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OD AUTOROW

Niniejszy skrypt powstag z mySIN g§-wnie o0 ¢
wydziag-w naszej Uczelnni, kt -rzy odbywaj N .
Mol ekul arnej . OczyW|SC|e uci eszy niangycjuez8ni.i s k
W skrypcie zamieSciliSmy wszystkie [wiczenia
dydaktycznych. Podst awn opi sanych eksper ymen
uzupegni ane i nstrukcj e [ wi ez eWBvzlgd bidrna tag rNy j vy

zebrane, niejednokrotnie na przestrzeni kilku dekad pracy dydaktycznej pracownikéw Katedry.

Lwiczenia zostady pogrupowane zgodnie z prze
studiow poszczegoélnych kierunkold a Udy z opi sanych eksperyment
wsthipem problematyki I[wiczenia, kt-ry w agoU.
Nal eUy go traktowal |jako wprowadzeni e, a nie
wykazlitera ury podany na ko@Ecu zaepansuopaildepge i wino
miarn potrzeb i moUIowaﬁglppzezerzaa)rmyeremod/gﬁ
tekst-w powinien ugatwil ujednolicony zamiesz
Liczymy, Ue sp-jny, zebrany w jednym opracowa
studentom i prowadzNcym i spotka sin z Uyczli
jak wspominali Smy, wielokrotnie ewenriyef i kN wap é
drobnych niedoci Ngnifl. DIlatego teU bardzo |
| wiczenia. Wszystkie uwagi i sugestie sN bard

wydaniach Skryptu.
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

A1 adenina

AA 1 aminokwas

Acm - acetamidometyl

ACN T acetonitryl

AcOH' kwas octowy

ACPif osf at aza akidpaoSphatadq an g .
ALP 1 fosfataza alkaliczna (anglkaline phosphatage

AMP i adenozyneb-monofosforan

ATP i adenozyneb-trifosforan

BAPNA'T p-nitroanilid benzoileb,L-argininy

BHT i 2,6-di-t-butylo-4-metylofenol

Boc- tert-butyloksykarbonyl

BSAial bumi na z o0s o daviae sbryndalbdénjnego (ang.
Bzl benzyl

C1 cytozyna

CA'T octan celulozy

CET elektoforeza kapilarna

CMP1 cytydyno5-monofosforan

Dai dalton (jednsotka masy atomowel amu)

DADidet ekt or spektrofotometryczny z detekcj N w
DAG i diacyloglicerole

dAMP i deoksyadenozynb-monofosforan

DCIP1 2,6-dichlorofenoloindofenol

DCIPH2i zredukowana forma DCIP

DCM 1 dichlorometan

dCMP1 deoksycytydyneb-monofosforan

DIC - N, Ni@opropylokarbodiimid

DIPEAT diizopropyloetyloamina

dGMP1 deoksyguanozyn&-monofosforan

DMF i N,N-dimetyloformamid

DMSO1 dimetylosulfotlenek

DNA i kwas deoksyrybonukleinowy

dTMP1 deoksytymidyneb-monofosforan

DVB i diwinylobenzen

ET enzym

Ecicagkowite stnUenie enzymu
EC1 klasyfikacja enzymow (andenzymes Classificatign
EDTAT kwas etylenodiaminotetraoctowy

EST kompleks enzymssubstrat

ESIT kompleks enzynsubstratinhibitor

ESFMS 1 spektrometria mas z jonizacja przez rozpylenie w polu elektrycznym (ESI)
ELOT eter dietylowy

EtBri bromek etydyny

EtOH1 etanol

FAT kwas mrowkowy

FAD T dinukleotyd flawinoadeninowy (anflavin adenine dinucleotide)
FMN i mononukleotyd flawinowy (andlavin mononucleotide
Fmoc- 9-fluorenylometoksykarbonyl

G guanina

GCi chromatografia gazowa
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GCMSichromatografia gazowa sprzinUona ze spektr
GMPT guanozyneb-monofosforan

Hipot encj ag potendabof hydragenn g .

HATU - heksafluorofosforan-p1-H-9-azabenzotriazel-yl)-1,1,3,3tetrametylouroniowy

HDLil i poprot ei ny o highddnsity lipaprotejt o Sci (ang.

HDPEipol i etyl en wysokiej ghfstoS

HILICichr omat ografia cieczowa od
HOALt - 1-hydroksy7-azabenzotriazol

HOBt - 1-hydroksybenoztriazol

HPLCT wysokosprawna chromatografia cieczowa

| T inhibitor

IDL 7 lipoproteiny o p o Sr e @Gmyiinejmedté densitySipoprotein
IUij ednostka mindzynarodowa

Ci
dzi agywa®& hydr of

kiistaga szybkoSci tworzenia kompleksu ES
kik:ist adge szybkoSci rozpadu kompl eksu ES
keti st aga katalityczna

Kuistaga Michaeli sa

LC-MSi chromatograficieczovas p r zazdlspaktrometr Mas

LDLil i poproteiny o lowidsnkity lpgprotgii st oSci (ang.

LDPEipol i etyl en niskiej gninstoSci
M T monomer

MAG T monoacyloglicerole

MeOH1 metanol

MRNAT informacyjny/matrycowy RNA (angnessenger RN

MS'i spektrometria mas

MS/MST tandemowa spektrometia mas

nBuOH - n-butanol

NNKTini ezbndne nienasycone kway tguszczowe
NPGBT p-guanidynobenzoesan-ditrofenylu

OBzl1 benzyloksyl

OtBu - tert-butyloksyl

Pi produkt

PAT poliamid

Pbfi 2,2,4,6,7pentametyledinydrobenzenofuranb-sulfonyl
PCipol i wihngl an

PET polietylen
PETT poli(tereftalan etylenu)
pKaiuj emny |l ogarytm stagej dysocjacij. kwasu

PMMA 1 poli(metakrylan metylu)

POM1 poliformaldehyd

PP1 polipropylen

PSi polistyren

PSDVD 1 kopolimer styrerdiwinylobenzen
PTFET poli(tetrafluoroetylen)

PUT poliuretan

PVAC i poli(octan winylu)

PVAL 7 poli(alkohol winylowy)

PVCi poli(chlorek winylu)

pzi par zasad

R"1 rodnik

Riiwsp-gczynni k op-F*nieni a
RNA'i kwas rybonukleinowy
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RPiukgad faz odwr - -conych
RP-HPLCiwy sokosprawna chromatografia cieczowa w

RPMiobr oty na ewvolutiompenmiuigng . r

rRNA T rybosomalny, rybosomowRRNA (ang. ibosomal RNA

ST substrat

SDSi sél sodowa siarczanu dodecylu (asgdium dodecyl sulfate

SIMimet oda rejestracji widma MS poplegaj Nca na

SPPSsynteza peptyd: - wsoldpliasepeptde sythegise | (z ang.
STAGT strukturyzowane triacyloglicerole

TT1 tymina

TAG i triacyloglicerole

TBEibufor skgadaj Ncy si i z Tiris-BorateBDOWMSisu bor oweg
TBTU - tetrafluoroboran Z1-H-benzotriazoll-yl)-1,1,3,3tetrametylouroniowy

tBu - tert-butyl

TEA'T trietyloamina

TFAT kwas trifluorooctowy

TLC 1T chromatografia cienkowarstwowa

Tris Tris(hydroksymetylo)aminometan (anfyis(hydroxymethyl)aminomethgne

tRNATt ransportuj Ncy ( ttranaferBNAer owy) RNA (ang.

Trti trityl

Ui uracyl

UFi Uy wi ¢ a mofermaidehigkdowao

UHPLCT ultrawysokosprawna chromatografia cieczowa

UHPLC-MST ultrawy sok osprawna chromatografia cieczowa
UMP i urydyno5-monofosforan

UV 1 zakresnadfioletu

UV-Vis 1 spektrofotometria w zakresie widzialnym i bliskiego nadfioletu
Voiszybhk 9 c zrakdi o wa

VLDLil i poproteiny o b a wvedyZow demsitylipoprotgni st o Sc i (ang.
VuaxiszybkoSi maksymalna reakcj i

Z - benzyloksykarbonyl
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wanych

Wykaz nazw i symboli aminokwas-w biagkowych kodo
Nazwa Symbol 3 Nazwa Struktura WgaSci we
zwyczajowa i 1-literowy systematyczna aminokwasu gaGEcucha
. . a difatyczny,
glicyna Gly, G kwas 2aminooctowy HQN\)LOH polamy o b 0] -
O
. . H,C adifatyczny,
alanina Ala, A kwas 2aminopropanowy r OH niepolarnyo b o j
CH, O
. . adifatyczny,
walina Val, V kwas 2amina-3-metylobutanowy H3C)\ﬁ\OH niepolarnyo b o j
o]
. H,C adifatyczny,
leucyna Leu, L kwas 2amina4-metylopentanowy I OH niepolarnyo b o j
CH, O
. . H.C adifatyczny,
izoleucyna lle, | kwas (Z5,39)-2-amino3-metylopentanowy V%OH niepolarnyo b o j
(o]
. hydroksyaminokwas
seryna Ser, S kwas 2amino-3-hydroksypropanowy HO“@LOH polarnyo b o] f-
CH, O
. . hydroksyaminokwas
treonina Thr, T kwas (Z5,3R)-2-amino-3-hydroksybutanowy HO%OH polarny 0 b 0] -
o]
. . siarkowy,
cysteina Cys, C kwas 2amino-3-sulfanylopropanowy HSAﬁLOH polamy,o b 0} F -
’ 9]
- . . s siarkowy,
metionina Met, M kwas 2aminc4-(metylotio)butanowy HAC q%OH niepolarny
[e]
prolina Pro, P kwas pirolidyne2-karboksylowy MOH niepol arny
o]
lizyna Lys, K kwas 2,6diaminoheksanowy H-NM)LOH polarny, zasadowy
NH,
NH, 0
arginina Arg, R kwas 2amino5-guanidynopentanowy HN)’\NH“/\HJ\OH polarny, zasadowy
NH,
O
. . . e . N polarny, zasadowy
histydyna His, H kwas 2amino3-(imidazolo4-ilo)propanowy ¢ ﬁm (aromatyczny)
NH 2
o]
kwas . Asp, D kwas 2aminobutanodiowy HOMOH polarny, kwasowy
asparaginowy I
o} o]
kwas ; Glu, E kwas 2aminopentanodiowy ”QWDH polarny, kwasowy
glutaminowy ' e ’
o]
) . . H,N amidowy,
asparagina Asn, N kwas 2amino-3-amidopropanowy ﬁm polarny,o b o j # -
NH, o
. S amidowy,
glutamina GIn, Q kwas 2,5diamino-5-oksopentanowy O)\/KLOH polarny.o b o j #
o
. . : aromatyczny,
fenyloalanina  Phe, F kwas 2amino-3-fenylopropanowy s OH niepolarny
(9]
tyrozyna Tyr, Y kwas 2amina3-(4-hydroksyfenylo)propanow OH aromatyczny,
NH, pol arny,
HO o
tryptofan Trp, W kwas 2amino-3-(1H-indol-3-ylo)propanowy ‘ OH _aromatyczny,
I Nm, niepol arny

NH

7



L wi ¢ zLehorataryjng Skrypt dlaStudentéw| Katedra Biochemii Molekularnej

KILKA SGEW O SPEKTROFOTOMETRI I

JednN z najcziSciej wykorzystywanych techni
spektrofotometri a absorpcyjna w zakr es) e n a
Spektrofotometria UV-Vis zaj muj ¢ est macrjeN i pomi ar ami ef ek
oddziagywania promieniowania el ektromagnetycz
ukgadzi e i j Teegooh nsikkgaa dtna k@amiher & - veri Ni  mraz yzcazgyonUNe n

nat i pomienmwaniaelektromagnetycznegp ad aj Nc e b ® t gesicjgggiabsorpcja
(pochganiani e)

Z Il prawa absorpcji prawo Lamberta-Beera) wynika, UejelUe wis p- §czynni k al

rozpuszczalnika jest rowny zeru, itol o Si z a a bpomieriowania mengchromatycznego

(czyli wi Nz ki promieniowani a skgrzdag¢ ecpzNcsd n

jednorodny roztw-r jest wprosdi pdopodgecgosai n

warstwy roztword.Zal eUnoSI t N wyraUa poni Usze r-wnani e
A=ed@

gdziee- tomol owy wsp-g§czynnik %xmakl&cm@cj anwyﬂ(a)@d)n)st\aQ[adm
dladanejsubstangjir zy okr e S| opromijenioddnialg ®8§ugb&i i drogi optycz
roztworu(zwykle 1cm);c- tos t i Ue ni evyrr azitodmi. u

Z powyUszego r - wnamizwanaap s ok b jpstiti@ Sldvmiawo &1 k o Sc i
absorpcjipr omi eni owan | azdoktsut»sﬁahlql gogpoeBHani ani a. prom
Poni ewaU zal eUnoSi ma bharakteprestolmipwy,jejopdmiasppwsiéehnié a
wykorzystywany jestlo celéw analitycznych.

Analiza il oSciowa meVisopels snf Eohitrzeabdsarbamndgibadanego i uv
roztworu przy ok#k(ekresnadj200 ddj80@minpykdrzysfasiu réwnania
LambertaBeera zgodnie zktoryns t nUeni e roztwor-w moUna wylicz

- A
Ke:

Podstawowym narzndzi em wyKk or doypsniayunabsorpanciest s p e
spektrofotometr Spektrofotometr UV-Vis | e s t przyrzNdem sguUNcym d«
transmisji) promieniowania elektromagnetycznego w zakresie nadfioletu i widzialnym widma
(200- 800 nm).W typowychd wu wi Nehkpekivofotometracivi Nz ka pr omi eni owa |l
dzielona jest p optyezaynaadieoromvdcenden iNzwkk § pd zechodz Nc
T jedna przez roztwor odn|e3|er(baez badanej substancjg druga przez roztwor badgrsubstancii
Rejestratorws k az uj ew l0n9ccie promi eni owania obu wi Nz
przedstawia w posabsaolbantaj.wi el koSci jakN jest
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KaUdy z trwagych w stanie krystalicznym pier$S
otwiera sin (powstaje forma gJga@& uchowa) [ port
anomer -w (U i b) . Anomery ul egapN &alrvzymwowze
sin r-wnowaga obu anomer - w i postaci ga@E&cucho
pgl ukozy skgada sin z: 1/3 anomeru WFjawiskét8 ano
moUna obser wowal mi er zNc skrncal noSIwwygpdk®&ci wN
Ubgl ukozy aU do osi Ngnincia stanu r-wnowagi, k
rowna+5d.Pr oces ten nosirysumek2wn mut ar ot acj i (
CH,OH CH,0H CH;0H
H 0 OH H OH o
H H
OH H —_— OH H
OH H OH
H OH H OH H OH
B-D-glukopiranoza odmiana tancuchowa a-D-glukopiranoza
[0]p = +19° [a]p=+112°

Rysunek2 Schemat zmian zachodzNcych podczas m

Monosacharydy i niekt-re disacharydy, podobni
i Toll ensa, dl atego nazywamy je cukrami redul
redukuje inny zwi Nzek, kt - r eemui uo dddoa jger uepl ye kkt arrot
Di sacharydy powstaj N w  wYmil K Kk o pydjdveyze n iaa o e
(pi erwszego) atomu wngla jednej jednost ki mo
Di sacharydy sN najpowszechniej wystiApuj Ncy mi

di sacharyd-w sN: sachgrokeoXfyybidowgnal aktrezsat
c z Ns tbggcazd caekit-golzunk oizn oraz malt oz aogd ukbawana z d

a) b)

6 6
CH,OH CH,OH

5 A 0]
T8 0.\ s
3 3 \\' ‘ ’// \.‘\
’/’ ‘\\ // N
4 N ' T
4 oH s, N R |
3 2 © 3 2 OH
HO a-1,4
OH OH

Rysunek 3 Wzor chemicznya) sacharoz yJ-,qu,kazyz'iNDsft reuwckztkoi z y pogNczone s N
1,2-O-glikozydowe,b) mal t ozy, Degliuvek oczzyN s Neccayglikozyddlhe.a ni e 1, 4

Polisacharydy ,sN pol i mer ami zbudowany mi Z Wi €
mogN byl powi Nzane | iniowo | ub tworzyl g a CEc u
produkowane przez roSliny <cel ul ozaworgarizmacivi a,

11
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zwierzncych glikogen. Skrobia jest naj waUni e
glukozy), magazynowanym w owocach, nasionach,
kaUdym rodzaju skrobi wystnpujpl dwazpgpol nsacba

amyl oza i rozgagnziona amyl opektyna. Zapasowy
Glikogen, podobnie jak skrobia, zbudowany jest z reggiukozy i podobnie jak amylopektyna ma
rozgagnziony §a @&crysanek 4p ol Ws @@l ruyx daw yo-gllikozyp i o wy

pogNczone sN4@gNzkazpdowwmi , natomiast w mie]
wi Nz aln6iOalikdzydowe.
CHoOH

CHyOH

wigzanie
a-1,6-O-glikozydowe

a-1,4-0-glikozydowe Ho /

wigzanie
o]
CH, OH CHy CHoOH
(e} 0 0

’ OH 25 \ OH ¢ <\ OH M
0"\ rd o 0 \ rd o)
OH OH OH

Rysunek 4 Wzér chemiczny glikogenu.

Celuloza jest nierozpuszczalnym w wodzie pol
D-gl ukozy pogdNc z oh4eO-gkkdrydonyrN fysumek &mi VB Nzani e b s
gaGuchy polisacharydowe celulozy sN sztywne
drugi ego, t wor zNc wg- kna. Struktury t e s N
oddziagywani ami wodor owy nianyCekl ounh-orzkao weejs tr osl gi
teU niekt-rych glon-w, czy grzyb- - w.
CHoOH OH CHoOH OH
| o B-14 , o B-14 |
‘ ‘O ’OH ) ’ o) ,OH
.\ OH T . " OH f
Q u‘ N’O B1O4V‘ O/O
OH éHon ’ OH CHoOH

Rysunek 5 Wz6r chemiczny celulozy.

Opr-cz przedstawi onOeggo kwezzyedSmieegjo , wiwNizgd miwao d a n
N-gli kozydowe, kt-re powstaje w wyniku ich re
widzenia Uycia przykdgadem tego r odz ajzydachyi Nz a
nukleotydach, a tym samym w kwasach nukleinowych. ifsunku 6 pokazano wi Nz
Ngli kozydowe wystifipuj Nce w un i-5vdfosPrardienAT®. no Sn i

12
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H,N
=N
N
0 0 o) | U
o I I N
O-P—0O—P—0—P—0 N
| | | o
0 o)

OH OH
Rysunek 6 Wzér chemiczny adenozyrtdtrifosforanu (ATP).

A. Reakcje charakterystyczne polisachary

Odczynni ki i sprznt | aboratoryjny

Polisacharydy:
0,5 M kwas soln
0,01 M IziHKI{ t3WL) rg (
.Odczynni k Bened
.6 0 %S ia

.1 M NaOH
Stoper

Prob-wki szkl ane

Kuwety plasti kowe

0S.zki egka zegar kowe

Ga¥nia wodna

Pipety miarowe-2800t OmaibydzHOn 002 0
BS.pektrofevi embt czYVni k pgytek

a krobia i celuloza (lignina)

S
y
p Lugol a)

gy
| C

n
t a

PRPPRPPRPOO~NOOOPR,WNE

Wy konanie [wiczeni a
1. ANALI ZA JAKOS$ Cl O(RRAKGIK R JIDBEN)

Umi eszczone w prob-wce 10 mg s k r @oztwor powigignu S c i
byl klarowny, w razie mNatsrtziegmy ema@dest ogpdj waogur:
Lugola Obser wowal zmiann zabarwienia roztwor u.

2.WPGYW TEMPERATURY NA REAKCJN Z JODEM
Prob-wkn zawierajNcN roztw-r z poprzedniego
ogrzal w ga¥ni wodne¢hdodwrlzesnti aymiaenmiasminpinin
zmiany zabarwienia roztworu.

3. KWASOWA HYDROLIZA SKROBI

3.1.MONI TOROWANI E PRZEBI EGU HYDROLI ZY Z LUWH®ORZYSTANIEM PG

Do 9 szklanych probép/ep'gjwp.’uoWalgcmllhjtp@j 19100b -

15 mg skrobi i rozpuScil jJ N w 3 mL wody dej o
potrzeby moUna go ogrzal). Do tak przygotowa
HCI . Na wyl ocie pr orbi-onkk i zsazrkolna roNv,a | a crhajsotdi p n
wr z Nc ej ga¥tni wodnej i ogrzewal delikatnie w

ogrzewania,1l1pObéilkralbzpworu z ogrzewane,j pr o
przygotowanych probéwek wei e r aj Ncy ¢ h (prpb§wkin 2 9L piegvezh mrobowka

13
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stanowi ,odamnorSastkhpni e tak uzyskane roztwory
dejoni zowanej . W kolejnym etapie zmierzyl i
spektrofotometruid@bgoSiytmalkia edydewikBdni wn Hl
zabarwienie oraz wartoSci absor banahydrolizg.ozt wo

3.2. MONITOROWANIE PRZEBIEGU HYDROLIZYZ WYKORZYSTANIEM ODCZYNNIKA BENEDICTA

Do czterech prob-wek wprowadzil po 0,5 mL 2
skrobi, a nastfipnie rozpuScil jN w 0,5 mL wo
moUna oDgor ztadk .przygot owanego, ostudzonego ro
wyl ocie prob-wki zamontowal chgodniczkn szkl
ga¥ni wodnej [ ogr z ePwalil,del0i, k a4tOniie 6ws tnri znNust aaj |
po 100 eL roztworu z o0gr zznopreypotopanycibprondkvek, i  d
zawieraj Ncych roztw-r NaOH. Nastnpnie dodal
prob-wkn na wrzNcN gaFnifn wodnN na 2 minuty.

