¢ zwigzkéow chemicznych jest bezbarwna, przez co nie mozna bezposrednio
okresli¢ pozycji rozdzielonych zwigzkdéw na ptytce. Metody wizualizacji mozemy podzieli¢ na
niespecyficzne i specyficzne. Metody niespecyficzne umozliwiaja wykrycie wszystkich
rozdzielonych zwigzkéw. Najpopularniejszg z nich jest spryskanie ptytki 50% roztworem
H.SO4, a nastepnie jej ogrzanie w temperaturze okoto 100°C. Kwas siarkowy powoduje
odwodnienie zwigzkéw, a wysoka temperatura prowadzi do ich spopielenia — w efekcie na
chromatogramie pojawiajg sie brunatne plamy odpowiadajace rozdzielonym zwigzkom.
W zaleznosci od struktury czasteczek mogg réowniez powstawac plamy o innych kolorach.
Nalezy podkresli¢, ze ta metoda wizualizacji powoduje zniszczenie probki. Druga grupa
metod wizualizacji polega na przeksztatceniu bezbarwnych zwigzkéw w ich barwne
pochodne (w sposdb trwaty badz odwracalny), ktére mozna obserwowac bezposrednio lub
poprzez oswietlenie Swiattem o okreslonej dtugosci fali (w zakresie UV i $wiatta widzialnego).
S3 to metody wysoce specyficzne — opracowane do wykrywania sci$le okreslonych klas
zwigzkow, a nawet konkretnych substancji. Obecnie metody te sg coraz rzadziej stosowane
ze wzgledu na znaczy rozwdj technik czgsteczkowych, w szczegdlnosci spektrometrii mas.

2) Technika kolumnowa

W chromatografii kolumnowej faza stacjonarna (okreslana réwniez jako ztoze
chromatograficzne, najczesciej wystepuje w postaci kulek o bardzo matej $rednicy) jest
umieszczona w szklanej (plastikowej lub metalowej) rurce (kolumnie), przez ktorg,
po natozeniu badanej prébki, przepuszcza sie faze ruchoma. Przeptyw fazy ruchomej przez
kolumne mozna uzyskaé grawitacyjnie lub stosujgc rdznice cisnien na wlocie i wylocie
kolumny. W najprostszym uktadzie rurka szklana jest zakonczona zaworem, a przeptyw fazy
ruchomej jest grawitacyjny (Ryc. 11.2). Po natozeniu prébki na gérng powierzchnie ztoza od
gory kolumny podawana jest faza ruchoma, ktéra wymywa zwigzane z fazg stacjonarna
zwigzki (na identycznej zasadzie jak w przypadku techniki cienkowarstwowej). Zwigzki
najstabiej zwigzane z fazg stacjonarng wyptywajg z kolumny jako pierwsze; czas przebywania
danego sktadnika w kolumnie okreslany jest mianem czasu retencji.

W chromatografii kolumnowej znacznie tatwiej jest manipulowa¢ sktadem fazy ruchomej —
mozna bardzo fatwo zmieniac jej wtasciwosci, np. zwieksza¢ (lub zmniejszac) site wymywania.
Mozna prowadzi¢ elucje (wymywanie) z uzyciem fazy mobilnej o statym sktadzie, skokowo (lub
liniowo) zmieniac stezenia sktadnikéw fazy ruchomej lub catkowicie zmieni¢ jakosciowy sktad
fazy ruchomej. Wyciek (eluat) z kolumny zbiera sie do kolejnych probdwek. Istniejg rézne