W trakcie trwani a hydrol®zmgwgkoha£y,probﬁu$o
Do tak przygotowanego roztworu dodal 1 mL o
ga¥ni wodnej ok. 2 minut. Obserwowal =zachodz

4. REAKCJA CELULOZY Z JODEM

Na dw-ch szkiegkach zegarkowych umie8wil Opb
wodN dejoni zowanN, gQdrBgi upgpwrez?2wmremt Hna
kil ka kropl:.i pogynu Lugola. Zinterpretowal ot
Zakres materiagu

kl asyfi kacja i stereochemia wnglowodan-w (kon
epi mery, anomery), znaj omo S| wzor -w struktu
podst awowe reakcje chemiczne wngl owodan: w, p

proces mutarotacji, budowa i funkcje biologiczne disacharydéw (sacharoza, laktoza i maltoza),
budowa i funkcje polisacharydéw (skrobia, glikogen, celuloza)

B. Kwasowa hydroliza polisacharyd: - w

Odczynni ki i sprznt | aboratoryjny

1. Polisacharydy: skrobi a

2.0,5 M kwas solny

3.0,01 MIziIZt3W) g( pgyn Lugol a)

4 . Stoper

5.Prob- wki szkl ane

6 . Kuwety plasti kowe

7.Ga¥nia wodna

8. Pipety miarowe-280t ©haiGyddDn 002 0
9.SpektrofeM embt czyYVvVni k pgyt ek

Wy konanie [wiczeni a

Do 9 szklanych prob-Q/tekggvymfuomLaudgzoilia.poW1kOoOIejn
15 mg skrobi i rozpuscil jN w 3 mL wody dejon
potrzeby moUna go ogrzal). Do tak przygotowar
HCI . Na wyl ocie prob- wki zamont ow@adi lchgroadbmi wk

14
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wr z Nc e j ga¥tni wodnej i ogrzewal del i katni e w¢
ogrzewania, 1@@bicder arlozpaovor u z ogrzewanej pro
przygotowanych prob- wek (mohowki 29,a] prabgwikeh stampodiy n L

odnosSnakpastnpnie tak uzyskane roztwory rozci
W kolejnym etapie zmierzyl absorbancjn uzysk:
czyt ni kiad gpuggyot Saipowiednio i600 i 620 nm Por - wna l zabar wi eni
absorbancji roztwor -w wabydrdisyUnoSci od czasu p

Zakres materiagu

kl asyfi kacja i stereochemia wngl owodan-w (Kk
epi mery,),anomajrgmo Si wzor-w strukturalnnych
podst awowe reakcje chemiczne wnglowodan: - w, p
proces mutarotacji, budowa i funkcje Dbiologi
budowa i funkcje polisacharyd: - w skrobia, gl

o n
[

g

n

(

Literatura uzupedniaj Nca

1 McMur Chehia Orgs@vpdewnact wo naukowe PWN, Wars

2. Morrison RTheBowpdORYSWmdawnact wo naukowe PWN,
3.StryRBirodcdhetMyaawni ct wo naukowe PWN, Warszawa.
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Wprowadzenie

Lipidy wraz z biagkami i polisacharydami stan
poUywienia. ZaspokajajN zapotrzebowanie energ
ale sN r-wnieU substratami w ansjiyjaktfasilipidy caya Uny
prostanoidy. U czgdgowieka |ipidy sN magazynowal
to zr-Unicowana grupa zwiNzk-w, kt-rych wsp-
nal eUNcych do | i pidi-omorpaniiltehj .podziag zestaw
LIPIDY
LIPIDY PROSTE LIPIDY ZLOZONE POCHODNE LIPIDOW
estry kwasow ttuszczowych i estry zawierajace dodatkowe grupy np. aminokwasy,
alkoholu sacharydy, estry kwasu fosforowego
Kwasy ttuszczowe-

L . Cerebrozdydy (glikosfingolipidy lub glikolipidy)-
Ttuszcze wtasciwe zbudowane z kwasu ttuszczowego, cukru i monokarboksylowe, od kwasu

(acyloglicerole.z)- gstry kwasoéw sfingozyny; ma;towego WZWYZ; np.
ttuszczowych i glicerolu oleinowy, stearynowy, laurowy;
Sulfolipidy- lipidy zawierajace siarke;
Wyizsze alkohole;
Woski- estry wyzszych kwasow

Fosfolipidy- zawierajg reszte kwasu ortofosforowego
ttuszczowych i wyzszych alkoholi.

Sterydy i steroidy;

Zalicza sie do nich woski Glicerofosfolipidy- estry glicerolu i jednej
prawdziwe, estry witamin AiD, reszty kwasu fosforowego oraz dwéch reszt
estry cholesterolu. kwasu ttuszczowego;

Sfingofosfolipidy (sfingomieliny)- analogi
glicerofosfolipidéw zawierajace sfingozyne lub
jej pochodne zamiast glicerolu;

KWASY TGUSZCZOWE

Kwasy tguszczowe sN zbudowane z grupy karbok:s
dgugoSc2i dood 24 atWwmnat uwmmzgd ar zadko pwyssttarcpuj Nal
skgadni kami triacylogliceroli, fosfolipid-w i

Kwasy tgjpe(;nizl&lwéu'nkcj’ﬁ materiagu energetyczne
bi aBewa&asy wystihnpuj Nce NparzysM ti ucrzzbeld, azt voynk Iwe wniagjl a ,

18 atom-w wngl a i ni erozgagnziony gaCEcuch.

Kwasy tgJuszczowe dzielN sifi na nasycone (zaw
at omami wngla w gJga@&uchu wnglowodor owym), k
CH3(CH2)nCOOH (gdzienj est | i czbN parzystN). Kwasy nien
wi Nzanie podw-jne. DgugoSi gaEucha oraz ilo
kwas-w tguszczowych. I m kr-tszy gaGuch, tym
Pobbnie na wgaSciwoSci kwasu t gusizmc zwiwege] wWpIc
cisni enasyconych, tym niUsza temperatura topni e

Nazwy systematyczne kwas:-w tguszczowych twor z
kwas pal mitynowy (nazwa zwyczajowa) to kwas hi

na 16 atom-w wihigla), kwas stearynoRvoywy bs kevalsw a
moUna przedstawil odpowi edni o: 16: 0 oraz 18:0
druga to |liczba wi Nza® podw-jnych. Lokalizacj
przez podanie numeréwt om- w wnigl ai pr owektznaydhouj 8 | db za

gdgienokreéla numer atomu wngla przy kt-rym znaj

-

sN numerowane zaczynaj Nc od wngla grupy karbo

16
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cis, cis- '%oktadekadienowy (numeracja zaznaczonaysanku 1c zar nym kol or em) .
podw-jne sN zwykle oddzielone przez co naj mni
W naturalnie wystfipuj Ncych kwasach tgJuszczow)
konfiguracji cis i to one majN najwinksze znaczenie fi
ni ezgodny z zasadami |l UPAC, zakgada numeracjn
ga@® ucha wngl owo dor comnacgooa ngysunkmkkol@emjzialongn. $Vityang a
przypadku numer j ers lub spnbplemzr e Taz tarmigologia i determiije
przynal eUnoSIl k walgbomega®h.o grup omega

@] 0]
1 6 9 ; 6 9 12 15
18 12 I 4 OH T 14 T ) 5 1"0OH

kwas linolowy, C 18:2 (9,12); w-6 kwas arachidonowy, C 20:4 (5,8,11,14); w-6
0] @]
1 3 6__ _ 1 6 9 12
15 12 9 1 °CH _12 _9 _s 1 "OH
kwas a-linolenowy, C 18:3 (9,12,15); w-3 kwas y-linolenowy, C 18:3 (6,9,12); w-6

Rysunek 1. Przykgadowe wzory oraz nazwy kwas: - w t

NI EZBNDNE NI ENASYCONE KWANNKT)GUSZCZOWE

Ni ekt -re nienasycone kwasy tguszczowe stanowi
prawi dgowe | fizjologidi zwi Nzk-w (prostaglandy
Co istotne, muszN byl one dossysezavana praz aganezm Uy w|
czgowi eka. SN one nazywane niezbfdnymi ni ena

Nal eUON do nich kwasy zawierajNce co naj mni e]
omega3, zawieraj Nce pier wszg -3WiNoraaonmegd ,p ozdawvijemr a j
pierwsze wiNzani e -6pre6d)w- jDnoe ppirezrywsvereg | ugryupy nal
Ul inolenowy 18:3 (9,12, 15), kwas ej k®azalitcaea
sin m. inno.| okdmaenowy 18:3 (6,9,12) czy arachidonowy 20:4 (5,8,11,14).

Kwasy | iddlnowyeniowy to tzw. podst awowe NNKT i
sN wstanie utworzyli wyUsze NNKT. Kwas l|linolow
ol eju rzepakowym czy s §olinoecomynznddg wy m,i nr wwniyel
jednak w mniejszych stinUedisaNhryDo.brlysn &trny jjea
dost arczanybc i3 kiwasptwy mal ni e powi nien on WwWynos,|

LI PI DY WGAS$CI WE

W | ipidach wga Sasfolipigache zad6azNghl Eehol owN jest g
glicerolu numeruje sin Cl, C2, C3, gdzie C1 |
kwas:-w tguszczowych oznasopgraz ed nnazwN ufj eNTz tpyr z

1,2,3 triacylosng | i cer ol . Do tguszcz-w wgaSciwych =zal
nat omi ast di acyl oglicerol e ( DAG) i monoacyl o
acyloglicerolami.
I I 9 9

H,C—OH C1, a, sn-1 H,C—0-C-R , H,C—OH o HC—0-C-R;  H,C—O-C-R; o H:C—0-C-R;
HO—CH C2,B, 502  HO—CH R-G-0—CH  R,~G-0-CH HO—CH o R-G-0CH o

H,C—OH 3,013 H,C—OH HaC—OH H,C—OH H,C—0—C-R, H,C—0—-C-R;

glicerol monoacyloglicerole diacyloglicerole triacyloglicerol

TAG zawieraj Nce jeden rodzaj kwasu tguszczowe
r-Une kwasy tguszczowe mieszanymi. W naturze
as

DAG. TJuszcze wj ciwe zawierajdNobkshanygpweame &
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temperatur ze pokoj owej . Wystnpowani e wi Nz a
wngl owodorowe kwas:-w nieosNpywsl eadumakdewsad
hydrofobowych determinuje ich wystnpowanie w stani e

FOSFoLIPIDY
Fosfolipidy, do kt-rych zal i cza sin glicer
rozpowszechnione w organizmach Uywych, a wyso
bgonie kom-rkowej. Dobrym Tr -dgewmSfosafoliepisdty
R g (o] CH
o = = mm mm mm == — 1— =0 2
fo \ ? ‘
R,—C—O—CH
Rrp€O—CH: grpa | | 9
& fosforylowa I H,C——0—P—0—CH,—CH,—NHj"
Rc-0— 5 o
N a Y § H20—0—I|:!—O—CH2—CH—NH3+I fosfatydyloetanoloamina
iodal gi o o ] o
NRT I Ri—C—0—CH,
‘ glicerolu y X ‘
\ ——————— — Rzic—oiﬁH ﬁ C‘H3
I ,5whCL[h2z! D_h H,C—0—F—0—CH,—CH,—N'—CH,
fosfatydyloseryna fosfatydylocholina o CHs
Rysunek2. Budowa wybranych fosfolipidow
Glicerofosfolipidy sN zbudowane z glicerol owe
uf osforyl owanej grupy ggowy. Budowa przykga
rysunku 2. CznSl tworzona przez dgugie gaCGuchy al
hydrofobowy (tzwlogoro) , a cznSl|l tworzona przez wiNzani a

jest hydrofilowa (tzwAg § owEakac z Nst eczka |jest nazywana amfip
t o, Ue | e cznsSci mogN sifn jednoczeSnie rozpu

W wodzie czNsmeghktwdripyid-woUne ukgady, uni
hydr of ob o wsynekd),tiwo d N (

A micele-kul i ste formy tworzone gJ-wnie przez sol
tylko jeden hydrofobowy gaG@uch alifatyczny,
schowane do Srodka, a hydrofil owe gusaczalgikag g ow
polarnego;
Adwuwarstwylipid~ovyetworzone przez fosfolipidy, w kt-r
Zzbyt duUN przestrzeG, Ueby utworzyl mi cel n;
dwuwarstwy, a hydrofil owe grupy ggowy znajdu
A liposomy- pficher zyki ut worzone z dwuwarstwy |ipi
rozpuszczalnik polarny.

FRE0

& R

PRPRPRPIPPPPPD

L LR

Cﬁéé};&? dwuwarstwa

micela lipidowa liosom

Rysunek3. Formy tworzone przez lipidy w rozpuszczalnikach polarnych.
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Odczynni klaboratorypwyp r z nt

1. Tkanka biologiczn& mozg

2. Pgyt ki chromatograficzne (20120 c¢m) pokryt e
indykatorem UV

3.Szkgo | aboratoryjne: komora chromatograficz
pipety, zestaw do sNczenia (lejek zwykgdy + &G

4. Suszarka do wgos- - w

5. Lampa 4264 nmp

6. Wirowka

7.Wyparka pr-Uniowa

8. Roztwor CHCE: MeOH (2 : 1; viv)

9. Roztwor 0,5 M KCI w 50% MeOH

10Uk gad r oz wizjEtOHNideyloam@at GD (4 :5:4: 1; viviviv)
11.Ukgad wywodujNcy: 0,01% roztw-r rodaminy 6G
12.Standardy  lipidow:  fosfatydyloseryny,  fosfatydylocholiny, lizofosfatydylocholiny,
fosfatydyloetanoloaminy N-metylofosfatydyloetanoloaminyN,N-dimetylofosfatydyloetanolo
aminy, lizofosfatydyloetanoloaminy (1 mglow CHClk : MeOH (2 : 1; v/v)

Wy konanie [ wiczeni a
A. Wy odr fipidéw zandzgle

200 mg m:-zgu rozdrobniLlr wztmeddu iCEClg MoK @oidal 1
vv)ipoddal homogenizacji. CagoSi przenigembfi do
ultrad¥wi nhesav@lpdhd ckeni e Wytrzasnl\ﬁlodrwaron(ENtepxizce"
przy 1500 RPM. ZebiapipeNPast eur a supernatant | powniefgdiz ost a
roztworu CHC}: MeOH (2 : 1; wv/v), wytrzNsnNi nla "Vo
supernatant. Do pogNczonych warfsnﬂ_WSMKOgvaSﬁ%czny
Me OH, Wyterani na " \bmrzrednleiam)mMmetwRasnauruswaNIJa
ostrdhi e g-r NHB dowarstwyt delnej dofigponownie 5 rh 0,5 M KCI w 50%MeOH,
nastnpni e WyteranI na "VortexieNadopodwst aie
warstwy organicznej doflabezwodnego MgS©D Po 10 mi n r o z tkalby r pr
okNggadeRm2jpuszczalni k orglwypanki up u PWizioozvaesj
mieszanifilipidowr o z p u S ¢ iLiroztworuGCHGS : MeOH (2 : 1; V/v).

B. Identyfikacja fosfolipidow wy o d r @nichz mézgu

Na pgytce chromaQ ogmpf wc orddje*g o S@e i 2 cm od ¢k
miAkkim o -wkiem | inifnpoakky.rwjoezpnadzénygamh z
kapilaN poszczeg- -1 ne roztwory standard- w i pid-
rozpuszczalnik chgodnym strumi edb Epyilyp okwii edtor zkao
chromatograficznej nasyconej pdoamomekgadugds
ukgadu rozWiniag Npecezioonn sdk ogdoeg2u cpnj yad ki g - rProe gwoy |
komory chromatograficznej pogkoI i N na czys
narysowal minkkim og-wkiem I|n|ﬁzaqozrrm§jszmszarkozpus
do wgdos-w (ipodpmygNiczonym wyci Ngi em!) ukgadem
(chodny strumie® suszarki do wgo 3s) imdelikatniemi e S
mi nkkim og- WklpounaW|baijowaS| i waptdSa Rngla staidprdow a c z y
lipidéw i badanej probki. Na podstawie obliczonych w&idiz i dent yf i kowal i p
badanej tkance.

*Uwaga'! Podczas wszystkich operaciji nal eUOy wunikal
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Zakres materiagu

chromatografh TLC, budowa (wzory chemiczne) klasyfikacja i funkcje lipidow, budowa
fosfolipid:-w, budowa i funkcje bgony kom-rkow
dwuwar stwy | ipidowej (iuniiedo snamuw,s oowzayy m wszN r mycdch(e
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Wprowadzenie

Ni emal wszystkie reakcje zachodzNce w organi
silnych i wyjNtkowo specyficznych biokataliza
to bWmjKtaek nsiteskntowieN kwasy rybtecakthkwaioSdwe nwy kn:
Enzymy biagkowe dzielN sifi na enzymy proste z
zgoUone, w kt-rych opr-cz biagka (apoenzymu)
kofaktorem prowadzi do powstania katalitycznieyakiegoh ol oenzy mu . Kof aktor
kationy metal.i |l ub drobnoczNsteczkowe zwi NzKk
przyspieszaj N osi Ngnificie stanu r-wnowagi rea
Enzymy zwi ks zaj-Nodd® gobnawetSIy raryenagordynaniu z reakcjami
niekatalizowanymi- orazni e z u Uy wiahjtNca ksiite. w Wi ifkszoSIi enzy
wysoka specyficznoSI dziagani a, zar -wno pod
substrat-w piwdNcyggh aheenoSi mindzyg sciybéaniSe
substratu wyraUa r - wieren fysinek 1). @piskvypeowadAdmiacrdwaagia i s a
MichaelisaMentenz naj d wp e ws t fi wi eaBadanie kinetyki enzyméw

[S]
Vo= VMAXXT

Rysunek 1 Hi perboliczna zal eUnoSI
reakcji enzymatycznej 0 od st fAUeni @axtoubstr
maksymalna szybkoSi danej reakcj
oo wysokich s~tﬁ0emticachta;g'ucbsM'rahael
1000 2000 3000 w takie stnUenie substratu przy Kk
(8] [my] pogjgowin wax toSci V

Li ni owe pr z@kasiaNichdeksaVenten przedstawiawykres Lineweaver8urka
(rysunek 2).

1V, Vo - \'.\1,\\; .|-?] " Vaax

I/VM.-\X

N

] I/[SI  Rysunek 2 Réwnanie i wykres liniowy Lineweavefurka.

-1/K
Mi ndzynarodowa Unia Biochemi. [ Bi ol ogi i Mol e
zal eUnrod3aguk abdl i zowanej reakcj i . JednN z kil as
te katalizuj N reakcje hydrolizy wi Nza& chemic
Gg-wnN podklasfi hydrolaz stanowi N enzymy ucze
one okreSlane og-lnym terminem peptydaz | ub |
endopeptydazyzwane t&Jpr ot ei naz ami |, kt - re hydrolizuj N wi

pol i peptydowego birypsyna Badhkmotiymsyna, eldstaza). oraz egzopeptydazy
odpowi adaj Nce za hydr ol i zrysunekidrDwfejurugiejy r wipNz a @& | @
m.in. amine i kar boksypept yalmezg resatyl aminokergsdive edpoviednio od
N-iCko@® -w gaG ucha biagkowego | ub peptydowego
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Endopeptydazy

] 5o
-9 000000088

;@@ @ @®-cooi i@ OO @ @ @ coou

Egzopeptydazy
Aminopeptydazy Karboksypeptydazy
|10 | no
N9 0000000 @ oo . o
Rysunek 3 Hydroliza wi NzaE peptydo:
- —— przez endopeptydazy i egzopeptyd:;
00000000
] . ‘ z wol nNJagi mp WN) nazyrany jestN-k o Ec e m,
Nt @-cooH A Nt @-coor koniec z WehnbBNokhs@@PBWN ¢kreSlany
.-léSZlC\mIlllth\ﬂsD\\'ﬂ C-k 0 CEC em.
W zal eUnoSci od mechanizmu dziadania protein

proteinazy serynowe, cysteinowe, aspartylowe, treoninowe i metaloproteiRazgdmiotem

| wiczeni a lemidei aktoyzvmraoc&0| e n fetyypayany, ktorannael je Uly y ddl o
proteinaz serynowyctKl u ¢ z o w Nrakciekatalizowanej przez proteinazy serynomarolizy

wi Nzani a poedpgtryydwoaweggroupa hydr oksyl owa Ja@béucha
przywgtokol ej noSci reszt a mchynookypsgrseorysynekh4). o b e c
Aminokwas tenwraz z dwoma i nny mi , Hi s57 oraz Aspl02, t wc
zwany triadN katalitycznN Hydiobzarukzpmaoezy npar ziniD
nukl eofil owego grupy hydroksyl owej Ser195 en

peptydowym substratf pe pt ydu .| udu kH ieogfk d)owo Si grupy hyd
zwi fikszona dzinki oderwaniu od ni epjemiwddconu |
przypadkuf u n kzaspgi Rol N zdeprotonowanej, obd&aclz one|j
fizjologicznych grupyb-k ar boksyl owej Aspl02 jest stabiliza
w sprotonowanym, dodatni o nagadowanym pierSci

//ﬂﬁpﬂ/‘)

- __l
“~ \ | ‘L\ % ( 5
\ &l 7 QX " Rysunek 4 Struktura przestrzennal-chymotrypsyny z
' (-

3 L8 X & ‘ zaznaczonN t r-iHia5d {ieldny)tAspllo2 {cyjan)z n N

/f o 0 — J oraz Serl195 (niebieski) w miejscu aktywnym enzymu. Kolorem

_//l‘« ’:}S;ﬂmﬂz U-gtym oznaczono struktury b, k

R /f (rysunek wykonany w programie PyMol na podstawie struktury

. Yl e ' 1CHO z bazy Protein Data Bank).
A —~

Chymotrypsyma i trypsyna nal eUN do proteinaz seryn
obrnbie sekwencj.i ami nokwasowe|j i struktury p

substratymwNyna katalizuje hydrolizn wiNzaE |

karboksylowe zasadowych reszt aminokwasowych, takich jak Arg idlygmotrypsyna hydrolizuje

wi Nzani a peptydowe p o resztach ami nokwas - w
k

aromatycznych (Phe, Tyr) . Ob dazapto enzymy tragiennet a k C
(proteolityczne) wytwarzane wW postaci ni eakty
trafiajN jako skgadni ki soku trzustkowego do
spoUywanych w pokarbryite nhbiise&kdpe k .j axka rr-- wnedzyendw z b y t
proteolityczych mo Ue  prowadzi | do bardzo gro¥nych ste
nowotworu trzustki). Z tego teU powodu w or
mechani zmy konterlotlwwmmi&mpz)wuI‘Glznkatmlo,kqutN reek t y\
enzymow, atymsamymapobi egaj N ni ek o,stNr ploovwsareejh np ro twe c
organizmach roSlinnycHat urzawli reir e mhibjtsyhpiopeimgh N de t
serynowychton aj czn Sci e bi agka ®bliska®0kb. czNsteczkowe
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|l nhi bicja proteaz mo Ue przebiegal wW spos- b
przypadku wr - Uni ane s N 3 rysucek H)a kompetycyjnh,i niekompetycyjné
(okreSlana niekiedy jako inhibicja mieszana)
najczinSciej spotyklamlyimbitty@remk o mpmétbycyjiny §Ncz
Wmodel u kl asycznym (kanonicznym) inhibitor i
mi ejsce aktywne enzymuukuwjreyigiNcEienwel nedido béen o
substratu. Inhibicja ta moUe zostal zniesiona

powoduj e wzrost war ﬁw:o,ékt - rsa agbar dtchraed ujsea «
substraterm at omi ast wart oS| gax pobokt@edezizmiamghnekyoM.al nej

W inhibicji ni ekompetycyjnej I nhibitory nie
aktywnego enzymuysunek 5B). Inhibitor niekompetycyjn wykazuje powinowactwo zaréwno do
wolnego enzynu j ak dokemprkuetryms ubstrat . W przypadku t

Vmax zawsze uleg@ bni Jenbtomi ast wwartenSieNds i @jgenjhi it or
wyUsze powi nowactwo wobec wol negsoubesntzryaniu) ,nintha |
i nhibit ovi Ntlilefitnilkd mpkseukbssetmn aetnznyimtd z wol nym enz
bez zmian (j e Urhibiioravwobewkommeksa enzwabstrat oraz wobec wolnego
enzymu jest jednakowe).

Inhibitor akompetycyjnywi N8efn wygNcznie z skiomplraksemMESen

nieaktywny kompleks enzyssubstrat nhi bi t or ( ESI ) . [Izniésioraivskytek t a
wzrostu stnUenia substratu. I nhihixfak trewnp @Ww
(rysunek 5C).

)
G 4 v, 2x[1]

.m

Brak inhibitora

-I/Ky 1/[8]
(B)

Brak inhibitora

i m———

1/Vyax|

\l

ESI l l/{S]
-1/K
© o

] -

fag it

/ 2x[I]
1V, 20

gl
R

Brak inhibitora

I/Vyiax

-1/Ky 1/[8]

Rysunek 5 Schematyczna prezentacja inhibicji odwracalnej: (A) kompetycyjnej; (B) niekompetycyjnej; (C)
akompetycyjnejvraz z odpowiednimi wykresami LineweaveBau r k a ukazuj Ncymi wpgyw rosnl
(stnlUenie [1] oraz jego dwukrotnie wyUsza wart@mdi 2 T
Kwm) - W przypadku inhibicji ni ekompetycyjnej ( B) wykres
powinowactwo wobec kompleksu enzysubstrat oraz wobec wolnego enzymu.
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Odczynni ki i Ssprznt | aboratoryjny

1. SpektrofotometrUWi s | ub czytni k pgytek
2. Kuwety plastikowd u b p gdyot gkkao woa6 o
3. Roztworb y d | Batrgpsyny: 0,8 mg enzymu w 1l mM roztworu HCI( o b j it o S pod

parn)
4. Roztwor inhibitora: @mgw 1 mb wody (700eL na par n) o
5. Roztwor substratp-nitroanilidu benzoilep,L-argininy 5 mgw 1 h DMSO(o b j nt o S| p O«

na parn)

6. Bufory o pH 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 8,3; 9,0; 10,0

7. Pipety automatyczn@0- 200¢L, 100 1000¢L i 500- 5000¢L)
8. 30% kwas octowy
9.

1

Prob:-wki zwykge szkl ane

0. Stoper
Wy konanie | wiczeni a

A.Oznaczanie zaleUnoSci aktywnoSci trypsy
Pr zygotowalszkﬁanyq:hr olbo- weeiker wd avejdydo dal kdl mjlnych
bufor-w o r-Unym pH. Do prLovo-dwki nlat @ond me $nidko
dodal pmoBstOweEru trypsyny. Nastnpni e, do wszys
5 0 L mztworu substraty-nitroanilidu benzoilep,L-argininy fysunek 6). De | i kat ni e zan

zawartoSk. pPobl®w rkiat ag ri zeorwaaniNr e a laydializy tsubstratis y n i
poprzez doddn3i0e% prooz1W@r 8 kwasu ponawhiedeli&agnie . N a
z ami epsokoai Zmi erzyl uwaltionepnbi atnrcojain i | i ny pSnmy dgu
WykreSlii krzywN zaleUnoSci aktywnoSci trypsy

HH gH

Lo |
@Cﬁ-N—C—E-NONO;
[l '

o

CH, p-nitroanilid benzoilo-D.L-argininy
NH (BAPNA)

trypsyna
o]

H H o H g
C-N-CH-COOH C-N-CHC-N NO,
- e s,

L CH3 o S
CH, H,N NO, CH,
CH, CH,

NH NH

C=NH p-nitroanilina C=NH
NH, NH,
benzoilo-L-arginina p-nitroanilid benzoilo-D-argininy

Rysunek 6 Produkty powstaJNce w t r ak c p-eitrodmyidd bemoilexgLyargisingb s t r at
przez trypsynintrBPawstapbNcabsorbuje Swiatgo o djugoSci
mi eszanina dw-ch i zomer - w, p-htypahiido benzitewasgimieygomazp-pitroandidu t r y p ¢
benzoilob-ar gi ni ny (zawi er aj Nc e g m-argining)vkiy nissulegathydrolizie.z e enancj or
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B.Badanie przybliUonej kinetyki hamowani a

Do 9 prob-wek zalwufomauy Nm:yp:Hi, $ roAwWD typsyriyN @ ot BP N ie e
do prob-wek od 2 do 9 dodal, mo Ul i wi eoztworuj a k 1
inhibitora (UWAGA: do probowki 1 nie dodajemy inhibitor& 0 €L, 40 €L80 6&4L L
100 1e210, 140, (o bj it oSci dodawanego inhibizagmai @n
i delikatnie zamieszal zawart @&ymupintbiiorentiek . P
wszystkichpr o b - we k d oLdr@tworupsabstratOp-nigoanilidu benzoilep,L-argininy i
ponownie zamieszal Pozkelejngchttsmbhupa ol - weker wal r
dodani e do Wszystkich pr ob - W eL,36%mrozthoru Wwwasu | a k
octowego. Nast pn|eprobo&kaLleaatrploernozcyl\amlkazapgyt'
spektrofotometru UW i s zmierzyl absorbancjn rozftpmor - w
dgugod8®i5 fmanl i( dl a c ANM(dlkspektpfgtontetek )s tlousbu j Nc | a k
prob-wkn 1zaflami@gAor zec) z

Wy kr &8 lziyiwN zal eUOnoSci absorbancji od objntoSc

Ob I i cpz;zlybl i UonN mastio scoomasnteegcoz kmavN b aj dcaaonty cr
zagoUeni ami Bdzy eakzymemrizebnbghi werdémgjestst ec h

nieodwracala (E + | = EI) oraz ukazana na wykresip o gowa s padKktypsyaykt y wn
(Eaal 50%) ) odpowi ada pogoWWAGAzBnbym avikkazuje 100%aswej r y p <
aktywnoSci w prob-wce bez inhibitora. Z wykr

spowodowaga 50% spadeMasak tcyzwhhsotSecci zkyeosi2\Knuj.g p s
24000 Da.

Zakres materiagu

wzory strukturalne w projekcji Fischera oraz symbole jednatréjliterowe aminokwasow
bi agkowych, ebzynibey vownanie i wykrésavichaelisklenten orazLineweavera
Burka, rodzajeinhibicji odwracalnejs pecy f i ¢ z n o $rbteinszuskrgnoychattygsyma
elastay, chymotrypsyy), pokines$ ae & substr at pnotaazy endopeptydazyn a k
(proteinazy), egzopeptydazy, t ri ad g-nikoanilidul i t yc
benzoilep,L-argininyor az produkt  -w powstagych podczas hy
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Wprowadzenie
BuDOWA KWASOW NUKLEINOWYCH

DNA i RNA, nazywane kwasami nukl ei nowy mi , s N
nukleozydy i nukleotydy Nukl eozydy skgadaj N sifn z zasad)
Natomiast nukleotydyt o estry fosforanowe nukl eozyd- - w.

kwasach nukleinowych sN porgstnekdny mdl ai egmi dypa:
nukleotydy purynowe i pirymidynoweysunek 2.

Pochndne puryny Pochodne plrymldyny
Adenina (A Guanina (G Cytozyna (C) Tymma Uracyl ()]
Y
Wystepuja w DNA i RNA Wystepu]e wDNA  Wystepuje w RNA

Rysunekl. Wz ory strukturalne zasad azotowych wystHh

Cukrem wystnpuj Ncym w DNA jest deoksyryboza,
powstaje DNA nazywamy deoksynukleotydami (deoksyadenez@moonofosforan (dAMP),
deoksyguanozynddmonofosforan  (dGMP),  deoksycytydyddmonofosforan  (dCMP),
deoksytymidynecmonof osf oran (dTMP)). Z kolei nukl eot
5&monofosforan (AMP), guanozyrsdmonofosforan (GMP), cytydynbémonofosforan (CMP) i
urydynoe56monofosforan (UMP). Wzory wybranych nukleotydéw przedstawiono/sanku 2. W
kaUdym z tychcokklbepogygNewogly jest z zasadN poryg

wi Nzdgliiekozydowe. JeUeli zasadN jest pirymidy
pierScileni ade(UNI i zasadN | est puryna, t @) cuki
(rysunek 2 . Nukl eotydy w QgaCcuchu DNA [ RNA p

3§56fosfodiestrowyn(rysunek 33.

Nukleotydy pirymidynowe

CH:,

i i i
"0~ FI‘ 0OCH, O—FT OCH, O—P CCHz
|
o o o
OH OH OH OH
Cytydyno- 5" -monofosforan Urydyno- 5" -monofosforan Deoksy(ym dyno 5" -monofosforan
CMP UMP dTMP

1
"y Nukleotydy purynowe | lo

N

oo g
‘0—P—0CH, "0—P—O0CH,

| 0 | 0

[} o

OH OH OH OH

Adenozyno- 5" -monofosforan Guanozyno- 5" -monofosforan
AMP GMP

Rysunek2. Wzory strukturalne wybranych nukleotydow.
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Struktura DNA zostaga zaproponowana w ,JaBcb3 r o

dwunici owa prawoskrntna helisa stabilizowana
zasady azotowe: adeninn (A) i tyminn (T), kKt -
cytozynn (C), kt-re twor &N (tysuzek3dwi Kabddaaz wpnido

ma na jednym KkoEGu (oznaprawymsjiakoimkwonukte:
fosforanowNodprokys ywiydlozy5 a na dr ugi mohkstaflicu ( c
nukl eotyd posi ada wol nN dfeoksprybozifrysehek@4d. nfprmacia N pr
genetyczna przechowywana jest w postaci sekwe
sifn jako sekwencje Ddmisaid WA i(euvwalkain yo dz & opEccaz K
36koni ec gaCGcubhaBd@BOwakigarfonkby DNA w dwunicio
antyr - -wnolegle wzglndem siebie (5%€&4d6aadrugawni ci
kierunku3 -6 5 Y(rysunek 39.

Podobnie jak w przypadku DNA, sekwencjn nukl e
kierunku56 30 RNA jest jednoniciowe, ale czNsteczk
podobnej do dwunici owe|] hel i sy. Dzieje sin ta
siebie znajdN sifn zasady komplementarnkki to
motyw RNA to tzw. spinka do wgos: - w.

W kom-rkach moUe wystfipowal kilka rodzaj - -w RN

A informacyjny RNA (MRNA)- st an o wi matrycn do syntezy biag
Atransport uj N-cppzensBsNzaktywowdhélakjnokwasy do rybosomow,

A rybosomowy RNA (rRNA)- g§ - wny skgadni k rybosom- w, pe
strukturalne podczas biosyntezy biagka.

Koniec 5°

o® (b) A U G
@ o0 I[’*O

e NH,

2' |- OH 2' |- OH 2' |- OH OH
/ Adenina (A
CH; o < l ) @ 3 3 3
k >| P P P
HO \

Wigzanie 3",5" - So— p o 5’ 5' 5’

5
fosfodiestrowe f
p) H
CH1 & €. N (c) s o 3
< ; Guanina (G v

Wigzanie 3",5" - ©o— P o o
fosfodiestrowe o H;C NH
§
CH
?_o N O Tymina(T
H
H
r
Wiazanie 3",5" - ©o— P o

fosfodiestrowe

H
Czo

< 7 Cytozyna (C) ' @\/L\
wigzanie

o
wodorowe I‘:’I
o)

Created in BioRender.com bio

Koniec 3°

Rysunek 3. Fragment gaEGucha kwasu n@akl pieggowegwz -0 Sehkwéne
polinukl eotydowego @5bfastadiestrmeyehén i esnk rwit dzaway@® zZapi s sekwencj
RNA o sekwencjiAUCG(c) Fr agment helisy DNA z zaznaczeniem wiNza
parami zasad azotowyc{Rysunek wykonany w BioRender).
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W kom-rkach eukariotycznych DNA zawarty |jest

heli sa DNA nawininta jest na osiem zasadowych
strukturn zwanN nukl|l eosomem. Nuk | e o3 listogamip o § N ¢
DNA tworzN nukleofilamenty (wg-kna nukl eosoma
nasi edmi okrotne skr-cenie DNA. Zwi j aj Nce sin

Sredni oynaXywarmemu r - wnieU wg-knem chromatynow
zr Nb chiaeawanmymy N spiraln o Srednicy 300 nm.

czterdziestokrotne. Podczas podziagu kom:-r ko\
skrincaj Nc sifn, tworzy superhelisn o Srednicy

Sr e d n i0onyysunelod).

2nm 11nm 30nm 300 nm 700 nm 1400 nm

Nukleosom
r \

AN

Ramiona
chromosomoéw

entromer

N

Chromatydy
siostrzane

6jna helisa y i inigta spirala Superhelisa Chromosom
DNA mitotyczny

Created in BioRender.com bio

Rysunek4d. For my upakowani a mat e r(Rysudeld wygomamew BjoRende8.g o w Kk o n

Informacja genetycznaw Nd r z e przepisywana jest z DNA na

rybosomem, jest matrycN, na bazie kt - proegsy synt
replikacji, transkrypcji i translacjijp k r e SI ane sN mianem ekspresji
obydwie nici heli sy DNA ulegajN rozpleceniu,

komplementarnych. W procesie transkrypcji informacja zawarta w DNA przepisywana jest na RNA

(w kierunku5 6 3 ) Z koleina rybosomachachodzi ostatni etap sfresji gendw, czyli translacja.
Podczas syntezy bakgwowdneamiidlivAsy doorghosamodkzz a r e dzi i
przygNczonemu mRNA gNczN je ze sobN, tworzNc
KaUdy aminokwas syntezowanego biagdgka zapisany
dla niego kodonu (1 kodon3 zasady).

SPEKTROFOTOMETRYCZNE OZNACZANIE ZAWARTOS$CI KWASEW NUKLEI N

Zaréwno kvasy nukleinowejak ich monomery (nukleotydya t ankkl@azydy oraz zasady
azotowe) absorbuj N promieniowanie ultrafiolet
do 276 nm. Wynika to z obecnoSci sprznUonyc
purynowych ipi rymi dynowych. Poszczeg:-Il ne zasady az
maksi ma absoRb&ncNi s6wi angatakUe wyra¥nie int
swoi ch maksimach, co uwidaczni a s vposzeregainytho wy c
zasad. Kwasy nukleinowe posaajl N kombi nacjin wszystkich zasac
maksi mum przy Sredni e] dgugoSciiprzg26DnndJlesttop os z
podst awN spektrofotometrycznych met od wy kry
nukleinowych.

Przy spektrofotometrycznym oznaczaniu DNA ©pr

A

ultrafioletowego o dgugoSci fal. & = 260 nm d
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50ug/L (przy dgugoSci drogi optycznej (1) r-wne
oraz RNA absorbancja r-wna 1,0 oznalk.za, Ue ro

Odczynni klaboratorypyp r z nt

Swielk drdblle

2% wodny roztwér SDS (soli sodowej siarczanu dodecylu)
2 M wodny roztwér NaOH

2 M wodny roztwor HCI

95%Etanol

Wodny roztwor octanu potasu (20LgpH 5,0)

0,2 M wodny roztwor NaOH

Wiréwka

. Proboéwki wirbwkowe

100Pr ob- - wki zwykge szkl ane
11.Ga¥ni a wodna

©CoNo,~wNE

12Kol by pgaskodenne i okr Nggdodenne
13.Cylindry miarowe

14.Zlewki

Wykonanie [wiczeni a

A. lzolacja RNA

Uwaga!ll zol acjin RNA przepr.owadzal w rhnkawiczkach

W kolbie pgaskodennej20 oio2% roaward sdli isodotve siarczane n i a
dodecylu Do wr zNcego roztworu dodal 2 g rozdrobni
przez 3 minuty. Nasthinpnie kolbi schgodzil str
kol by do prob-wki wir-wkowe]j i  odwinractvaanit pprrzzee
dokol by pgasodéafordjamu potasu,L et amadtui pnMiee s
wytrNc aj NcR/NA spioizostawil na ga¥fni | odowej przez

6 minut przy 6000 RPM. Roztwér znad osadu zdekaritoja z a S ot r zymany osad
8mL0,2 M roztworu NaOH. Tak otrzymany rozt w:-
bi agkowN, kt-rN moUna dalej oddzielil na drod

B.Oszacowani eRNA warhioaSigd k

Uwaga!Pomiary absorbancji wykonujemy w kuwetach kwarcowych

ZawartoSi RNA i biagek moUna oszacowal wykor z:
pasma absorbcji w ultrafiolecie. Kwasy nukl ei
Empirycznie siowilerndpomwo,addedgmlenPodowkmigee dl a
wykorzystujNc ich charakterystyczne pasma abs
wzor -w, pozwal ajNcych na oszacowanie ich stnU

C (mg/mL) = 0,4 (Assi Azso)
C (mghL) = 1,55 Aeoii 0,76 Avso
C (mgiL) = 0,144 (A1sT Azzs)

Przed pomiarem wykonal rozcie@E zenipkAmzgwormol ow
pobr ali 2do daL 0,2Mroz&voru NaOH.
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Na podstawie pomiar-w absorbcji charakteryst.)
oszacowal i1 oSl obydwu grup zwi Nzk-w w wyi zol
rozcieEzeni e rozd&mkoru podstawowego

C.OkreSlenie r®Ridbuszczal noSci

A w roztworach kwasoéw i zasad

Z otrzymanego w poprzednim (joéwiadczeniu r
(rybonukl einiamkiusno@w)ci polwvr aplrob- wce szkl ane

kroplami 2 M roztw-r HCI. Zaobserwowal wytrN
ponowni e dodawal kroplami 2 M roztw-r NaOH.
A w etanolu

Z otrzymanego w poprzednim (joéwiadczeniu r
(rybonukl eini amib usno @bk i bolvr glr,@b -nwacset npak lea nde
kroplami etanol . Opi sal pojawiaj Nce sin w pr

Zakres materiagu

budowachemiczngd wz ory chemiczne nukleotyd:- w, nukl eoz
RNA) i przestrzenn&waséw nukleinowych r - Uni ce w budowi e DNA i R
DNA w komarce, procesy translacji, transkrypciji, replikacji

Literatura uzupedniaj Nca

1. Berg J, Tymoczko J, Stryer Bjochemia WydawnictwoNaukowe PWNWarszawa 2005.

2. Murray RK, Biochemia HarperaZWL, Warszawa 2015.

3. Bryszewska M, Leyko W, Biofizyka kwasow nukleinowych dla biologoWydawnictwo

Naukowe PWN, Warszawa 2000.