podejscia (w zaleznosci od celu eksperymentu) do zbierania wycieku: (i) frakcje o statej
objetosci, (ii) frakcje o statym interwale czasowym, czy (iii) frakcje wymywane réznymi fazami
ruchomymi. Skfad frakcji mozna zbada¢ odpowiednimi metodami instrumentalnymi dobranymi
do typu rozdzielanych zwigzkéw, np. w przypadku biatek do oznaczenia ich stezenia w kolejnych
frakcjach wykonujemy reakcje barwng (z pomiarem spektrofotometrycznym), a do zbadania
skfadu jakosciowego wykonujemy elektroforeze SDS-PAGE. Nowoczesne chromatografy
(urzadzenia wykonujgce proces chromatografii w sposdb zautomatyzowany) sg wyposazone
w detektory pozwalajagce na monitorowanie sktadu frakcji w czasie rzeczywistym oraz
w kolektory frakcji umozliwiajgce zebranie wycieku.
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Ryc. 11.2. Schemat przebiegu chromatografii kolumnowej. 1) elementy sktadowe kolumny
chromatograficznej (sito zapobiega ,wypadnieciu” ztoza z kolumny; zawdr umozliwia
zamykanie/otwieranie wylotu z kolumny i zbieranie wycieku); 2) nakfadanie prébki
(mieszanina trzech barwnych zwigzkdéw) na gérng powierzchnie ztoza (zawdr zamkniety);
3) wprowadzenie fazy ruchomej na gérng powierzchnie ztoza, otwarcie zaworu
i rozpoczecie zbierania wycieku; 4) wymywanie zwigzkéw z fazy stacjonarnej w zaleznosci
od ich sity wigzania (caty czas dodajemy faze ruchomg); 5-7) zbieranie poszczegdlnych
barwnych zwigzkéw do oddzielnych probowek. Po wymyciu wszystkich zwigzkéw kolumne
mozna zregenerowac i rozpoczac¢ kolejny proces chromatografii dla nowej prébki.

3) Rodzaje zt6z stosowane w oczyszczaniu biatek technikg kolumnowa

W chromatografii kolumnowej do oczyszczania biatek stosuje sie rozmaite ztoza, ktore
pozwalajg na oddzielenie wybranego biatka z mieszaniny wielu innych. Cechy biatek, ktore
mogg byc¢ przydatne w ich oczyszczaniu to: wielko$é, ksztatt, fadunek, obecnos¢ okreslonych
grup funkcyjnych, czy zdolnos$é wigzania wybranych ligandéw lub substratéw. W zaleznosci
od wtasciwosci biatka, ktére ma byé oczyszczone, stosuje sie ztoza do (i) chromatografii



jonowymiennej, (ii) chromatografii powinowactwa lub (iii) sgczenia molekularnego (filtracji
zelowej).

W chromatografii jonowymiennej wykorzystuje sie ztoze, na ktérym unieruchomione sg
grupy funkcyjne z fadunkiem dodatnim lub ujemnym. Okresla sie je mianem, odpowiednio,
anionitu (oddziatuje z anionami) lub kationitu (oddziatuje z kationami). Warto zwréci¢ uwage
na to, ze w zaleznosci od pH roztworu biatka zmieniajg wypadkowy tadunek, a w pH rownym
punktowi izoelektrycznemu (pl) wypadkowy tadunek wynosi zero i wéwczas biatka tracg
wfasciwosci pozwalajagce im oddziatywaé ze ztozami stosowanymi w chromatografii
jonowymiennej. Kluczowe jest wiec dobranie takiej wartosci pH roztworu, zeby oczyszczane
biatko wykazywato wtasciwy tadunek do oddziatywania ze ztozem chromatograficznym.
Elucje zwigzanego ze zfozem biatka mozina przeprowadzi¢ zmieniajgc pH roztworu
(co powinno wywotfa¢ zmiane tadunku wypadkowego zwigzanego na ztozu biatka) lub
zwiekszajgc stezenie soli roztworu (co powinno ostabi¢ oddziatywanie miedzy ztozem
a zwigzanym z nim biatkiem).

Innym rodzajem chromatografii czesto stosowanym w oczyszczaniu biatek jest
chromatografia powinowactwa. Opiera sie ona na wybidérczym oddziatywaniu biatka
z ligandem, substratem lub z innym biatkiem. Ztoze chromatograficzne stosowane w tej
metodzie ma na swojej powierzchni unieruchomione wyzej wspomniane czgsteczki — ligandu,
substratu (czesciej analogu substratu, ktoéry nie ulega reakcji enzymatycznej i nie
przeksztatca sie w produkt) albo biatka wchodzgcego w interakcje z oczyszczanym biatkiem.
Bardzo czesto wektory stuzgce do produkcji rekombinowanych biatek majg sekwencje
kodujgca tzw. His-tag (znacznik histydynowy sktadajacy sie z szesciu reszt histydyny, ktéry
oddziatuje z unieruchomionymi na ztozu jonami Ni?*). Jest to przyktad matego znacznika, ale
czasami oczyszczane biatko wyposaza sie w duzy znacznik, np. biatko MBP (duze bakteryjne
biatko, ktére wybidrczo wigze czgsteczki maltozy unieruchomione na ztozu, jednoczesnie
zwieksza rozpuszczalnos¢ rekombinowanego biatka, jesli oczyszczane biatko ma mata
rozpuszczalnos$é w Srodowisku wodnym).

Saczenie molekularne (inaczej filtracja zelowa) to takze technika czesto wykorzystywana
W oczyszczaniu biaftek. Polega ona na zastosowaniu ztoza, ktére stanowig porowate kuleczki.
Substancje, w tym biatka, rozdziela sie z uwagi na ich wielkos¢ — mniejsze od $rednicy
otworéw w ztozu wnikajg do jego wnetrza, natomiast wieksze nie majg takiej mozliwosci
i przemieszczajg sie jedynie po przestrzeni miedzy kuleczkami ztoza. W zwigzku z tym,
w kolumnie chromatograficznej wypetnionej ztozem do saczenia molekularnego, duze
czasteczki majg mniejszg objetos¢ do dyspozycji, zas mate czasteczki — wieksza. Pokonanie
odlegtosci od powierzchni ztoza do wylotu kolumny zajmuje wiecej czasu matym
czasteczkom, poniewaz majg one do dyspozycji de facto wiekszg przestrzen niz duze
czasteczki, dlatego skutkuje to pojawieniem sie najpierw duzych czgsteczek u wylotu
kolumny, a potem matych czgsteczek.



12. Podstawowe obliczenia w mikrobiologii

W mikrobiologii wykorzystuje sie rézne jednostki okreslajgce liczbe badanych organizmoéw
i wirusow. Sg to:

e CFU;

e PFU;
CFU (ang. colony-forming unit) — jednostka wykorzystywana do okreslenia liczny zywych
mikroorganizmow (bakterii lub grzybdw) w badanej probce. Jezeli chcemy odnies¢ sie do
okreslonej objetosci wéwczas uzyskang liczbe przeliczamy na 1 ml, 1 m3, etc.
Wyznaczenie CFU umozliwia, poprzez hodowle mikroorganizméw, policzenie tylko zywych
komoérek, w  przeciwienstwie do metod mikroskopowych lub  pomiaréw
spektrofotometrycznych.
Zawiesina o nieznanej liczbie mikroorganizmdw jest zazwyczaj seryjnie rozcieficzana w celu
uzyskania przynajmniej jednej szalki z policzalng liczba kolonii. Aby wynik byt wiarygodny, na
szalce Petriego o srednicy 90 mm, powinno uzyska¢ sie 30-300 kolonii. W tym celu
przeprowadza sie odpowiednie rozcienczenie badanej prébki i wysianie kilku rozcienczen na
szalke z podtozem. Zazwyczaj stosuje sie serie 10-krotnych rozciericzen (Rys. 12.1).
W obliczeniach CFU trzeba uwzgledni¢ wspotczynnik rozcieczenia.

é é
x1 x10 x100

Rys. 12.1. Przyktad szalek z uzyskanymi koloniami mikroorganizméw po 10-krotnych
rozcienczeniach badanych zawiesin.

W przypadku pomiaru liczby mikroorganizméw w powietrzu metody sedymentac;ji
uwzglednia sie czas ekspozycji podtoza hodowlanego na mikroorganizmy.