Hames BD, Hooper NMKr - t ki e Wy k §Wydlawni@@wo daukoee W, Warszawa

2009

5. BartoszewskiR, Laboratorium z biochemii dla studentéw biologii, biotechnologii i ochrony
Srodowi sk a: .@redagpwanezptzéz dmtomialanowski, Biologica Silesiae, 2004.

»
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Wprowadzenie

Biagka sN pol i mer ami aminokwas-w, w kt-rych p
pogNczone ze sobN wi Nzaniami ami dowymi, okresS
Wi Nzanie to jest twar bokesyp owiNivazssy n grganrEnpinN k
drugiego aminokwasu. Powstagy w ten spos-b ga

grupaimithowN po | ewe|] s tkrag thio&k,syh owN | pN gtupmi
peptydowe pomindzy atomamykazafjfe chwngkbherczwb

Odl eggoSi mi Adzwy md ©imabnj 12 nm i jest to war
wi Nzania pojedynczego (0,149 nm) a wiNzania po¢
tego wi Nzania jest zablokowana i wiNzanie to
Swobodna rotacja jest moNiCr@a dopl erboywbk: - Bt wi
sNsiedztwie grupy peptydowej . Strukturyoneezon

narysunku 1. _
1] OQr
T |+
—C—1|\]— — —(C= ]\l]—

Rysunekl.St ruktury rezonansowe wi Nzania peptyd

Biagka moUna podzielil na proste (zbudowane
(posiadaj Nce w swoj ej strukturze r-wnieU czi:
tguszcze czy kwasy nukl einowe) . Zakwlyei OUnal pc
duUe klasy biagek:

ABiagka dl(&hulistme kgnbuszkowate), maj N one s
mni ejszy od 10. Charakteryzuj N sifin one obec
gaCEGuch-w peptydowych. St osunki 4asli.o weo fzawjydkol
gaEucha zachodzi w taki spos-b, Ue fragment
przez co zbliUajN sifi do siebie, a odsuwaj N
grupy o gadunku el ek ttraykc,z naybny) usttV\aorraZJyN Spi onNw i ues
co zwinksza sin ich kontakt z czNsteczkami \
wewnNtrzczNsteczkowy. Rozpuszczaj N sifn zar -

kwas-w, zasad czduBNIdhj iZteo %iz gd 2INut @@z ek bi a
Przykgadami biagek globularnych sN m.in. hem

ABiagka T(Gwgykmirsnitee, wg-kienkowe), ich stosun
tych biagek sN dfgugie i nitkowate, maj N one
wg- kien. Niekiedy wgd-kna te sN w wielSgumNej
j ako gg- wny Amateri ag budul cowyo t kanek z
ni erozpuszczaniu sin w wodzie I skgonnoSci
fibrylarnych sN kol agen, keratyna czy miozyn
Jak wspomniano powyUe|j rozpuszczal noSi bi age
strukturN przestrzennN. Zal eUOy przede wszyst
struktur ze Roztwory biagek intemgp®Bei e280ad ¢ h g
nm, jednak absorpcja w tym zakresie nie |est
absorbuj N promieniowanie o tych dgugoSciach
278280 nm, jest to Scoinvdline emo wi Nsztarnuek tzu rwyes tafimi n .

pierScie® aromatyczny (przede wszystkim try
fenyloalaniny).
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W opisie struktury bi agek wyr - Uni amy cztery

pierwsze, drugo, trzecic i czwart®trrzukdtowya pierwszorzndowa
aminokwas-w, w Kkt rej uwzgl ndnia sin r-wniedU
mostk-w disulfidowych pomindzy reszt ami cyste

ugdgoUeni enorkensazst- wa nfipr zy k § ad a mi Gkh‘galisajokaz strukyurp)d r u g o
Struktura trzeciorzindwwaalidnogNstse ¢z kdao bsi paogsko
wzajemnego ugoUenia reszt aminokwasowych odda

pozi om, czyl. struktura czwartorzndowa, doty
gaCGucha polppdpeddowegk biagka) i opisuje wz
podjednostek.

| stnieje kilka technik umoUliwiajNcych rozdzi
mi eszaniny. Zaliczyl do ni ch mo Un a m. i n. €
chromatografin jonowymiennN czy powinowact wa.
Chromatografi a cieczowa na Uel u Sephadex, 0
chromatografia wykluczeni a, jest techni kN umc
substancji r-Uni Ncych sifn masN ce Nssttoeswjke wNi. i
Arozdziagu ubstancji r-0UniNcych sifn masN czN
Aodsal ani a ubstancji, kt-rych masy czNsteczk

~ obecnej w probce; ) )
Awyznaczania mas czNsteczkowych zwi Nzk: - w;

Aanalizy polimer-w syntetycznych i zwiNzk-w w
W technice tej fazin spatjakayhNamsidnowb pol.i
stosowanym polisacharydem jest Uel znany pod
O poprzecznie usieciowanych ga &Ecu c-+8e0qim,.ktore e | t
w zaleUnoSci od wusieciowania, r-Uni N sin zdc
wjaSci woSciach rozdzielczych Uel u. Produkowar
cyfra znajduj Nca sod@Glo@RdY)duPejzyl czgmz e mA@&d nK
usi eciowani e, a wiinc wi nksze pory Uel u. zZ |
wykorzystaniem Uelu Sephadex, sN roztwory wod
SpoSr-d technik chromatograficznych metoda t
rozdziagu, opierajNcym sin na r-Unicach w w
rozdziagu w najwinkszym uproszczewiifuk spzrez edisl &
napficzniagych ziaren Uelu nie mogN penetrowal
z fazN ruchomN i sN eluowane jako pierwsze. |
wnitrza granul ek UeluitagtuzalieUmezSdiarad sesWweoga
zmniejszania sifi ich masy czNsteczkowej . Ze
charakteryzuje sin stosunkowo niskN rozdziel

przedstawiona neysunku 2.
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o
o * o o"\\/lale czasteczki
® e® \©® whikaja do

® wnetrza poréw
/N ziaren zelu
Duze Porowate ziarno zelu
czasteczki nie \ & /
whnikaja do
ziaren zelu

Created in BioRender.com bio

Rysunek2.Zasada rozdziagu czNsteczek o r-Unej wielko

CharakteryzujNc w doSwiadczeniu stosowanN ko

rozdzielanych substancji, stosuje sih nastnpu
AobjftoSl cu¥gkowita zgoUa )
AobjntoSl pVWsttzkol amniyt oSl eluentu znajduj Nc
AobjntoSl rozpuszczavini ka zwi Nzanego z Uelem
AobjntosSl Matrycy Uelwu

A obj nt oS Veeharaldeyystytzana dla danej substanciji

Pomifidzy tak zdefiniowanymi wielkoSci ami zach

Viot=Vo+ Vi+ Vg

Rozpatruj Nc sNczenie molekularne na Uelu jako

zastosowal moUna zal eUnosSlI pomicidadzws poljjcztym8c

podziagu K tej substancji mindzy fazn stacjon
Ve=Vo+ KVyg

gdzieeKiws p - g c zy n nVokfaza mechanakigfaza stacjonarna.

W chromatografii na Uelu w zaleUnoSci od zde

wsp-gczynni ki podzi agu.

JeUeli jako fazi stacjonarnN tr awk)tatrgymujersyi i r

zal eUnoSi :

Kb M
Ni

JeSl| iazjlakd afcj onarnN pr zyVidaM,e myt rcaymu jf emyi  Zeell

Kay o1

A7 N
War tkn§ilest gatwiejsza do wyznaczenia, stNd teO
w zal eUnoSci od wielkoSdi czNsteczek | eUN w g
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Odczynni klaboratorypwyp r z nt

1. Kolumna chromatograficzna o wymiarach 2x30 cm

2. Cylinder miarowy 50 mL

3. Pipety miarowe

4. Prob: - wki szklane zwykge
5. Pipety Pasteura

6. Zlewki 500 mL

7. Kol ba pgaskodenna 500 mL
8. Spektrofotometr UWis

9. Sephadex G75, 90 mL zawiesiny w 0,9% NaCl

10. Eluent: 0,9% roztwér NaCl, 500 mL

11.Pr -bka do r ®z®2 a®pu:t wdormL NaCl zawieraj Ncego

Dextranu(M®2000000 Da) , 30 mg al bumi n68002 Daplsbo c z a
lizozymu (M = 14400 Da) 130 mg CoC (M = 130 g/mol)

12. Wata szklana

13. Kuwety kwarcowe

Wykonanie [wiczeni a

A. Przygotowanie kolumny

JeSli kolumna bygda wczeSniepd. przygotowana pr z

1. Kol umnii chromatograficznN umieSci | drgmémon owo
zaciskemin a p eqjknd mL r100z t wor u NaCl . Nastnpnie przy
dnie kolumnyn i e wi e IwkaN yi Isoz&il amey mweUpjoMst agy
Ostrofymo wambbagietckd o kol umny zami eszanN up
zami eszaniem zawiesina w zI|lewce powinna b
Uel, a 1/3 roztw-r NacCl).

2.0dczeklaina dnie kolumny ufSorcm)j e poi it zywar Diswa
zaciskdrenu Roztw-r powinien wypgywal z szybkoSci
Uel u powinna wynosil 20 c¢m.

3. Nasthipnie na powi er zashtnrio Guwyipee gunmieenS cai [k ok ruNrhey
zamknNi wylot kolumny, pozostawi wszy nad pov

Uwagd Wyped ni eni emk il ubmnly z eewszet pNzy bz y wor u
B.R- wnowaUenie kol umny

Przez kolumni z ufor mervbanpyrnz epautSecml Setkhade x. G
przepgywu powinna wynosil ok. 1 mL/ min.

CRozdziag na kol umni e

zemyciu kolumny pozost awi nad powierzch

pr I [

pka-&imm)zyi}ZzakaNl wyl ot kol umny. Przy ©po
e naruszaj Nc zgoUa) na czogo kolumny 0,7 m
u

u
[
[ umny, umi eszczaj Nc jako odbieral nibkkiwywc i(bek
I ~

Po
s g
(ni
k o
na

elUy ponowni e zamknNi wyl ot kol umny, a na
wprowadzil tyl eabryo zjtewoor uwaerlsutennat unad powi er zch
cm. Ponownie otwoPzydz wydpyt &mdsumngzdzi agu, |
wl ewaj Nc ciecz przez |lejek, po Sciance kol umn
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kol umny, a nastnpni e zbierai,a‘fﬂad(a:jreomemtbtj,ﬁdao
wyeluowania chlorku kobaltu (I1). Pr z eVhotjva | e
poprzez zmierzenie wysokoSci zgoUa i pol a kr N

D. Wyniki i obliczenia

Zmi erzyl absorpcjn frakcjilq@mhnelalleniﬁlyzysocha:, BI
bydl ncego (| ulb=280inmicCoGlpreyl)= p5r1z0y nm. Zanotowal wy

Numer Absorbancja
frakcii | =620 nm | =510 nm | =280 nm
) Blue Dextran CoCl, Albumina/ lizozym
1
2
3
é
SporszzyéIucjiaﬂilagrkarﬁdej, substancji (wykresy zal
elucyjnej danej substancji¥ Obl i czyl dl a r ozdzKaewgavmosuc h z wi N
Kav T 1
AT A
gdzie: v, iobjAtoSI elucyjna badanej subs
Vo TobjntosSl pustal@ed)bxiramm)oSI el ucy
Vo T obj itoSi cégbowczgl zgeUwzoru n
*Do objAtoSci el ucyjnej badanej substanc
Wyni ki umieScil w tabeli
. Ve Vel Vo Iy N
Substancja — K
‘ [mL] [mL] firi 1 w

BSA (lub lizozym)
COC|2

Zakres materiagu

chromatografia cieczcowaz asada r oz dlzu cagdwag (bjiaakikmabudowane |
peptydowe)podzi ag bi agek (proste,stzrguoklounrey, pfrizbersytlre
oddziagywani a, (kapirse ij er st zadji d i g tuhj eNkit-kagka) bl r u
funkcje biologiczne i wdgaSciwoSci spektroskop
na czym polega zasada rozdziagu z wykorzystan

Literatura uzupegdniaj Nca

1. Witkiewicz Z, Wardencki W, Malinowska |Chromatografia cieczowa. Teoria i praktyka
Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2023.

2. Berg JM, Stryer L, Tymoczko JL, Gatto GBjochemia Wydawnictwo NaukowePWN,
Warszawa 2019

3. Stellwagen EMethods in Enzymolog¥hapter 23 Gel Filtratiol 463 373 385(2009).

4. McMurry J,Chemia organicznalom 5 Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa, 2022.

5. B a Ek o wBidchemi&Edra Urban & Parther Wr oc g a w, 202 2.
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| SR S O N

ANALTZA CHEMICZNA
ZWIAZKOW
BTOLOGICZNTIE
cZ{NNYCH
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Wst np do cukr-w znaj dRigaekc$iefi chraz nk ti ewi ycszteynd :
wngl owodan: - w
Odczynni ki i sprznt | aboratoryjny
1.Pgyt ki chr onmdt@ony)r apfoi kerzyntee (02,025 mm war st wN Ue
2. Komora chromatograficzna
3.Ukgad rozwijajNcy: octan etylu : izopropanol
4 . Soki owocowe, mleko, sok z pomidor a
5.Etanol
6 .Prob- wki wir-wkowe
7.Cylinder miarowy
8. Wir . - wka
9.Cieplara (105
10Suszarka do wgos - w
llKapil ary
12Spryskiwacz do pgytek chromatograficznych
13Ukgad wywodujLNayg(mpn) 60skiadzi e:
A5 objntoSci acetonowpgo roztworu aniliny
A5 objntoSci acetonowegol),roztworu difenyl o
A1 objfAtoSi 85%.kwasu fosforowego
Ukgad naleUy przygotowal na poczNtku [ wiczecCc
14St andardy cukr - w: glukoza, fruktoza, ksyl oz:
(stnUebw el Q% rgdzt worze izopropanolu w wodzi e
Wy konanie [wiczeni a
W prob-wce wir: -wkowej umi eSci i 1 mL soku 1| u
KorzystajNc z wir-wki 06dowior oRRM mwiyzeNcdide mbi
chromatograficznej o wymiarach 20110 c¢cm w od
mi nkkim ogdg-wkiem I|inin r-wnolegga do brzegu,
zaznaczonych punkt ac hlnematwdryetdrdardow qukrdwanazetamolowez ¢ z
ekstrakty sokow i mlekap(odczas wszystkich operacij.i nal e 0
palcam) , odparowal korzystajNc z suszarki do wgo

komorychromatografiz:nej nasyconej parami ukgdgadu rozwij :
czogo ukgadu rozwijaj Ncego osi Ngnie poziom ok:

pgyt ki z komory <chromatograficznej ni ezwgocz
rozwijajNcego, a nastfipnie dokgadnie wymdszyl
wgNczonym wykdaNdgéem mivywoguj Ncym. PJgytkih osusz)
suszarki, a nastinpnie wywogal @awpomejz wmai &8s m
1055C. Zaznaczyl delikatnie poj awilasianlarééwsukrdw p | a
i badanej pr - bki. Na paodisdawi ¢ef obdowaizooykhy wa

sokach i mleku.

Zakres materiagu

kl asyfi kacja i stereochemia wnglowodan-w (kon
epi mery, anomery), znaj omoSi wzor -w struktu
podst awowe reakcje chemiczne wnglowodan: w, p
proces mutarotacji, budowa i funkcje biologi

37



L wi ¢ zLehorataryjng Skrypt dlaStudentéw| Katedra Biochemii Molekularnej

budowa [ funkcj e polisacharyd-w (skrobi a, g
bi ol ogiczne, podstawy chromatografi.i cienkowa
i spos-b jego wyznaczani a, od agegoukgaeyYyr wa
wywogduj Nce w chromatografi.i cienkowar st wowej )

—

iteratura uzupegniaj Nca

McMur Chethia Orgs8Vwdewnact wo naukowe PWN, Wars
.Morrison RTheBowpdORYNEpdDdawnact wo naukowe PWN,
StryRBrodchemyalawni ct wo naukowe PWN, Warszawa.

wWN Bk
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Wprowadzenie

WstfiAp do | ipid-w znWyadrfeb rsii anipe ziy il dvd rctzyefnii kua
CHOLESTEROL

ChoIest'erpolchodnyacﬂléij"ddei, stanowi naj bardzi ej r
zwi er zNt . Jego obecnosSl stwierdzono we WwWsSzys
skgadni kiem bgon kom-rkowych. Jest skgadni ki e

wNt r obdwi spraenkur sor do syntezy hormon-w (pro
witaminy D czy kwas-w U-gciowych. Ponadt o, W
podsk:-rnej tkance tguszczowe] or az weowegowi w
m-zgu oraz rdzenia krfigowego. WSsianach patoi
prowadzi do twobUz@mi ehywdh.stkeamolenivystinpuje g§
zwierzNt, a w roSlinach c zsiiStca setje rsoplo,t ywk ad rso Uid
ergosterol. Wszystkie te steroidy od choleste

Sterol e, ] ak wszystkie sterydy, Zi a steéranr aj N
(cykl opentanoperhydrofenantren), czyl cztery
B, C, D. Cholesterol jessterolem,z j ednN grupN hydroksyl owN pr
podw-jnym w pierScieniu B, mindzy C5 i Cc6, z
oSmi owfigl owy m § a Egsunekhlp GrupaiOHy c@DbT eét erol u nad
charakter amfifil owy, a r ozbudwawamaa , wdFaS cyiwnoasS
kom-rkowej. Cholesterol nie jest w stanie sam

.
steran cholesterol

Rysunek 1. Cyklopentanohydrofenantren (stefan ¢z i Si wsp-lna steroid-w oraz w

LIPOPROTEINYLDL | HDL

Li poproteiny to biagka zgoUone, skgadaj Nce s
' i pi dowej . Te globularne c¢czNstki, przypomina
l ipid-w (triacyloglicerol e, chmwil @ st eholwe WwWr @i
mézgower dzeni owy m i i mfie. Biagka wchodzNce w
r-wnoczeSnie proces emulgacji, oraz sN rozpoz
Wyr-UOUnia sif pizmlangladdlowbhnpopr vt zimhe&poet oldi g
rodzaju transportowanych l'i pid- w. Chyl omi kr
triacyloglicerole i cholestwNoFrobygstaderzenygNz
w | ipoproteiny o b aendaewvadensitgigoprpteingVilBL), ipp&poieinyca n g .
poSredni ej injefmediated®rsitylipdpeoteig IDL) orazl i popr ot ei ny o0 me
(ang.low densitylipoprotein LDL). VvVLDL, | DL oraz LDL to pokr
w transporci e endogennych i pid-w z wNt roby
szkieletowych. VLDL powstajN w wNtrobie, za
lipazy. Powst aj Nce wol eae &wasyb tguszczowe s N pr

tguszczowycdistWw &if eicbtey m samym pr z elipoprotéiy g c aj |
| DL a nastnpnie LDL.
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W osoczu kr wi wystihipuj e | dsizpcozper ojt ed eary roo ddzuajje
(ang. high densitylipoprotein), kt -re gromadzN nadmiar <chol est
transportujN go do wNtroby. W wNtrobie chol es
WNt roba to jedyny organ zdolny do usuwania zn
HDL jest nazywany Adobrym cholesterolemo, w
nazywanego Azdgym cholesterol emo.