Procedura pomiaru liczby mikroorganizmoéw z powietrza metodg sedymentacyjng Kocha

a) Ptytki z agarem odzywczym postawié¢ w miejscu, gdzie wykonany bedzie pomiar.

b) Zdja¢ wieczko i wystawi¢ pozywke na dziatanie powietrza przez 15 minut zaleznie od
przewidywanego skazenia powietrza w odpowiednim pomieszczeniu. Po ekspozycji
ptytki zakryc.

c) Po kilkudniowej inkubacji w temperaturze pokojowej policzy¢ kolonie
mikroorganizmdw, a nastepnie obliczy¢ ich liczbe (X) w 1 m® powietrza wedtug
zamieszczonego nizej wzoru (wedtug zatozenia Omelianiskiego na 1 m? podtoza osiada
W ciggu 5 minut tyle mikroorganizmdw, ile znajduje sie 1 m3 powietrza):



X =

n — usredniona liczba kolonii na ptytce
p — powierzchnia ptytki w m? (wzér na pole powierzchni kota S=mr?)
t — czas otworzenia ptytki w min

nx5
pxt

Przyktad obliczen:

W przeprowadzonych doswiadczeniach po 15 min. ekspozycji w réznych pomieszczeniach
uzyskano nastepujgce wyniki, ktére przedstawiono w tabeli 12.1. Oblicz ile drobnoustrojéow
znajdowato sie w danym pomieszczeniu.

Tabela 12.1. Badanie czystosci mikrobiologicznej powietrza

Miejsce badania czystosci Liczba kolonii na ptytce Liczba drobnoustrojéw w 1 m3
powietrza o $rednicy 90 mm powietrza

tazienka 21

sypialnia 10

sala lekcyjna 32

Procedura izolacji mikroorganizméw z naturalnego zbiornika wodnego i okreslanie
ich liczby

a)

Rozcienczy¢ wode ze zbiornika (10! — 10%) wg schematu przedstawionego na rysunku
12.2 ponizej.

WIla¢ do 4 probdéwek po 0,9 ml soli fizjologicznej;

Do pierwszej probowki odmierzy¢ pipetg po 0,1 ml badanej wody. Pipete odfozy¢,
a zawarto$¢ probowki dobrze wymieszaé. W ten sposéb rozcienczyliSmy badang
wode dziesieciokrotnie (10?);

Przenie$¢ 0,1 ml rozciefczenia 10! do nastepnej probdowki z solg fizjologiczng
i wymieszac. Uzyskujemy stukrotne rozciericzenia badanej wody (1072).

Postepujac analogicznie otrzymujemy rozciericzenia 103 i 104,

0,1 ml 0iml  01ml 01ml
L i
*
0,9 ml RF
CEE) J
1:10 1:100 1:1000 1:10000
(10'H) (102) (10-3) (10%)

Lo

Rys. 12.2. Schemat wykonania 10-krotnych rozcienczen.

b)
c)

d)

Wysiaé po 0,1 ml odpowiedniego rozcienczenia na ptytki z agarem odzywczym;

Po kilkudniowej inkubacji w temperaturze pokojowej zaobserwowac zréznicowang
morfologie kolonii mikroorganizmow.

Nastepnie policzy¢ kolonie na ptytkach. Okresli¢ liczbe mikroorganizméw zdolnych do
wytworzenia kolonii (CFU) w 1 ml badanej wody (X) wg wzoru:




Przyktad obliczen:
Badano wode z jeziora Mamry. W tabeli 12.2 podano liczbe kolonii wyrostych na szalce.
Okresl liczbe mikroorganizméw w badanej wodzie.

Tabela 12.2. Liczba kolonii.