Cholesterol jest niezbfAdnN substancjN dla pr
nadmiar jest szkodliwy. MoUe odkgadal sin w t
chor-b takich jak miaUdUyca, guhoroba wieE& owa

BGONA KOME RKOWA

B g @ komdrkowa (schemat neysunku 2) zapewni a odseparowanie K

zewnntrznego. R-wnieU skgadowe kom-rki, jak |
bgonami . Stanowi N one ni e tyl ko bari ern, a l
Srodowi ski emaavd veniatjrNz myermepZ ory, przekazuj N sy
[ sN selektywnie przepuszczalne. l ch gg-wnymi
orazcukry Dwuwar stwa | ipidowa jteotr zNicMNulst tir N apmoé fs
wodnym z fosfolipidéw,w ktorejhy dr of i | owe grupy sN skierowan
hydr of obowe gaE&cuchy kieruj N sifn gdowmwiestrza
oddziagywani a, nie ma tu Uadnych oddziagywa
pgynnoSi

biatko glikolipidy ollgosacharydy

peryferyczne

hydrofilowe

grupy gtowy %\ < )
fosfolipidow \

rdzenie hydrofobowe
fosfolipidow

\ R
Ly x{xl X \() v v JJ;) monowarstwa
- zewnetrzna
9% ) s}

monowarstwa

(tancuchy weglowodorowe wewnetrzna

kwasow ttuszczowych)
biatkointegralne

Rysunek2. Schemat budowy bgony kom-rkowej .

PGYNNOSL BGONY

Z uwagi na brak wi Nza® kowal encyjnych mindzy I
swobodin i mogN sifA przemieszczal. Zjawisko to
sin ruch obrotowy | ipid-w | ub mieszzeaeimpoprzerzne € n i
(nazywane teU Aflipo) jest rzadkie i bardzo
przemieszczenie hydrofil owejRugcgho wfyo spfoopl rizpei zd - hw
przedstawono schematycznie mgsunku 3

PgynnoSi bgony zaleUy od temperatury i im jes
wpgyw ma il oSl wiNzaE nienasycombyeadqn owSig apdBcduve:|
wi NziasuFhi emoUl i wia Scise dopasowanie gaEcuch-
Wzr ost dgugoSci gaE&uch-w wngl owodorowych bn
wzroSnie teU il1oS8Si oddziagywa® mindzynéoseéol
zmni ejszal pgynnoSi , z pranipszczana lipdwr agrdniczepiaaw a W
ruchu ga@ uch-w wnglowodorowych kwas-w tgusz
JednakUe, z uwagi na swoje rozmiary, choleste
t guszczowych 6l edzeinmatg ad ytsetUa njsaokwoy , kt - ry zwi Aks
kwas:-w tguszczowych.
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obrot przemieszczenie boczne przemieszczenie poprzeczne

(A DAI WA AAY (KA \J»zvg

L L R
s =

Rysunek 3. Ruch fosfolipid-w w bgonach.

MODEL P GYVORAKOWY

l nnym model em budowy bgdgon biologicznych -jest
mozai kowy, kt-ry zostag zaproponowany przez S
bgona to dwuwymiarowy roztw-r |ipid-w, w kit -
podobnie jak | ipidy, mogN swobodnie przemiesz
ale nie mogN przemieszczal Si Nz eavc zpoypm,z ekl atdeoc
zachowuj N pierwotnN asymetrin budowy

PRZEPUSZCZAL NO<$ TRABSBORT BIERNY | AKTYWNY

Bgony biologiczne, zar -wno kom-r kowa, jak i t
przepuszczal ne, Co oznacza, Ue niekt 2rC&), cz Ns 't
czNsteczki I|lipofilowe np. hormony steroidowe
ni N przej Sl samoistnie, bez udziagu dodat kowy
wi fnkszych c¢czNstek (np. gbnik@z &3 K'ATRY magna no &
ener gi i i /| ub tdroadnastpkoorw yucj hN cbyicahg. e k

Transport bierny zachodzi zgodni e z gradi en!
przemieszczajN sifi z miejsca o ich wyUszym st
dyfuzji prostN i dyfuzjn udat ddwangcN lub liffoflowgch e r ws
czNsteczek jak np. et adyf unavwojda zgodnie e gradierdeonn 15 u b
stnUe® a w transporcie nie biorN udziagu Uad

W efekcie dochodzi do wyréwnarsat i Ue E substancji. Dyfuzja ugat
czy aminokwasy, r-wnieU zachodzi zgodnie z gr

Przykgadem takich biagek sN transl okazyw,npkiti -er

ulegaj N zmi anom konformacyjnym transportuj Nc
Transport bierny moUe zachodzil r-wnieU przez
sin dopiero w obecnoSci osdkpuotweike d nmegoy | ngphn
transportuj Nce sN specyficzne i wi NON okreSlo
biagek bdgonowych, tzw. kanag-w, Kkiedy energi a

mowimy o transporcie biermy.

Biagka bgonowe odpowiedzialne za transport e
pochodzi z innego ¥r-dga ni U gradient stnUeeGE
Na'iK*przez pompdt & d@MAIP-&NARN), gdzie energia po
hydrolizy ATP. Il nnym Fr-dgem energi. do trans
mo Ue byl energia pochodzNca =zt riammsega,t uk orTzayk
wykorzystuj N transpor:t zgodny z gradientem s
gradient owi . W przypadku, kiedy transport c¢zN
przemieszczanej w tym samym kierunku mowimy smgyor ci e, a jeSli przen
przeciwnych kierunkach to transport nazywamy
odpowi edni o przenoSnikami symportowymi i ©prze
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Odczynni ki i Ssprznt | aboratoryjny

1. M- zg cielncy | ub wieprzowy

2. Aceton

3. Etanol

4. St nUeSy H

5. Bezwodnik kwasu octowego

6. Chloroformowy roztwér cholesterolu

7. Homogenizator

8. Sprzint do sNczenia pod obniUonym ci Snieniem
9. Wyparka rotacyjna pr-0Uniowa

100Ga¥nia wodna )
11.Szkgo | aboratoryjne: zlewki, kolby okr Nggode

Wykonaniel wi czeni a

A. Wyodrnbnianie cholesterolu z m-2zgu

Met oda wyodrnbniani a chol esterolu z t kanek
rozpuszczalnoSci cholesterol u i pozostagych |
Do 5 g m-zgbadetddahu 25 dokgadnie zhomogeni zows:
Béiéchner a. StagN pozostadaslet panownioadsNazwiyés ijl
pogNczonych roztwor-w acetonowych usunNI| rozry
chol esterol rozpuScil w mini-,5nmU).roerzjymgoybr¢zuﬁvcﬁro§ci
cholesterolu w etanolu zebr al pi petN do suche

odparowaniav t emper aturze pokojowad ZfwaUykioliejapkthec
cholesterolu w tkance.

A

PozostagoSl cholesterolu znaj duj Ngcdhlordformu i na &
wykorzystal do analizy B)lakoSciowej cholestero
B. Analiza jakoSciowa cholesterol u

Pod wpgywem S&tnfala miepqug eH odgNczenie od chol est
kwas di sul fonowy bi cholestadienu (odczyn Sa
siarkowego i bezwodni ka kwasu octowego tworzy
LiebermanaBurcharda).

Wy konal pokazowe doSwiadczenie dla keémbrcyjn
cholesterolu w chloroformie 10 mg/m) oraz dl a cholesterolu wyodr
|l wi czeni a.

B1.0ODCZzYN SALKOWSKIEGO

W suchej prob -Lwhéd oumif ®3 anioiwelgomr ozt woru chol es
kwasem siarkowym. Warstwa chloroformowa bar wi
wykazuje zielowmmWNi édSaiolrepcemcywkin pod | ampN UV)

B2.0DCzYN LIEBERMANA-BURCHARDA

W suchej prob-2wcehluoni @fSai mowego r ozt wikropli chol
bezwodni ka kwasu octowego i 2 krople stnuUon:
Zzabar wieni e, kt -re szybko przechodzi w barw
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Zakres materiagu

budowa steroid-w, funkcje cholester ol (buydowaoj nci
fosfolipidow, b udowa bgon kom-r kowych, transport akty
nasyconych [ nienasyconych kwas:-w tguszczow)
tguszczowe: palmitynowy, stearynowy, ol ejnowy
amfifilowoSi ,(ambspmtymydg8|) micel a

Literatura uzupedniaj Nca
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Wprowadzenie

Al kal oidy stanowi N niejednorodnN grupn zwi N

heterocykliczne pochodzenia roSlinnego | ub sy
W stanie naturalnym wystiapuj N zaznicgnymi.@pecnie po s
znanych | est kil kadzi esi Nt tysincy struktur
gatunk-w roSlin wyUszych. R-UnorodnoSi budowy
posiadaj N one jednorodneg® meomareilzszebiods ent
fizjologicznego, od stymuluj Ncego (kofeina, I

toksycznego (nikotyna, strychnina).

Gg- wnN podstawn kl asyfi kacj. al kal oi d- w st
wystfipuj Ncego w ich strukturze. Wyr-Unia sin

Aal kaloidy nie zawierajNce ukgdad-w heterocykl
A alkaloidy pochodne pirolu

A alkaloidy pochodne-inetylopirolizydyny

A alkaloidy pochodne pirydyny i piperydyny

Aal kaloidy zawieraj Nce qlibkebckedjrocheorweowane pier S
Aal kal oi dy zawi er ajb/N6¢7ec zsgkoonnodvween szo vaat noeme5m az ot u

tropanu)

al kal oi dy zawierajNce dwa skondensowane pier
alkaloidy pochodne chinoliny lub izochinoliny

alkaloidy pochodne indolu

alkaloidy pochodne imidazolu

alkaloidy purynowe

alkaloidy terpenoidowe

alkaloidy pochodne cyklopentanoperhydrofenantrenu (steroidowe)

alkaloidy peptydowe

I T D I D D

Alkaloidy purynowe to pochodne puryny, zbudowanej z fragmentu pirymidynowego
skoniugowanego z fragmentem imidazolowym. Do alkaloidéw purynowych zaliczana jest teofilina,
teobromina oraz kofeina. SpoSr - d znanygdgh al
rozpowszechnionN substancjN o dziaganiu psych
wiek-w przed naszN erN, to dopiero w 1819 r.
] e i stnienie w trakcie anrad i zys ts&kia dmo tkwiwe rkd
przez Emila Fischeraysunek 1).

CH,

OY|L N
|
N
HC” W;[N\
O  CH,

Rysunek 1 Struktura kofeiny.

Kofeina  (3,7dihydro-1,3, #trimetylo-1H-puryno2,6-dion  lub 1,3, #rimetyloksantyna) jest
zwi Nzki em het er o csyifNLObinasie jnolowej 194, ¥9a@/imal.eCzy§ta kofeina to
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biagy proszek | ub krysztagy & topnierauft@vareyszy g i e |
sublimacj a), bez zapachu, o] gorzklm smaku [
rozpuszcza sifn w gor Ncej wodzi e, chl o+3%)Yior mi e
kakao, a takUe w | i Sci acColaspe r(boaktoyd of 0k%)§.o0 5 %)
Kofeina jest Srodkiem psychoaktywnym z grupy
wchganiana | est ni ezwyklI e szybko, n i-madona | C a
Charakteryzuje sin dziaganiem oSr odkowym, p
receptorow adenozynowychiA Ao. Powi nowactwo kofeiny do tka
uwodnienia oraz stnUenia tego alkaloidu we kr
1-metylomoczowego i-Inetyloksantyny.

Najsilniejszy wpgyw kofeina wywiera na oSrodl|
nal ey do najbardzi e] rozpowszechnionych sub
funkcje fizjologiczne kofeiny to:

Azwi fksza percepcjin (odbi-r) i analizowanie w
Aw magych i Srednich dawkach ugdgatwia prachn |
kojarzenia

Aznosi uczucie znuUenia, niechnci i zmnhczeni a
Aprzyéplesza przemiann materi.|

Arozszerza naczynia m-zgowe i wieEowe
Adziaga antyoksydacyjnie

Aw winkszych dawkach powoduje Agonitwn mySIlio
AnaduUywana i przedawkowywana osgdabia koncent
mi AnSni owe, zaburzenia mySlenia, rozkojar zen
dreszcze, szum w uszach, kr-tkotnrowagde zs&airermr
b - | brzucha, zawroty ggowy, niemiarowoSi ser
Aokoga21 kofeiny powoduje poraUenie mifnaSnia
(filiUanka kawy z jednej Aczlobragkefging). gy Uec z ki
Kofeina wchodzi r-wnieU w skgad wi elRedBlllgik - w o
tzw. Asoft dQolanRegsiWyrkp.zuCecar - Uni cowane wgaSc¢
skgadni kiem preparat-w przeciwb-1lowych i pr z
Zzaburzeni ach pracy serca, w stanach og-Il ne
zapami itywani u ozarzy @h oz | reamaveehg N.wi N

Analiza zawartoSci kofeiny w produktach spoUy:
oraz bezpiecze®twa konsument - -w, jak i zgodno!
moUe prowadzil do niekorzystneebBenkaBk; wsizdny
przyspieszone tntno. W wielu krajach obowi N

zawartoSci kofeiny w napojach oraz umieszczan
konsumentom dokonywani eéDobwaddamyamntal wy aorz-aw.ar
produktach pomaga takUe producentom kontrol ow

kluczowe znaczenie dla utrzymania jakoSci pr o
Do okreSlenia zawartoSci kofeiny w produktach
jak spektrofotometriaUW i s, chr omatografia gazowa-MSpceyz i Uo n
wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC). SpektrofotometriaVid\to najprostsza i

najta@EG za metoda analizy kofeiny. Polega na p
fali, zwyklel = 272 nm. Jest powszechnie stosowana do
produktach przed blairzd\e.i eN a tsoznti 24639t -s §j aevdNh nal nkaa s Gz
analizy kofeiny, zwgaszcza gdy konieczne | est
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l otnych zwi Nzk-w w zgoUonych mieszaninach. Je

kofeiny jest technika HPLC, ze wzglndu na | ej

kofeiny od innych skgadni k- wleganazdswddwaniykolomnyna t r

chromatograficznej (zwykl e wypegni one|j Oel e

oktadecyloalkilowymii C18) w odwr - conym ukgadzi e I|f=a2Z2 i d e

nm. Jako fazifi ruchomN na@gcetonitiySubiweda/mesahob s uj e s i i

Odczynni ki i sprznt | aboratoryjny

1. Materiag anal i zowany: -Cdaanamj wysokeenérgetycany lubPieng s i ,
produkty zawierajNce kofeinh

2.Szkgo | aboratoryjne: rozdziel acz, cylindry |
okr Nggodenna, |lejek zwykgy, mage zI| ewki, str

3. Probéwki Eppendorfa

4. Bi buga filtracyjna

5. Bezwodny NaSQy

6. Rozt wory wzorcowe zawierajNcy kofeinin rozpu:

mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,075 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,025 mg/mL, 0,01 mg/mL
Kontrolny roztw-r wzorcowy kofeiny o stnUeni
0,2 M wodny roztwor NaOH
. Dichlorometan
0.Roztwory do wysokosprawnej chromatografii cieczowej:
roztwoér A: metanol
roztwor B: woda z dodatkiem 0,08% kwasu trifluorooctowego (TFA)
roztwor C: acetonitryl (ACN) z dodatkiem 0,08% TFA
11lWyparka rotacyjna pr-Uniowa
12Zestaw do wysokosprawnej chromatografi.i Ci
detektora UV oraz komputera wraz z oprogramowaniem

Wy konanie [wiczeni a

A. Izolacja kofeiny

Odpowi edni N i l)oS4awigeyrnauj Nc2e0g omlk of ei nfi umi eSci
15 mL dichlorometanu (DCM) oraz 15 mL 0,2 M
wytrzNsal przez 5 minut. Nastninpnie mieszaninn
5 min. Oddzielil war st win or ganinmegomatzynia (yplbaz e n i
pgaskodenna) . Do warstwy wodnej w rozdziel ac:
Warstwy organiczne p30§NPoyils5 minwg awxih maodtWar
okr Nggodenne,j oraz usunNi rozpuszczalnik pod
w 20 mL dejonizowane,] wody . Do czasu wykonal

temperaturze +4C.

B. SporzNdzenie krzywej wzorcowej

W celu sporzNdzenia krzywej wWzorcowe|j przeprtr
kofeiny otrzymanych przez odpowiednie rozciec
imgimdo nasthnpu(NeychgedmiUetE u z0,%Hmgony,8285mymly m z a
0,1 mm/mL, 0,075 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,025 mg/mL oraz 0,01 mg/mL. Na podstawie analizy pol

powi erzchni pi k-w w otrzymanych c¢ hproazmrad sotga vaimea,
zal eUOnoSi powierzchni. Otpri kywumaonda swairGeonSia wszpo ric
powi nna byl wRrmxkyskymhrdmatdgra wzerba. kofeinkir zy wa wz or c 0 W
wyUej wymienionych stysuték2E3. kofeiny przedstawi a
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my
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min

romatogram HPLC dla wzorca ko
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WARUNKI ANALIZY HPLC

A wysokosprawny chromatograf cieczowy firmy S
(czterokanagowa) i detektora UV

A kolumna Phenomenex PhenoSphiext C18 (5um), o wymiarach 48150 mm

AobjntoSi dWzowania: 10

A temperatura kolumny: 28

A faza ruchoma: gradient 160% roztworu C

AnatnUenie przepdgywu fazy ruchomej: 1 mL/ min

A czas analizy: 15 min

A detekcjal =272 nm

C. Anal i za chromatograficzna kofeiny W

pochodzenia naturalnego

I

wgaSciwej anal.i badane ]
0

Przed rozpocz [ zy
kofeiny o stnUeniu 0,1

nciem
roztworu kontrolneg
ypadku

wzorcowN. W w a braku zgodnoSci mojcoweku n
kofeiny oraz sporzNdzil nowN krzywN wzorcowN,
wy konal analizn pr - bki posguguj Nc sin tN sar
wzorcowych i mieszaniny kontrolnej.

D. Przedstawienie wynik-w koG owych

Na podstawie czas-w retencj.i zidentyfikowlal' k
na podstawie powierzchni pi k- w, posguguj Nc si
przedstawil w mg/L oraz w mg/ wiel koSlI porcj i

Zakres materiagu

klasyfikacja, wystfipowanie oraz wgaSciwoSci a
teoretyczne <chromatografidi cieczowej (rodzaj ¢
zakresu chromatografii Ci ecz o wiem )wysokospaawrejd a r
chromatografii cieczowe]j (w tym stosowane wyp
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Wprowadzenie

Biagka nal eUN do podstawowych biopolimer -w w
globalnN strukturin dzielN sifn na globularne (
nierozpuszczal ne). Zmi any st nUe kamérki.tOznacgemik Kk or
stnUenia biagka umoUliwia r-wnieU okreSlenie
bi agkowych. Odczynnik Bradforda uUywany jest

st fiUeinapek wykorzystugien zkamwpls«losu wpo miemd ay b
Blue Gi rysunek ),a bi a gk a mi

O

Hﬁm@%ﬂ

O o O U

Rysunek 1 Struktura barwnika Brilliant Blue G.

Barwnik Briliant Bl ue G (niezwiNzany) w Srodowi sku K w
nat omi ast p o z wWinNeskieiPowstanie bniplak§ilo i @-kvoik powoduje

przeSLbatocmamovm:igugoSm fali odpowi adaj Nce | ma k s
595 nm. WartoSi absorbancji jest proporcjonal
al bumindA bydlncN. Liniowa zaleUnoSi aad0gd4banc
mg/mL. Z a wi Nzani e bar wni ka przez bi agko odpo
el ektrostatyczne (ggdg-wnie z resztami argininy’
l'izyny, histydyny, tyrozyny i fenNyInonaileaniinsyt ort

Ml eko jest biagN, nieprzeFfroczystN wydzielin
pokarm dl a urodzonego pot omst wa. Jest mi es :
r-wnoczeSnie wgaSciwy roztw-r wodnykatelny &rdzo z y
emul sjfi, kt-rej fazn rozproszonN stanowi N ski
biagek. Skrzep biagkowy (ser) t worzN biagka k.
Kazeina jest mleszanlrUanNocrya:oh sw uid zsit e sutku ulriNa §
k

40% tego bkaazgekian atkca B8 i%n ab, -kazeinal B %ozpaszczalne] frakcii

serwat kowe|j pr awi-ea kptoojgolwoib u4 Ba h 0w i2BBmMi W a ok
i mmunogl obuliny i albumina surowicy krwi. W n
laktoperk sydaza, pedgni Nce rolfnA czynnik-w antybakt:
Jaja kurze sNAbogatym Fr - dgem biagka, tgJguszcz

Jest jednoczeSnie materiagem zapas @dietczitegod Uy w
punktu widzenizawartewninb i agka okr eS|l ane sN jako wzor cowe
wszystkie egzogenne, niezbndne dl a c-B%omasye k a
cagego | ajjegas k@m-dmnkmem jest wod0a% csa jade s it a
1015% st anowi kol oidalna mieszanina r-Unorodn
zawieraok §1o0 , 9 g b i ewhik abuminy @R, W tym gmdalbumina 54% i konalbumina

13 %) . Pozostage biagka to owomukoid (11%), g
(1,5%), flawoproteiny (0,8%, awidyna (0,05%).
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Odczynni klaboratorypwyp r z nt

1. Pr - bka biagka onmmlekagjakanym stiaUeni u (

2. Roztw-r wzorcowy albuminy o stfinlUeniu 1 mg/ m
3. Odczynnik Bradforda

4. 1% roztwor kwasu octowego

5. Cylinder miarowy (10m) , zIl ewka i kol bka pgaskodenna ze
6. Prob-wki zwykge szklane oraz wir- -wkowe

7. Pipety miarowe automatyczne:-Z00 (L oraz 2001000 |L

8. Wirbwka

9. Kuwety pomiarowe plastikowe | ub plasti kowa j
10. Spektrofotometr UW'i s | ub spektrofotometryczny czytni
Wykonanie [wiczeni a

A. Przygotowanindekpr - bki biagka z

Do probowki wirbwkowejz5ml ek ko ogr zanego mleka Ld.% kweadu poOw:
octowego. WytrNcony osad kazeiny odwirowal
wykorzystal do il oSciowego oznaczenia sumaryc

B. Przygotowanie pr-bki biagka z jaja ku

Delikatnie stguc skorupkn( Pagtklao i nioeddlzii e ii é |

eksperymencie) Uwa Ual aby biagko nie wymieszago sin

zwaUOyi, a nastfipnie przenieSi do cylindra mi

mi arowego zawier aj NaidegtyowdN aghky | ajzai ddutad | wbd :
askodennej ,deliratn@ ast n
K i

Roztworprzeldloe@nlagej kol bki p g
wy t erSunnlcale t wor.zeshi Bolsh
dest y I5@kwmia N

APOIR et iyradd z cpi rev@akay |

-

C. Przygotowanier ozt wor - w wzorcowych biagka

Roztw-r WzZoOor

cCowy biagka o znari_ymrSZQUeﬁEbzyfp
destyl owanN w [

taki spoozkb,) eddoy omtyrhy maizt o r0 ,w

pokazanych w tabd.l i poni Ue|j (kol umna

Numer Obj fitoSi o ObjnAntoSi r« StiUenie r

prébki Bradforda bi agka bi agka

1 0,5m 0,1 nL (woda destylowana 0 mg/nL

2 0,5m 0,1 nmL (roztwor wzorca) 0,25 mg/n

3 0,5nmL 0,1 nmL (roztwor wzorca) 0,50 mg/nk.

4 0,5m 0,1 nmL (roztwor wzorca) 0,75 mg/nh

5 0,5nmL 0,1 nmL (roztwor wzorca) 1,00 mg/m.

6 0,5nL 0,1 L (nieznana prébka) X1 mg/nL

7 0,5nmL 0,1 L (nieznana probka) X2 mg/mL

8 0,5nL 0,1 nL (nieznana prébka) X3 mg/nL

9 0,5nL 0,1 nL (nieznana probka) X4 mg/mL

X1, X2ipr - bk amléka;¥8gXapr - bka biagka jaja kurzego. Do oblicze
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D.Oznaczanie zawartoSci biagka w mleku I

W 9 suchych probéwkach mi e SObMLom@ zynni ka Bradforda i dod
mLroztwore glnidamglea z opisem umieszczonym w tab
zawartoSl| kaUde|j prob- wki i i nkubowall w tempe
* Uwagd Rozt wory biagka wzorcowego I pr-bek o niezn

odczynnika Bradforda w tym samym (jak najkrotszym) czasie

Po inkubacji, przy pomocy spektrofotometru W6 ( | ub czyt,nizknmai eprdzyytie ka)b s
pr - bek =p952m(ul = 620 nm) W wypadku stosowania <czy
pojedynczej studzienki a n 80iul k a Udego r ozt w8)rkua Yzwéora wike Si1
22kr ot ni e Kmoanpd ektdkab.ivag ko j est t r Roavgkpnamurpanmearu 6 0
pg yrinlka | eZdp u g a | al kohol em.

E. Przedstawienie wyni k-w koG owych

Na podstawie uzyskanych wyni k- w, wykreSlili k
kaUOdej pr-bki naleUy odjNi wartoSi absorbanc
krzywej odczytal stfnUenie biagkla. wOkirieeXlnianedg
zawargtl@®iul in i al bumi w mlebuafgekmw/ mLargka

n
wyraUaj Nc [N wLdiBa@Gka i aWaaekbireaegmi.ach nal e
rozcie@®zenie badanych pr -jdjaklkzegpoc hodz Ncych z

Zakres materiagu

met ody oznaczania stnUenia biagek, budowa i
(wzory, skroty jednoliterowe i trzyliterowelvi Nz ani e -psteuRtdray pizeswzenna odziadg
bi a@ebryl arne, gl obulsatrmwekt prry sgrez e tgroldeomree b

j e st aspektiometria JWis,c har akt er ynkekayjdjakurdegoa g e k
iteratura uzupegniaj Nca

L

1. K§y s #Seefartowicd, L wi c zeni a, PWN,bBNarszawe®rhi i

2. Berg JM, Stryer L, Tymoczko JL, GattJ,Biochemia PWN, Warszawa 2019.

3. Kijowski J, L e S n i-Radziejewskia iR) &5j, a Cegrnreymkar - dger
bioaktywnycht Y WNOS L Nauka. Tec b5(00P%44@RmEH3) JakoSI

4. Guha S, Majumder K, Mine YEgg Proteins Encyclopedia of Food Chemistrp. 74 84,
Academic Pres2019.
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Wprowadzenie

Barwni ki sMo§t upNe or gan ichemiczych bdpowiedrialyehkz-aw b ar wi
organ-w rVWSdrioncneggyscehch f i zj ol ogi cznych wuczestni

fotosyntezy, ochronie przed stresem oksydacy]
jak przyci Nganie zapylaczy czYooohjwadnipeped
barwni k-w roSlinnych nal eUN

A Antocyjanyi s Blikozydamirozpuszczalpmiw wodzi e, kt-rych barwa z

od pH Sriodowicglkawonej w Srodowisku kwaSnym
Wystnpuj N w kwiatach, 0 Wy jakd eraeciwutlehidacZe ¢ ¢zyneikn C
przeciwbakteryjne

A Flawonoidy - nal eUN do polifenoli. SN U-dptlatkemo | ub
odpowi adachrofi roaS1 i n przed r- Uny mi czynni kanm
promieni owani e sgoneczne, temperatur a, a tal
rodni k-w, zmniejszaj N stres oksydacyjny.

A Karotenoidy- nal e UN do gr upySttaentorveitNer et av, pomar
pigmenty, ktére oprécz rolbarwnikow pomocniczyche hr o n i N ¢ hlnoardonfiielren N
intensywnoSci N Swiat ga

A Chlorofil - zielooyb ar wni k fotosyntetyczny obecny w chl
cyjanobakterii, umoUI|W|achy proces fotosyn
w energifin chemicznN. Dzifki niemu z wody i d

6 CO; + 6H0 YeHﬁOe+602§/

Pod wzglndem bygsonekyl) sichdodaobih z czterech p
pirolowych, tworzNcych rdze@® porfirynowy, w K
ukgadowi sprzinUonych wi Nza® podw-jnych i poje
zakresie widzialnym.

CH,

/ CH,

CHjy

H,C
: CH, CH, CH, CHy

R=CH, chlorofil a
O )
0 CHj R=CHO  chlorofil b

Rysunek 1 Wzér grukturdny chlorofilu.

Wyr - -Unia sin kilka typ-w chlorofilu, z kt-ryc

A Chlorofil a i podstawowy pigment fotosyntetycznpbecny we wszystkich organizmach
przeprowadzaj Nceyscth of dopt oovsiyendt zei zanl .azeyworzga (680 bns)o r p C |
i floletowego (440 nm)st Nd w wi dumnibes c auted neekSon&absorpcii.

A Chlorofilbi pi g men't pomocniczy, charakterystyczny
kt - ry absorbuje Swiatgo niebieskie i pamar aE
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Inne formy, takie jak chlorofit, d i e, wystﬁpng w specyficznych ¢
funkcje adaptacyjne w r-Unych warunkach Srodo

Chl orofil znaj duj e szeroki e zastosowani e w
farmaceutycznym. Ze wzgl ndu nas tionstuejnes yswiniN jza ke
barwni k do ol i wy, myvbdyfkacjajego sthuktuwy, njp otpe k etzy Izia-sw.N
atomu magnezu atomem miedzi uzyskuje sin pigm
Barwni ki ch@aSdktmereyzuj N sifn r-Unorodnymi wgas$
determinujN wyb-r odpowiednich metod ich izol
polarnoSi czy stabilnoSi w okreSI| onyczelaniaar unk
identyfikacji. Do najcziSciej stosowanych met od n e

cienkowarstwowa (TLC), chromatografia kolumnowa oraz spektrofotometri&isVv

| zol acja barwni k-w rozpoczyna sin od ekstrakc
z tkanek roSlinnych do Pdpoes eekhstemgakcjoizpalei
materiagu roSlinnego z r oz p u snzacjzcaz filu®wiariaedjim po
wirowana w celu oddzielenia osadwmrwdi kiozt w8
naj czaikSxtireghuj e sifn w rozpuszczal ni k azgédtana,r gan |

co umoUliwia wydzizetkanektyoBl ewniNezh: w

| zol owane barwni ki rzadko wystfApuj N w pr-bkac
rozdziagu przy uUyci u.Chrenatografikcierkdwarstwowad (F)gsta f | ¢ z
prostN i szybkN metodN pozwal aj NcN na rozdzie
Na pgytkin chromatograficznN z naniesionN fazN
ekstrakt, kt-ry nastinpnie r ozwi j:aetanjldéntyfikacj k g a d :
bar wni k- w dna patwig wyznaszormego dla nicws p - g ¢ zoypn- nfinkiRg. n i a

Chromatografia kolumnowa pozwat&oleina s kut eczne rozdzielenie b
W tej technice pr-bkn rozdziela sin w kol umni
przez kt - r N opgpowedrpowlsbrpzoad swizig | @i d efazirpchbomd.r nW S b u
przypadkachad zdzi ag barwni k-w zachodzi na podstawi e
fazy stacjonarnej.

Po rozdzi al e bar wni k-w 1ich ideNntyfiJeanh Z W
podstawowych metod analizyjest gektrofotometria UWis. KaUdy bar wni k |
charakterystyczny profil absorpcji Swiatga, c

Jak j uU waehiprofimewykazuje maksimum absorpcji w zakresie 8% 0 nm ( Swi ¢
fioletowe) oraz 6606 8 0 nm ( Swi achldjodil b abgoebujenrdensgwnie przy 45070nm

oraz 640660 nmkar ot enoi dy wykazuj N mak sib0damnatariasto r p ¢ |
antocyjany zaleUnie od pH zmieniajN profil ab

Odczynni ki i sprznt:

Swlke zi el one | i Sci e

t el krzemionkowy Silica Gel 60 (Merck)

Mieszanina aceton : eter naftowy (22:3;)v/v

Mieszanina eter naftowy : aceton (7:3;v/v

10% wodny roztwor NaCl

CaCQ

Bezwodny NaSQ; (lub MgSQ)

Szkgo | aboratoryjne: mo¥fdzier z, rozdzi el ac:
stodkowek ol by okr Nggodenne, zI|l ewki, prob-wki, p
9. Zestaw do chromatografii kolumnowe]

10.Bi buga filtracyjna

N>R WNE
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11. Wyparka rotacyjna pidiowa
12. Spektrofotometr UWis wraz kuwetami kwarcowymi

Wy konanie [ wiczeni a

A Ekstrakcja barwnik-w z 1iSci

W mo¥dzierzu utrzel 1 g rozdrobnionych SwieOy
(22: 3; viv). W trakcie roze{(pednaagdpadbaka nde
Mi eszaninn przesNczyl do rozdzielacza przez

naftowego I 20 mL 10% -30 artiwar uP oNar®lz.d zWyetl remN su:
dolnN warstwn wodnN, a g-rnN war si5ui). Pzengtg ni c z
ekstrakt wysuszyl w kol bie pgaSSk(omMgsd)e Po z a

wysuszeni u, roztw-r przesNczyl d®0% op 0 &z Ntokkar
objntoSci

B. Przygotowaniekolumny

Kol umni chromatograficznN umieScil iemi owpmwe § wi
i N okojo 10 mL mieszaniny eter naftowy : acetc
na dnie kolumnyn i e wile$dtkaN yi uwaUaj Nc, aby nie powstagy
wpr owadzoi ibagi etce) do kolumny zamieszanN upr z
Ge l 60 (Merck). Zawiesina w zl|l ewce powinna by
Jel , a 1/3 miwyvzanboaetene(7nafte/ v). Nastnpn

uformuje sin5wamstwa ©ey m @Gotkolonhy Roztwdr powinienz y |
wypgywal z szybkoSci N 1 kropli/sek. WysokoSi
Nastfipnie na szczycie kolumny ostroUnie umie.
kol umny, pozostawi wszyejhandoztwaouwi er zchni N co na

C.R-wnowaUenie kol umny

Ot wo rwylgtkolumnyz uf or mowanym Uelienp rkgrapegrﬁ coinik O ATy ZTE 2
mL mieszaniny eter naftowy : aceton :(3; v/v). Podczasr - wn o wa d ¢ metityz y miyadv a |
powi er z cdonamNiej P enfoztworupr z ez o st r oflineeihkeNiich poecjn i e

eluent. SzybkoSi przepgywu powinna wynosil okogo
D.Chromatografia barwnik-w roSlinnych
2mLzat nUonego ekstraktu barwnik-w roSlinnych 1

ostroUni5 milodealiuednt u. Ot worzyl wylot na Wole k
trakcie el ucgd pustwizeyrnzyewhanii Nn Uel u co naj mni ej
dodawanie niewielkich p&toajpt ebiental Za pombe
mL. Zaobserwowal pojawianie sifn r-Unokolorowy

E.ldentyfikacja barwnik-w roSlinnych

Zanotowal kolejnoSi elucjizidest gapodstakieabareyj eb ar
fluorescencji i widmaabsorbancji Zadbservo w azhbarwiere z awar t o Sc i zebranyc
| ampNEIUWent zawierajNcy chlorofil i fFraxdei tynt
zawi erchojofl @ @ d e nt yrfaipédstawabykonanych widm absobancji (maksimum
absobancjidl a chl orofilu znaj duj 440s 680 nm)Wztgbelidg u g o ¢
przedstawion&oloryp o s zczeg- |l nych b.arwnik-w roSlinnych
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Tabela 1 Barwa i budowa chemiczimar wni k- w r oSl innych.

Barwnik Kolor

karoten zgoty
feofityna oliwkowozielony
chlorofil a niebieskozielony
chlorofil b O-gtozielo
luteina U- gty
ksantofile O- gty

Zakres materiagu

zasada rozdziagu w chromatografi:i cieczowej ,
biologiczna, antocyjany, flawonoidy, karotenoityu d owa chl orof il u (rdzeG&E
aib), postrzeganie barw, fotosynteza

Literatura uzupedniaj Nca

1. StryerL, Biochemia Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 1999

2. Berg M, Stryer L, Tymoczko JL, Gatto @lpchemia PWN, Warszawa 2019.

3. Bogonkowska O, Pi BaranekKRolS| AnnsykgwowNgka bar wr
bi ol ogiczne oraz moUl i wo S 8iul. Wydz.tFavma. WM, 1,427, w Kk u
Warszaw&011

4. SzczepaniakV, Metody instrumentalne w analizie chemiczi®)/N, Warszawa, 1996
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Wprowadzenie

Witaminy sNt 0 ni ezbfidné kdo olyaind czwe o zr - -Unicowa
spedniaj Nce w Uywym or gani zNokitedNkataizatorami bgdlmyehc j e

lub swoistych reakcji biochemicznych, wchod® s kgad enzym- w i koenzyn
kil kaset enzym-w i ogromnN |l iczbn reakcji, w
koenzym-w (np. koenzymy FMN i FAD, w skgad Kkt
przenoszenia elektronéw,dor Nc¢ udzi ag w |l icznych reamkya ach

niezidne do wzrostu i podtrzymania funkdiy ¢ i owy c h . UczestniczN w
substancji odUywczych i wyzwal ania zawartej w
zwi Nzk-w. Dla wielu Nrdgarcizzijo-ow e avaNkjygipgeanii e r z
musdN byl dostarczane z fig wi eni e m. Nazwn Awitaminao =zapr
Kazi mierz Funk, kt -ry nazwadvipldy @aimé hami war un
WSr-d witamin znane sN zwiNzki alifatyczne, ¢
masy czNsteczkowe wynoszN od 122 do nawet 13
roSliny i mikroorganizmy, bakterkiUe ykjaMke w w
Zapotrzebowanie czJowieka na witaminy zaleUOy
mi krogram-w do kil kudzi ©bjj aowiyu wmnmwlbiggnam-cva i o
wi t ami n awitannezamsNkoleist an poSryedawi tmimihoz N, a

zaspokojeniem zapotrzebowania orghnpewmut. aamai noc
Nat omi ast nadmierne przyj mowanie preparat- -w W
w tguszczach, moUe prowadzi l do shkpdliwviwvyamid

Na poni Uszym schemaci &klapyfikacgwitamtim wi ono podst awo

ROZPUSZCZALNE W
ROZPUSZCZALNE W WODZIE TLUSZCZACH

Witamina C-kwas askorbinowy
Witamina B,-tiamina

Witamina B,-ryboflawina
Witamina B;-niacyna

Witamina Bs-kwas pantotenowy
Witamina Bg- pirydoksyna
Witamina B,-biotyna

Witamina Bg-kwas foliowy
Witamina B,,-kobalamina

« Witamina A (retinol) i
prowitamina A (B — karoten i

niektore inne karotenoidy)

« Witamina D-cholekalcyferol

+ Witamina E- a-tokoferol

* Witamina K:
» Witamina K;-filochinon
» Witamina K,-menachinon

e * e e & 8 *+ s

BUDOWA | FUNKCJE WITAMINY C - KWASU ASKORBINOWEGO

Kwas askorbinowy jest produktem przemiany gl u
(obok Swinek morskich, naczelnych i ni ekt - -ryc
kwasu askorbinowego (nie produkwgnzymuoksydazyL-g | uk onol akt o n oNeegg , pr
lakton kwasu.-gul onowego w kwas askorbinowy). Uz | udz
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poUywi eni em. Dobrym Fr-dgem pokarmowym wita
Zapotrzebowani e RBCjesthardzedikawymsiSednio 56 M@iOn mg na dob
qu dawka trzykrotnie mniejsza zapobiega obj
czgowieka odbywa sin w dwunastnicy i jelicie
m-zgu, czyli tkankach o wzmoUonym metabol i zmi

i potem, a znaczne ubytki kwasu askorbinowego w organizmie powodewas N pr zez St r ¢
czy promieniowanie UV. Przyjmowanie zbyt wysokich dawek witaminy C prowadzi do zakwaszenia
moczu, co powoduje utrudnienie w wydalNaniau st
sin moczandw i cystynianéw oraz tworzersié kamieni w drogach moczowych. Niedobdér kwasu
askorbinowego objawia sifn fagrzinScclkedSwiollns go
Suzowej jamy ustrmmjgosowdabphprhbniemwnaksygonN sk
DjuUszy niedob-r witaminy C powoduje sikkorbu
krwawieniezdAé e § or az fwywpadani e z

Kwas askorbinowy | est nietrwagdgy w SrodowWi sku
obecnoSci tlenu i katalit¥icFédyawhliehofcisi medal
bi ol ogicznie produkt - w. Z tego powodu obr - bke
witaminy C.

Z uwagi na dik zapotrzebowanie organizmu mewtitaminn oraz straty w procesach kulinarnyich
technologicznych due znaczenie ma produkcja produktéw wzbogaconych w wita@ioraz jej

supl ement -w. Kwas askorbinowy dodawany jest d
E300. Stanowi skgadni k odUywczy i wzbogaicaj Nc
sok: - w. St osowany | est gg-wnie do sok-w skonc

wyrobow cukierniczych.

NajwaUniejszN wgaSciwoSci N kwasu askorbinoweg
tj . wystiipowanie w f or mirysunakt)l.e n@oineejf drumby zs N
aktywne: kwasL-askorbinowy oraz jego forma utleniona kwas L-dehydroaskorbinowy. Pod
wzglidem chemicznym kwas-askorbinowy jest laktonem endiolu kwaswisoL-gulonowego, a
kwasL-dehydroaskorbinowy laktonem kwasu 2i®@ksaL-gulonowego.

CHQOH CH20H

CHOH CHOH

@ ) —a

Rysunek1. Kwas askorbinowy forma zredukowanaX i utleniona B).

Kwas L-askorbinowy jest zvikiem krystalicznym, dobrze rozpuszczalnym w wodzie a jego
roztwory maN kwaSwy smak (pk = 4, 17) . ViwoRizredjikeNce. WA arunkach
beztlenowych jest odporny na wyddemperatuf. Kwas dehydroaskorWwi now)
t ych war unk a c histraty witaminy C gadanas ogrzgwasid.

Witamina C pegni szereg funkcji W naszym or
procesach biologicznych: powstawanie kolagen&fkahra\stki, Sifigna, wiz ad §a) ; wc z e st
met abolizmie tguszcz- - w, cholesterol u i Kwas - w
uwagi na wysthipowanie jej w znacznych il oScia
udziag w biosyntezie noradrenaliny, czy innyc

oksydoredukcyjne mode¢ aawl zewt Nizanyichwzrewalns
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kom-rkach r oSl i nnyc hSiwoRiobhakeddstatycznewiybakieriobdjcee wJ a
stosunku do niektorych drobnoustrojow chorobotwdérczych.