X=axbx10 [CFU/mI]

gdzie: a — $rednia liczba bakterii na ptytkach
b — odwrotnos¢ wysianego rozcienczenia
10 — przeliczenie na 1 ml

powtodrzenie biologiczne 1

powtodrzenie biologiczne 2

powtdrzenie biologiczne 3

rozcienczenie
10

rozcienczenie
10

rozcienczenie
10

rozcienczenie
10

rozcienczenie
10

rozcienczenie
10

350

29

418

51

396

35

389

32

428

55

380

38

Procedura izolacji mikroorganizmow z gleby i okreslanie ich liczby:

a) Przygotowac roztwor glebowy. W tym celu odwazy¢ 2 g gleby i wsypac¢ do kolby
zawierajacej 18 ml soli fizjologicznej i cato$é¢ wytrzasac kilka minut w celu wymycia
mikroorganizmoéw z czgstek gleby. Poczekac, az czastki state opadng na dno.

b) Przygotowal kolejne rozciericzenia gleby (10 — 10°®) traktujgc roztwér glebowy jako
rozciericzenie 1071, Wysiaé 0,1 ml odpowiedniego rozcieficzenia na ptytke z agarem
odzywczym.

c) Po kilkudniowej inkubacji w temperaturze pokojowej policzy¢ kolonie, a nastepnie
okresli¢ liczbe jednostek (mikroorganizmoéw) zdolnych do wytworzenia kolonii (CFU)
w 1 g gleby, stosujgc wzor z poprzedniego punktu.

Przyktad obliczen:
Badano glebe z zespotu patacowo-ogrodowego tazienki Krélewskie. W tabeli 12.3 podano
liczbe kolonii wyrostych na szalce. Okresl liczbe mikroorganizmoéw w badanej glebie.

Tabela 12.3. Liczba kolonii.

powtodrzenie biologiczne 1

powtodrzenie biologiczne 2

powtdrzenie biologiczne 3

rozcienczenie
10®

rozcienczenie
10

rozcienczenie
10®

rozcienczenie
10

rozcienczenie
10®

rozcienczenie
10

3

29

4

51

4

35

3

32

5

55

5

38




PFU (ang. plaque forming units) — jednostki tworzace tysinki.

tysinka to obszar przejasnienia na hodowlach tkankowych lub bakteryjnych, powstajgcy
w wyniku lizy komodrek, bedacej skutkiem dziatania wiruséw.

Namnazanie bakteriofagéw

Bakteriofagi mozna namnazaé¢ w hodowlach statych lub ptynnych. Bakterie i fagi miesza sie
w proporcjach takich, aby liczba fagéw byta znaczgco mniejsza niz liczba bakterii. Mieszanina
jest inkubowana w warunkach pozwalajgcych bakteriom dzieli¢ sie i ulega¢ infekcji poprzez
fagi. W pierwszej metodzie (test ptytkowy), do mieszaniny bakterii i bakteriofagéw dodajemy
tzw. miekki agar (poétptynny) (Rys. 12.3). Wszystko wylewamy na powierzchnie szalki Petriego
z podtozem statym. Bakterie dzielg sie, fagi infekujg tylko przylegte bakterie, poniewaz sg
unieruchomione w agarze. Niezainfekowane komodrki kontynuujg podziaty, tworzac
tzw. murawe bakterii. Zainfekowane bakterie ulegajg lizie: w ten sposdb powstajg
przejrzyste obszary na tle zmetniatej murawy bakterii: nazywamy je tysinkami (plaque).
Zaktada sie, ze kazda tysinka powstaje na skutek namnazania pojedynczego, wyjsciowego
wirusa, policzenie ilosci tysinek umozliwia wyliczenie liczby wiruséw w roztworze (PFU).
W obliczeniach nalezy uwzgledni¢ wspodfczynnik rozcienczenia faga. Stosowany w przypadku
wirusow PFU jest terminem analogicznym do CFU w przypadku mikroorganizmaow.
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Rys. 12.3. Schemat przedstawiajacy wykonanie ptytek dwuwarstwowych.



Aby wyznaczy¢ PFU oprdocz opisanego powyzej testu ptytkowego mozna wykorzystac test
kroplowy (Rys. 12.4).

Test kroplowy (Rys. 12.4) polega na nakropleniu
na murawke bakteryjng 5 pl zawiesiny fagowej (np.