METODY OZNACZANI A ZAWARTOSCI WI TAMINY

Z uwagi na wystnpowanie witamin w bardzo mag
fizykochemiczne il oSciowe oznaczanie witamin
il oSciowego i jakoSciowego oznaowania wilyaimniemn
l ub EDTA jako titranta), spektrofotometryczne

(najrzadziej stosowane).

Znanych jest kilka metod oznaczania witaminy ¢
Wi inkszoSl z nich oparta jest na jej wgaSci woS
wskaF*ni ki em ir2édichlorefenalgindofenolem (DIP) o granatowe) barwie (w
Srodowi sku obojfAtnym). Met oda ta | est naj sze
Organi zacjn St a mntemational aStagdprizaiion QOmganigatipniSO) (PNA-
04019;1998). Metoda ta polega na redukcji barwiik@ | P pr zez kwas askorbi
kwaSnym. W wyniku tej reakcji nastipuje przej
do formy zredukowane,j (bezbarwna w kwasie). Z
uUyt ego mi atwawbarwrékg. Wzorycstzukturalne obu postaci barwnika przedstawia
rysunek 2 Trwaga barwa r-Uowa powstaje po cagkow
askorbinowego.

CH,OH

| Cl
CHOH
(0]
0 + 0] N OH
OH OH Cl
kwas askorbinowy DCIP
forma zredukowana forma utleniona
(zwigzek barwny)
(‘JHQOH cl
CHOH
(0]
0 + HO NH OH
0 0 Cl
kwas dehydroaskorbinowy DCIPHZ2
forma utleniona forma zredukowana

(zwigzek bezbarwny)

Rysunek?2. Zmiana w strukturze DCIP w wyniku reakcji z kwasem askorbinowym.
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Odczynni ki i Ssprznt | aboratoryjny

1. Soki owocowe, owoce i warzywa (owoce cytrusowe, papryka, pomidory, pietruszka)
2. Roztwor kwasu askorbinowegow wodzie (1mg) (okmbga@ p@gar n)

3. 2% wodny roztwor kwasu szczawiowego (roztwor A)

4. Wodny roztwoér DCIP (25 mg/1081L)

5. Biureta

6. Kolby miarowe na 10énL

7.Kol by stolmMowe na 50

8. Pipety

9. Lejek szklany

I0OMoF¥dzierz

Wykonanie [ wiczeni a

1L.Wypegdnil biuretfi wodnym mbgowmi emzyICl &o k JJand
wzorcowego roztworu kwasu asker)blzra(wweagnmJ\McE
roztworu A. Tak otrzymanN pr - bkn ostroUnle,m
r-Uowego zabarwienia, 20r z3ekujnNcegPoowsi-mzypl z

trzykrotnie z takimi samymi pmkrbkatmwar u ak o( ro
3 razy).

2. Sok owocowy: 10nLsoku rozci e@®czyl wmlzrlogwove rdan Abj mmt c
przesNczyl powstagy r ozipw- zres;Nrczzeuz dhoi kund)ib.y Ra
[ zmi areczkowal . Potmyk rroz yii emi drakoz loawmambing k
roztworu uzyskanego przez zmieszanml2wody z 8mL roztworu A( r - wni eU 3 razy

3.0woce i warzywa: obral owoc lub warzywo, zwa
omasieod2530 g i pokroil go na kawagki . Nastnpni
mLroztworu A, cyhnUrar‘hlarowegoenaZLOOrdLo Powt -rzyl uci er
dwukrotnie, dol ewaj N)dmdr(amlarcmgg(ma e uz)aevglnesll Ty edca
100mLr ozt worem A (zapisal objntoSI) CagoSi opr
mL i umi eScil w kol mmaichzwmital&owhaewaiha F&ko od]

pr - b kniroZiwbru A.

Obliczyl zawartoSi witaminy C w soku i o

Odj NI objntoSi uUytego do miareczkowania pr-b

ulUyt ej do miareczkowania roztworu standardow

odpowi ada objntoSci potrzebne,j do wamit @arSé c Dlbd w

zawart oSl witaminy C w soku, owocach imwar zy:
[

Uwzgl ddni i poczNtkowe rozcie@E® zenie soku rozt

literaturowych.

Typowe zawartoSci witami ny80mfBgy/100mls gréjpdratcwy 35650 ma r a
mg/100mL, w plazmie krwi 0,22 mg/100mL.

Zakres materiagu

witaminy, hi perwitaminoza, awitaminoza; pr owi
t guszczach i w wodzi e; metody oznaczania wit
funkcje i Fr-dga poszczeg-Ilnych witamin
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1.
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Wprowadzenie

Wstnp do kwas-w nukl ei nowwyddrezmanpidaniee sRNApz z

El ektroforeza to metoda analizy i rozdziagu c:
w pqu el ektrycznym. Znal azga zastosowanie m
identyfikacj. i oczyszczani a k wa)s - evz Msutkd cez knio
elektrycznym zal eUy od:
. Oa
V] 0

AnatnUeni a pol a pelzeyk tnriysckzime gnoa t (AE))e ni u igwgch a m
DNA jest proporcjonalna do przygoUonego napi
Awypadkowego gadunku czNsteczki (2z);
Awsp:-gczynnika tarcia (f).

Sile elektryczneFz, ki er uj Ncej nagdgadowanN czNsteczkn w
przeciwstawia sin siga hamuj Nc a, bAdNcai efel
Srodowi skiem. WpalGebWynodkwiarko&8ci i ksztagt
|l epkoSci Srodowiska (d). DQa& <izNsteczki kulis
Rozdziag elektroforetycznya hprpwraldewal:ildizmagaazwl
mol ekul arne, przez co znacznie zwinkszajwN roz
por -wnaniu z porami Uelu, gatwo w nim widruj N
sN prawie nieruchome. CzNsteczki o poSrednich
Do rozdziagu fragment-w DNA najcznSciej stosu
czNsteczek DNA) l ub pol i akr yl anblektroforgzenDNAdvl a m
agarozie i poliakrylamidzie wykorzystuje fakt

elektrolityczna reszt kwasu ortofosforowego w roztworach (buforach) elektroforetycznych
powoduj e, Ue kwasy nuklkeinmo Wee dmcossnakcﬁajdl‘g usgtoaSgpyl
ich widr-wka w danym noSniekly iodw ddjairgydSt i warzwN
ksztagtu (konformacji).

Agaroza to polisacharyd (zbudowany z jednostgalaktozy i 3,éanhydreL-galaktopiranozyktora

powstaje w wyniku kondensacj. grup hydroksyl ¢
czNsteczki galaktozy prowa)j(rzyalm)eleu)gadtowa)dredzwpamsza(
sin w wodzie i pozostaj Ncy wA£tarP|oen||mJ@ynnyam
zestala sin i t worzy porowaty Uel, kt -rego u
stnUenie, tym wifnksze usieciowanie i drobni e]
buforze dUemd uprozdydP wi edni egoz pmd Ay neal eggmniey mi g |
nagadowanych fragment -w kwas-w nukl einowych w

OH
reszta §-D-galaktozy o-3,6-anhydro-L -galaktozy

Rysunek 1. Wzor chemiczny agarozy.
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Technika elektroforezy w agarozieo z wal a na rozdziad czNsteczek
par zasad (pz), czyli 50 kpz, do ok. 1Rp z . Oznaczenie wielkoSci (
czNsteczek DNA (RNA) odbywa sifi poprzez por - w
DNA (lub RNA) w stosunku do tzw. standard- w.
r-Unych fraamremRN-AW oDpA elcyzyjnie okreSlonych d

Opr-cz wymienionychzwhykKle$i celyakt ko fwo matnyacjzih N |
wpgyw:

fstnUenie agarozy: dany fragment DNA o okreSlI
zawi erajNcym r-Une stnUenie agarozy: im win
czNsteczki migrujN wolniej:;

fmasa czNsteczkowa, struktura przestrzenna i
szybciej migruje w Uelu, natomiast im bardzi

poruszal;

f gadunek c zbNesrtdezcizekji :ujienmnNet eaghdpwaypm szybci e
Tskgad buf or u:wlroztwerdce & niskig sile jormeéywa sy nukl ei nowe
bardzo wolno, natomiast w buforach o zbyt wysokiej sile jonowej (jrdthies t f Uony b uf
do el ektroforezy) przepdgyw gadunku powoduj e

powodowal wupgynnirmDhNA.e Uel u i denaturac]

NajczinSciej uUywanym buforem w elektroforezie
(Trissb or anowy) . St osowany | est do el ektroforez
oddzielania mniejszych fragmentow DNA (np. 100 do 1000 pz). Kwas borowyewg o s k g a d
pomaga utrzymal stabil noSlI pH podczas el ektr

El ektroforezn przeprowadza sifn najcznScie]j w
uj emni e nagadoweierenkuanedydr uj N wi fAc

Do nanoszenia pr-bek DNA/RNA do studzienek Ue
swoim skgadzie najcznSciej 50% roztw-r glicer
bromofenyl owego. Buf ory gJaduj Nce zwinkszaj N
umi eszczenie w studzience | pbyfora elektofpratycadego. d y f
Ponadt o, bgnkit boromofenyl owy mi gruj e w oty
umoUl i wiajNc Sledzenie posthipu rozdziagu.

Wi ikszoSi biagek i kwas-w nukleinowych jest n
wi zualizacja pozwal aj Ndial m@cidawNzNDanaé¢ti ekicij ia
nukl einowych stosuje sin r-Une metody. Kl asyc

nukl einowych po rozdziale elektroforetycznym
barwienie przy pomocy bromku etyly. Bromek etydyny] e s t odczynni ki em i
struktury helisy DNA,zadagad ek lwenatkyad omiyicdhz yp o
rozkr ic eysunek 2Bh Panadto,ma dol noSi fl uorescencj i, z
ultrafiol et owym e npiotnajrea CRysine(. ® z c # ki wireamaku , U
etydyny wi NUe sifi specyficznie do kwas-w nuk
emitowaneg@romieniowaniaMa k sy mal nN fl uor eswehajiandrpmky
fali 302 nm (UV), natomiast w kompleksie bromBiNA pr oces ten jest dzie
niekt-rych *krdedgi emawat edywni ej szy, wy kazu,j
djugoSci-59%mn. i 590

O -

c
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Created in BioRender.com bio

A B
NH H,
Bromek etydvny
\ EtBr
CH,CH,
Br

Rysunek2. A. Schemat struktury podwdjnej helisy DNB, Schemat podwajnej helisy DNA po interkalacji bromkiem
etydyny (EtBr)C. Kompl eks bromku etydyny z DNA w (RysuhelhwyBogay 0z 0 w)
w BioRender).

RNA obecne w droUdUach moUna wyekstrahowal z
siarczanu dodecylu (SDS) a nastfipni e wyt rSO8 jedt to silay apianomy ¢ N ¢
detergent, kt-ry upgynnia bgony kom-rkowe |
wypadkowy.Tak otrzymany ekstrakt zawiera niewielKki

schemat rozdziagu i identyfikacj.
zy zogstnku®B przedstawi ony na

Katoda (-)
2
zel agarozowy 4 Studzienki

\

N / >,

4 =S = = == Dtuzsze
3 Katoda (-) — — fragmenty DNA
]
zel agarozowy. Studzienki
\ LS ;
. Kierunek
-~ migracji
\"\\?'/ < .
‘ 2 J " Krotsze
,» fi
P anoda (+) ragmenty DNA
Rysunek 3. Schematprzebiegu elektroforezyUe | o w elj. Mont aU zestawu i przygot
2. Umi eszczenie gotowego Uelu w aparacie do elektrofor
do studzienek przy pomocy pipety automatycznej . 3. Pod

(czas tr waonki.a 1r,05z dhz)i.ag4u. Anal i za U¢RysunelpwykonanyawBioReade. w S
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Odczynni klaboratorypwyp r z nt

1. $wi eUe droUdUe/ ki wi/pomidor/ mroUony zielony

2. 2% wodnyroztwor SDS (soli sodowej siarczanu dodecylu)

3. 5% wodnyroztwér NaCl

4. 95% etanol

5. 0,2 M NaOH

6. Roztwor trypsyny(1 mgmL w 1M HCI z dodatkiem 20 mM Cag;lpH 3,0)

7. Roztwdérwodnyoctanu potasu (2001lg/ pH 5,0)

8. Bufor TBE (Tris/kwas borowy/EDTA) roztwor podstawowytO-krotnies t " Uony o sk §a
108 g Tris 55 g kwasu borowego oraz 3,7 g EDTA w 1@00wodnego roztworu.

9. Buf or gaduj Ncy: 50% roztw-r gliceryny w bufoc

10.Agaroza

11.Bromek etydyny

12.Wiréwka

13.Ga¥nia wodna

14Kol by pgaskodenne i okr Nggdodenne

15.Cylindry miarowe

16.Zlewki

17.Aparat do elektroforezy agarozowej

18.Transluminator UV

19.Gaza
Wykonanie [ wiczeni a
Uwagal! Pracowal w rfAkawiczkach

A.Przygotowanie Uel u

PrzygotlLowaici 2 zonego buforu TBE biorNc 1 czi
Nastnpnie nawaUyl 1, 6 Llgupraedgniompraygofowanegd lutbra W kojbisl d o
pgaskodennej. CagoSi doprowadzil do wrzeni a
OdczedBaimihuty a n alsbtomkpetydgny.dodal 1 O

* OstroUni e! Substancja kancerogenna, nal eUy prac
Po rozpuszczeniu bromku etydyny cagoSi staran
do wylewania Uelu agarozowego i uswag@opsawaiwe
szcze) nwyylidali roztw-r agarozy. NaleUOy pamintal
t worzenia studzienek w Uel u. Po 20 minutach p
zal al UOel uprzednio przygotowanymNirogri elficeg @n.

B. I1zolacja kwaséw nukleinowych

Bl.1zoLACJARNAZ DROt Dt Y

W kol bie pgaskodennej Wdd%rowatdwodu d®3DSr zRoi &r
dodal 2 g rozdrobnionych SwieUych droUdUOy i z
schgodzil strumieniem zimnej wody =z kraniu, pr
odwirowal przez 10 min przy 6000 RPM. Sulperna:
roztworu octanu plogtasmug! wa. nMisasizpaiieni2 2z mvy t r N
ga¥tni | odowe|] (zamraUarce) przez 0,5 godziny,
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Roztw-r znad osadu zdekantowal , Fwdly. Roztwaryy many
otrzymane w wyniku izolacji RNA z dreUddy da
momentu ich analizy.

B2.1zoLacJA RNA z KiwI/POMIDORA/CEBULI/BANANA

Przed rozpoczficiem i zd8C,acg ida szamidUari keipd vas tkai
mLbna parf). Kiwi (lub innyOdwadelialg) 2®0 ad i o
w mo¥tdzierzu. Nastfipnie mizeaia$l r matmepir aii d
NaCl 25mL) . Zami eszal bagietkN, zI| ewiiprzez a0mmkim NI  f

Nastizmmwiesinfi schgodzilw wadN addlak52en umiin wtmi ecSac
czas mleszaJNcbyMatemnag ﬁawbﬁieho]nﬁgsan@aioavadi(
i przesNczyl przez ndpriéaesNszttko DwyptaersKNygzB80
(100 ,e zami eszal i zostawi |l na n5asnifnp.niReolfotdwvirr
minut przy 6000RP)Y] Supernatant przelal do kil kéekcmpr ob -
a nastipnie powoli, ¢gBEt@®WdUnpiepetaMNaPastwedr a mr pd
jak supernatant). Na grani cypofwaznn(onanyttrwar 4 Nc
postaci gal aret owatych, cienkich nitek z przy
osad DNRastmnapetsl\ltaraJNc sifn nie pobieral dol nej
osad naleUy przenieSi do kolbypoktlUNPOwesnmgij S
rozpuSmlwodw .1 Roztw-r przAChoawyYywad momempu &na

~

C.Nanoszenie pr-bki na Uel

W prob-wkach Eppenor flLatrzynmnegoSvonyniku ikotadji ortwor RNAO O

i dodal takN samN objfitoSi buforu gaduj Ncego.
dwi e pr - bki do studzienki za pomolc N Npmil ppeltyy paaur
o tym, Ue podczas pracy z RNA lub DNA, trzeba
powi nno byl czyste (najlepiej przemyte bezpoS$S
Uwagal Maksymal na objntoSi pr - blizedowzigd ma sz ennai a
pojedynczej Astudzienki o do nanoszenia pr-bek
buforu gJgaduj Ncego. Naj wygodni e] nanos.i sin p
ciemnym tle. Pr-bki nanosimy siedzNc wygodni e
jednN rnkN trzymaj Nc pipetn automatycznN, po

(prowadzi my) pipetn.

D. Elektroforeza

Uvagd Obs guga aparatu do ealé&tlyotior pzyowadaNoergwej Z
poraUenia prNdem elektrycznym naleUy zachowal Sz
ur zNdzeni a.

Po naniesieniu pr-bek podchzyi el ektl2®My do
nat iUeni e 0, ORo zAd, z i mojc prEd hydriny | Ho tym czasie od aparatu
odgNczyl el ektrody i ostroUnléutwyijyng&eH. aJi
zaobserwowal migracjia RNA w Uel u.

Zakres materiagu

zasada rozdziagu kwas-w nukleinowych w el ektr
pojhAcia nukl eotyd, nukl eozyd, Zz a,s akdam pal zeonh eorwt aa,
zasad, porownanie budowy i funkcji DNA i RNA
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Wprowadzenie

WaUnysnkigadni k ami pokar ma@pmi elwva UyWi enbetancije

witaminami. Nie pegni N one w organizmie funkoc
jednakUe sN substancj ami ni ezbndny mi dl a noi
tkankach.

Z ch icznego punktu widzenia witaminy nal eUN

em
ich znaczenie dla organizm-w Uywych pozwal a ¢
wzglnAndu na rozpuszczalnoSIl, witaminy dzieli s

Arozpuszczalne w tguszczach

1 witamina A (retinol i jego pochodne: retinal, tretynoina-8idehydroretinol)

1 witamina D (kalcyferol oraz jego pochodne: cholekalcyferol i ergokalcyferol)
1 witamina E (tokoferole i tokotrienole w formé b, gi d)

1 witamina K (kompleks witamin: filochinon, menachinon, menadion)

A rozpuszczalne w wodzie

1 witamina C (kwas askorbinowy)
1 witaminy z grupy B:
0 witamina B (tiamina)
o witamina B (ryboflawina)
o witamina B ( kwas ni kotynowy zwany niacynN | ub
amidowal nikotynamid)

o witamina B (kwas pantotenowy i jego pochodne: pantotenol, pantoteina, koenzym A)

o witamina B (pirydoksyna, pirydoksal i pirydoksamina oraz icHdsforany)

o witaminaB( bi ot yna zwana witaminN H)

o witaminaB( f ol acyna z wad kveas faliowy)a mi n N B

o witamina B> (kobalamina, cyjanokobalamina, metylokobalamina, hydroksykobalamina,

adenozylokobalamina)

Wi taminy, wchodzNc w szl aki przemiany mat e |
bi ochemicznych. Witaminy wpgywaj N na zachowal
bardzo waUnN roln odgrywaj N witaminyAmMIEpPUS ZC
(tabela 1) . WalUniejsze funkcje witamin A, D i E

przedstawidabele 2

PoniewaU substancje te nie mauzbylibyy tdoasrt a:
poUywilewnh ewn post aci preparat -w farmaceutyczny

jedynie w niewielkich iloSciach. tr-dgem wit a
drugi ej ikmiklo@gamzonsiabela 3 . Wyt warzaj N one witaminy
znacznie przewyUszajNcych potrzeby wgdasne. Lu
dwiema drogami:b e z p o S ri epdr nzi eoz spoUywani e pokar mu pocl

poSreipmips zez konsumpcji produkt-w zwierzficych

Ni edostateczne zaopatrzenie organizmu w wita
wi t amin prowadzi do jego osgabi eniidaq nabwrpe
metabolizmu i choréb zwany@witominazami (tabela 4).
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Tabela 1

Budowa

chemiczna witamin

rozpuszczalnych w t guszc

Witamina

Budowa chemiczna

Witamina A
retinol

grupa zwi Nzk-w za
d- w, z k~t r y c hretina, |
i nne waUne rptinat (@lded
hyd), tretynoina (kwas retinowy) 3,4
didehydroretinol, zaréwno retinol jak i
34di dehydroretinol
postaci estr - w, n
mitynianu czy fost
cuchu bocznym 4
warunkuje istnienie izomeréw geom
trycznychcis-trans

HsC CHs CHs CHs

D DN
CHs
MCHO

COOH
AN

HsC. CHs CHy CH,

W/\

Witamina D
D2 i ergokalcyferol
Dsi cholekalcyferol

zwi Nzk-w st
wowe znaczenie ma
miny D, r-0niNce

bocznegoergokalcyferol (witamina D),
wystnpuj Ncy w org
orazcholekalcyferol (witamina 1¥), wy-
stiApuj Ncy w organi

grupa

Witamina E
tokoferole

tokoferole i tokotrienole, i ¢ch
cechN jest dwupi e
chromanolu oraz ¢§
wany z 3 jednostel
puj N w postaci 0S
rech tokoferoli 0
bocznym i czterech analogicznych tok
trienolcypbsiwadajCE
3 wi Nzania poc
-Uni a a,b@gid4d 1if ol
l'iczbN podst
pierScieniu |

o w s>
- <
N:(“B

y

Ry o
Ry

a-tocopherol, Ry = Ry = Ry = CHj

a-tocotrienol, Ry = Ry = Ry = CH3

y-tocopherol, Ry = R; = CH3 Ry =
y-tocotrienol, Ry = Ry = CH3 R3 =

Iz

f-tocopherol, Ry = R3 = CHy; Ry = H
fp-tocotrienol, Ry =Rz = CH3 R =H

d-tocopherol, Ry =R =Rz =H
S-tocotrienol, Ry =Rz =Rz =H

Tabela 2 Rol a

witamin A, D i E w

organi zmie

czgowi eka.