104 ] 10°¢ odpowiednio rozcieficzonej). Metoda pozwala na
szybkie okreslenie miana faga (na jednej szalce).
106 | 10° Murawke bakteryjng przygotowujemy metoda

ptytek dwuwarstwowych poprzez zmieszanie
szczepu bakteryjnego z podtozem potptynnym.

Aby obliczy¢ miano zawiesiny fagowej tj. liczba jednostek tworzacych tysinki w 1 ml (PFU)
stosuje sie nizej podane wzory:

e wz0r do testu ptytkowego:
PFU (naml)=N xR x 10
N — liczba tysinek
R — odwrotnos¢ rozcienczenia
10 — przeliczenie na 1 ml (do testu uzywamy 100 pul badanej zawiesiny)

Analogicznie jak w przypadku CFU liczna tysinek na ptytce powinna wynosi¢ 30-300.

e wz0r do testu kroplowego liczbe faga w 1 ml obliczy¢ ze wzoru:
PFU (naml)=N xR x 200

N — liczba tysinek
R — odwrotnos¢ rozcienczenia
200 — przeliczenie na 1 ml (do testu uzywamy 5 ul badanej zawiesiny)

Woybiera sie takie rozcieniczenie, na ktéorym widoczne sg pojedyncze i policzalne tysinki.

Przyktad obliczen:

Przeprowadzono namnazanie bakteriofaga T7 na komdrkach Escherichia coli, wykorzystujac
zawiesine wirusowg o mianie 10° pfu/ml. W tabeli 4 podano liczbe powstatych tysinek po
zastosowaniu metody ptytkowej. Odpowiedz czy udato sie wydajnie namnozy¢ bakteriofaga.

Tabela 12.4. Liczba tysinek.

powtodrzenie biologiczne 1 powtodrzenie biologiczne 2 powtdrzenie biologiczne 3

rozcienczenie
10

rozcienczenie
10

rozcienczenie
10

rozcienczenie
10

rozcienczenie
10

rozcienczenie
10

495

50

518

61

496

45

500

49

521

55

480

48




13. Technika poprawnego pipetowania

Pracownia Biochemiczna Olimpiady Biologicznej jest wyposazona w pipety automatyczne
stuzgce do precyzyjnego odmierzania matych objetosci cieczy. Kazdy uczestnik ma dostep do
zestawu trzech pipet HTL Discovery Comfort zasponsorowanych przez Fundacje grupy

Adamed. Ich fotografie znajduja sie na nastepnej stronie niniejszego informatora (Ryc. 13.1.).
Kazdy zestaw skfada sie z trzech pipet automatycznych:

a) model DV10, stuzacy do pipetowania cieczy w zakresie objetosci 0,5-10 pl (Ryc. 13.1A),
b) model DV100, stuzgcy do pipetowania cieczy w zakresie objetosci 10-100 pl (Ryc. 13.1B),

c) model DV1000, stuzgcy do pipetowania cieczy w zakresie objetosci 100-1000 pl
(Ryc. 13.1C).
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Ryc. 13.1. Pipety automatyczne HTL Discovery Comfort DV10 (A), DV100 (B) i DV1000 (C).

Doktadna instrukcja poprawnego pipetowania znajduje sie w pliku pt. ,Instrukcja obstugi

pipet” przygotowanego przez producenta pipet, firme HTL. Prosimy o zapoznanie sie
z sekcjami 1-7 instrukcji.

Ponizej znajdujg sie adresy filmow w serwisie YouTube, na ktérych zaprezentowano technike
pipetowania pipetami automatycznymi:

1) podstawy obstugi pipet automatycznych — poradnik filmowy przygotowany przez KGOB:
https://www.youtube.com/watch?v=R3Rdk5Rduvk

2) technika pipetowania — wersja w jezyku polskim:



https://www.youtube.com/watch?v=VzITXi2WzBk

3) technika pipetowania — wersja w jezyku angielskim:

https://www.youtube.com/watch?v=n0Oh3kbSZCqU

4) nastawianie objetosci — wersja w jezyku angielskim

https://www.youtube.com/watch?v=nCqWO0OOcdjuM