Witamina

Rol a w organizmie

czgowi eka
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Uczestniczy w procesie widzeriigpr zek szt ag¢a wegihio dw N
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Swi at o
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kt ra
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~

i ami

na
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- wki
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wgaSci wy wzrost
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wr aUl i
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pokar mc
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Tabela3d Wystnpowanie witamin A, D i E w przyrodzie.
Witamina tr-dgjgo w poUywieniu

Witamin A pegne mleko, ser, U-gtko jaj, masg
retinol teny (marchew, pomidory, papryka,
Witamina D o | K 0. gtk . . <

D.i ergokalcyferol P €9Mne€ mi €xo, '-gtbo 1 al, Lnasgg, rpg
Dsi cholekalcyferol (np. tran), wNtroba, grzyby, rou
Witamina E ml eko, jaja, mas go, oleje roSlinn
tokoferole pszenicy, pieczywo razowe, orzechy

Tabel 4. Skutki niedoboru witamin A, D i E.

Witamina Skutki niedoboru
Sl epota zmierzchowa (kurza Slepot ¢
Witamin A dopsyny. Kseroftalmia (nadmierna s
retinol doborach do Slepoty). Zaburzenia (
czenie sih ennfekcje.- rka. Czihst
\Iglzlﬁag]rlgc?kglcyferol Krzywica (u dzieci) i osteomal acj a
Dsi cholekalcyferol staw-w kol anowych, kost ek i dgoni ,
Zaburzenia pgodnoSci, poronienia,
L Sni (dystrofie), szybki rozpad er
YXESQ:EEE nych kwas:-w tguszczowych (skutkuj?t
moérkowych). Zaburzenia wars t u , uszkodzenia ner\y
wienia sk-rne i pl amy starcze, zmn

Zapotrzebowanie organizmu na witaminy moUe by
zaleUne od wielu czynnik:- w, a w szczeg-lnoSci
rodzaju wykonywanej] pracy or azycheznaga (np. atresei)g 0 S
Nadmi er ne przyj mowani e preparat-w witaminow,)
tjuszczach, moUe prowadzil do s zIkperditaininogamh dl a
Z tego wzglndu analiza zawartEf) oSvciprwidtukmiarc h( tsg
preparatach farmaceutycznych ma kluczowe znac

|l l oSci owe o0oznaczanie witamin napotyka wiele

bardzo magych il oSciach oraz wraUliwoSci N na

obecnoSi tlenu). Ponadto znacznpostabi wit 8ma
w formie estr . - w), co dodatkowo wymaga zast 0s:s
konieczne jest przeprowadzenie zmydl ania bada
witaminy za pomocN odpomoeNnheksaks)rakcj.i (n
JakoSciowe i iloSciowe oznaczanie zawartoSci
fizykochemicznymi jak i chemicznymi. Do oznac:
wykorzystal m.in. metodn kol oS8bChimeodayCarPn Ncep ar
dla witamin A i D) | ubBEnwedpaar(cdilua owinmeatnoi dnrly EEmm
jonbw Fé*doFé*, kt -re nastnpnie t walipirgdflend.ar wne pogNc:
JednakUe rutynowo oznaczanie zawartoSci witam
z wykorzystaniem techniKki wysokosprawne|j chr

odwr -conym ukgdgadzie faz ( RHRS Jakofazyalctb me o W& 0is @ In €
mieszaniny acetonitryl/woda (z dodatkiem kwasu trifluorooctowego) lub metanol/woda (z dodatkiem
kwasu trifluorooctowego). W celu detekcj i Wi
najczinSciej det ekt ory os ptantlatdowy f LAtiso jale i rDRR),z n e
fluorymetryczne czy spektrometrii mas (MS).
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Odczynni ki i Ssprznt | aboratoryjny

Heksan

Metanol

Bezwodny siarczan sodu

Wodorotlenek potasu

2,6-di-t-butylo-4-metylofenol (BHT)

Witaminy: A,Dsi E o czystoSci nie mniejszej niU 9509
Zestaw do wysokosprawnej chromatografi.i ci e
degazera oraz komputera z oprogramowaniem

8. Waga analityczna

9. Mo¥fdzierz porcelanowy | ub homogeni zator
10Ga¥nia ultrad¥fwi ikowa

11lWyparka rotacyjna pr-Uniowa

12Pgaszcz grzejny

NoakwnNpE

13.Sz klgambor atoryjne: chgodnica zwrotna, kol by
mi arowe, Il ejki, zlewki, rozdzielacz, kolby s
14SNc z ki

15.Probéwki Eppendorfa

Wykonanie [wiczeni a

A. |l zol acja witamin rozpyBzczalnych w tg

Do kol bki okrNggodennej-2(g papane€§oe miLddumlatwa
farmaceutycznego (jeSli ciago stage, to dokga
dodal 50 mL metanolu oraz okogo 0, 03 LwodBdgdT ( p |
roztworu KOH (25 g KOH na 50 mL roztworu) i
ogrzewaj Nc kol bn z mieszaninN za pomocN ga¥ni

W temperatu€zeWokodg&ciir® zmydlania wstrzNsal }
zmydl ana nie przywieraga do Scianek naczynia.
wodN z Kkranu i przenieSi mi eszaninin reakcy]
Przewowadzil trzykrotnN ekstrakcjfi heksanem, st
60 oraz 40 mL. PogNczone ekstr aRIOgmLhde kdezgn o we
obojAtnego, a nasthipnie usunNi &rusaoldy. Ekstakty z ¢
przesNczyl na sNczku i odparowal do sucha. P
przeprowadzi i oznaczenie zawartoSci wi t amin
chromatografii cieczowej. Obyfhtda&%ik dodbdameamna
analit-w w uzyskanym ekstrakcie nie przekrocz
B. SporzNdzenie krzywych wzorcowych
Przygotowal podstawowe roztwory wzorcowe wita

A), 1 mg/mL (witamina B) i 0,5 mg/mL (witamina E). Z podstawowych roztworéw wzorcowych
witamin przygotowal kontr ol mymLrwiaaminyA, tOngimt.or c o v
witaminy Ds oraz 50ng/mL witaminy E. Podstawowe roztwory wzorcowe witamin oraz roztwor
kontrolny z dodatkiem przeciwutleniCacza (BHT)

W celu sporzNdzenia krzywej wWzorcowe|j przeprtr
witamin dla przynaj mni ej pinciu poziom-w stn
rozcieCEzenie kontrolnego roztworu wkbncowe§o

detektora.
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Na podstawie analizy p-| powi erzchni pi k-w w
wzorcowe dla poszczeg:-Inych witamin, przedst
wzorca. W celu wykreSlenia krzywywd pzdechwyz
przez 0. Otrzymane wartoSci wsp-gczynnik-w ko

WARUNKI ANALIZY HPLC

A wysokosprawny chromatograf cieczowy firmy St
(czterokanagowa) i detektora UV

A kolumna Phenomenex PhenoSphEext C18 (5um), o wymiarach 4,6150 mm

A objntoSi dbhzowania 50

A temperatura kolumny 25C

A faza ruchoma MeOH : #D z dodatkiem 0,08% TFA (92 : 8; v/v)

A natnUenie przepgywu fazy ruchome]j 1 mL/ min

A czas analizy 20 min

A warunki detekcji:l =325 nm (od 0 do 6 minuty, witamina A)= 265 nm (od 6 do 13 minuty,
witamina ¥), | =292 nm(od 13 do 20 minuty, witamina E)

C. Analiza chromatograficzna witamin A, D E w wybranych prodtu
farmaceutycznych

Przed rozpoczficiem wgaSci wej analizy badane|]

roztworu kontrolnego i por-wnal zgodnoSl| WYy r

zgodnoSci wyni k-w naleUy przygotowal zmnéweowez

krzywe wzorcowe. JeSlIi roztw-r kontrolny speg
D. Przedstawienie wynik-w koG owych

Na podstawie czas-w retencj.i zidentyfikowal

wyznaczyl na podstawie powierzchni ping/100g. Wy n
oraz w |l U/ 100 g pr-bki z dokgadnoSci N do 0,00

na jednost ki mi fidzynarodowe (l1U) naleUy =zasto
dla witaminy A: —, dla witaminy B: — dla witaminy E: _©
awitaminy A: —, dlawitaminy @: —— oraz dla witaminy E: —.
YA 03 Y= 005 Y= S0s
Skomentowal otrzymane wyni ki

Zakres materiagu

zasada rozdziagu w wysokosprawnej chromat ogr ¢
retencji, od czego zaleUy <czas retencji, WYy |
kl asyfi kacj a, definicja, budowa, logwae tmBtpdg wa n i
oznaczanie witamin w produktach spoUywczych

Literatura uzupedniaj Nca
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Wprowadzenie

[ w wyniku kt-rych twor

| u wy . W przypadku pol i mer
odpowi ednich grup f yj nych z neazkadhunjodmerw;dn s i
nastnpni e na k oEcac powstagego pol i meru. N
odszczepienie magoczNsteczkowego produktu (nj
stopni owe|j kl asyfikuje siprqga&oy pmdliikmenrdyemasaj
kt-rym nie towarzyszy odszczepienie magoczNst

Procesy pol

mery
stopni owy b §a

W przeciwie@Gtwie do reakcji poliaddycj i, r
poli kondensacj. r-Uni N sin skgadem chemicznyr
Nat omi ast ni ezmi ennosSlI skgadu <chemi cdyeyjpego c h

ktorym nie towarzyszy wydzielanie produktéw ubocznych.

Proces polimeryzacj. addycyjnej skgada sin
prowadzNcych w zasadzi e od razu do utworze
czNsteczkowych. Reakcje te przebiegaj] N v udzi

przypadku polimeryzacji jonowej (katiohw polimeryzacji kationowej, anioih w polimeryzacji
anionowej) lub rodnik, w przypadku polimeryzacji rodnikowe;.

W procesie polimeryzacij.i addycyj nej - wnocze ¢
terminacji. Il ni cjowani e t o proces zapocz Ntk
wytworzeniu aktywnego centrum w monomerze. W przypadku polimeryzaagjkmalej utworzenie
rodnika(R) nastnpuje w wyniku rozkgadu termicznego
() polimeryzacji (np. nadtlenkd i b e n z cazddiizgbuty2onit?yfu, nadtlenosiarczanu potasu lub
inicjatoréw redoks).

| - 2R

PrzygNczenie czNsteczki monomeru (M) do rodni
centrum aktywnego z niesparowanym el ekthr onem

RT + M, - R-Mlﬂ

Z kol ei reakcje p
kol ejnych <czNstec
odtworzeniem.

opagacij.i polegaj N na wzroSc
e k monomer u do centrum akt

r
z
RM:" + nM - R-MiM,!

Reakcje te przebiegajN aU do momentu wygaszen
wzrostu gaCGucha w wyniku proces-w terminacij.

A rekombinacii pogNczenie sifi dw-ch makrorodni k- - w,
R-My + ™MmR - R-Mgusmy R

A dysproporcjonowaniepr zeni esi eni e na czNsteczkin makror c
w pozycjibwzgl hdem centrum aktywnego drugiego m
makrorodni ki ul egaj N terminacji z ut wor ze
nienasyconego,

R- My CH- ICHY + R Mp-CH-ICHY - R-Mp CHy- CHY + R My CH=CHY
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AprzeniesierniprzgaEeschkai e centrum aktywnego

rozpuszczal ni ka, monomer u, i nicjator a l ub
zakoE& zeni a wzrostu ga@E&cucha j ednej makr oc
makrc z Nsteczki, tzw. reinicjowani e,

R-MJ + AB - R-MA + B
B" + M - B-M!

A inhibiclai reakcja rodni k-w znajduj Ncych sif w Sr

przeksztagcajN je w czNsteczki obojfAtne 1| ub
Poli meryzacja rodni kowa jest najbardzie]j uUOyt
skaln r-Unego rodzaju polimer - - w. Ponad 70% po

t worzyw sztucznych) ] est ot r zy my Ve mpoligrdpylen, N  me
polistyren, poli(metakrylan metylu), poli(chlorek winylu), politetrafluoroetylen, poliizopren,
poli butadien, polichloropren oraz r- -Unego rod

A. Otrzymywanie polistyrenu (PS)

Polistyren (PS)i wed gug | UPAC piojladtenybkdayml en naj wc z e
polimer-w termoplastycznych, kt-ry moUna otrz
jak 1 jonowej: kati onowe|j [ anionowej . Najczr
polimeryzacji styrenu (wWingbenzenu) w obecnoSci i nicjator - w
di benzoilu), wedgug schemat u:

CH=CH, —CH,—CH——

n

Polistyren jest poli merem sztywnym, kruchym
przezroczystym, rozpuszczalnym w aromatyczny
chloroform), estrach (octan etylu), ketonach (aceton), pirydynie idwusiancekkg | a. Ni e r o0z
S i w wngl owodorach alifatycznych, ni Uszych
wykazuje duUN odpornoSi chemicznN na dziagani
stiUonego kwasu azot oweggoo) .i Dzoidioknia tdeogbor ejw apsruz e
o 90%) moUe byl on stosowany do cel - -w optyc:
I

r

0

¢

istyren stosuje sin do wytwarzania szeregu
Ncych n&mojnav, p pywtdye gDV D, sztuczna bi Uuter
|l i styren spieniony, zwany styropianem, sgu

T OO0 Q

(
p
g
(
PowaUnN wadN polistyrenu jest jednak jego poc¢
Ni estabilizowany gatwo ulega fotodegradacji p
przeciwdziagal tym wadom, 0 g r apnacowana $zétegymetodz a s t
otrzymywania tworzyw polistyrenowych o popraw
Aotrzymywanie polistyrenu o duUej masie czNst
dodawanie r-Unego rodzaju plastyfikator - -w i
otrzymywanie kopolimer-w styrenu z - Unymi
akrylonitrylem, metakrylonitrylem, butadienem, diwinylobenzenem, chlorkiem winylu.
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Odczynni klaboratorypwyp r z nt

1. Styren

2. 80% nadtlenek dibenzoilu

3. Ampugki szklanélub5mpoj emnoSci 2 m
4. Gopat ki dentystyczne
5. Pipety Pasteura

6. Pipety miarowe

7. Szczypce

8. Palnik gazowy

9. Mieszadgo typu Vortex
10.Cieplarka

Wy konanie [ wiczeni a

W ampugce szkl ah@p5m) pw ijnie enBidig hadtrikunlibenzofioraz 1
mL(ub2m.) styrenu. ZawartoSl ampugki dokgadni e v

przedmuchanie azotem i zatopil *amZaglbpi enNJa
umi eSci | w cieplarce | abCorma oolij@®j okwodaoe mdped
w:-wczas polistyren o Sreddd®n cPndaukt wyddt @
rozbici®. ampugki

MoUna przynieSi drobne dekoracyjne el ementy
umi eszczone W ampugce i zapoli meryzowane (np.
Uwagal! A .

*nadtl enek dibenzoilu ma wgaSciwosSci wybuchowe
*czynnoSl| wykonywal tylko w asyScie prowadzNcego

B. Otrzymywanie kopolimeru styren-diwinylobenzen (PSDVB)

Poli meryzacj a rodni kowa z udziagem jednego
homopol i mer - w. Poprzez zastosowanie w trakcie
komonomer -w oraz zmiann i ch wzajemnedimerysot os un
r-Unym skgdadzie i r-Unych wgaSciwoSciach. C
stosunkowo niewielkiej iloSci innego monomer u
wjgaSci woSci

Kopolimer styrendiwinylobenzen (P9 V B) otrzymuje sin na drodze
styrenu w-16% divenglabézenu ofaz inicjatoréw nadtlenkowych (takich jak naglen

di benzoilu), wedgug schemat u:
HC=CH, HC=CH, ——CHy—CH—CH,—CH——
G0 - |G
HC=CH, ——CH,—CH——
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KopolimerPSDVB j est bezbarwny, ze wzglndu na usi ec
rozpuszczalni k-w organicznych (wykazuje pnczn
na silne wgaSciwoSci wutl eni aj Na eanynaldee uegawo d o
zapgonowi, nie ulega biodegradacji w glebie a
(umi ar kowana toksycznoSI po przyjnciu doustny
funkcyj nN w c z Nst e capdimer siyremlii wy Ingb emzeizen k po
wytrzymagoSi mechanicznN.

Odczynni klaboratorypyyp r z nt

1. Styren

2. Diwinylobenzen

3. 80% nadtlenek dibenzoilu

4. Ampugki szklanélun5mhoj emnoSci 2 m
5. Gopatki dentystyczne
6. Pipety Pasteura i miarowe

7. Szczypce

8. Palnik gazowy

9. Mieszadgo typu Vortex
10.Cieplarka

Wy konanie [ wiczeni a

W ampugce szkl abh@p5m) pwo inie enf0&ig hadtBrikundibenzofiworaz 1

mL (lub 2 mL) styrenu i 50 f (100 L) d|W|nonbenzenu. ZawartoSi &
usunNi powi etrze z mpugKki przez przedmuchani
gazoweg*. Zat opi onN ampucjkﬁ umi eSci i w E€hamkdsar ce
okogo 3 dni. Ze wzglnindu na duUN reaktywoSIi ¢
godzinach (w zaleUnb&béenonenuw)awaoh ®&cwujde ws iny
reakcji poli meryzaciji niU w przypadku homopol
przez rozb*i.cie ampugki

MoUna przynieSi drobne dekoracyjne elementy
umi eszczone W ampugce i zapoli meryzowane (np.
Uwagal!

*nadtl enek dibenzoilu ma wgaSciwoSci wybuchowe
*czynnoSI wykonywal tylko w asyScie prowadzNcego

C. Otrzymywanie poli(metakrylanu metylu) (PMMA)

Poli(metakrylanmetylu) (PMMA)T we d g u g | U Rme®ksykarbonylpjlimetyloetylen]
otrzymuje sifn najcznScie] na drodze rodni kow

inicjator-w nadtlenkowych (np. nadtlenek di be
(|:OOCH3 COOCH3
n HZC:(|3 —_— ——HQC—(IJ——
CHj5 CHj
- n
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CharakterystycznN wgaSci woSci N poli (metakry
(przepuszczalnoSlI Swiatgda okogdo 92%), kt-ra u
doSi twardy i odporny na dzi aganieiowanialiVyich c
ni skich temperatur, moUna go gatwo kleil, bar
pol i mer - w, kt -re ulegajN wczeSniej depol i me
rozpuszcza sifn m.in. w Bheetohierofotmeai e, od

zastosowanie PMMA wynikajN z jego prze¥Froczy
atmosferycznych.

WgaSci woSci te, w pogNczeniu z duUN wytrzyma
PMMA jest szeroko stosowany jako materiag zas!
(el ementy el ewacj i, pr zeszk]| é¢abinapryszkicowenwanny,d r z w
brodzi ki, umywal ki), przemySle samochodowym
sygnalizacyjnych, owiewki), elektronice (do z
szkiegka zegar k- w, $protezy t sjcaewek d protefyka stenthiplogicana),e

rekl amie (stojaki i szyldy rekl amowe) a takUe

Odczynni klaboratorypyp r z n t

1. Metakrylan metylu

2. 80% nadtlenek dibenzoilu A

3. Ampugki szklanélubb5mhoj emnoSci 2 m

4. Palnik gazowy

5. Szczypce

6. Gopat ki dentystyczne

7. Pipety miarowe

8. Pipety Pasteura

9. Mieszadgo typu Vortex

10.Cieplarka

Wy konanie [wiczeni a

W ampugce szkl ah@up5nm) pwinie enBdig hadt@rikunlibenzofioraz 1

mL (lub2nm.) metakrylanu metylu. ZawartoS]| ampugki
ampugki przez przedmuchaqie azotem i *at opi |
ZatopionN ampugki umieScil w ci@piaracler dsaboka
Produkt wyodrnbnia ®in przez rozbicie ampugki
MoUna przynieSi drobne dekoracyjne elementy
umi eszczone W ampugce i zapoli meryzowane (np.
Uwagal! A A

*nadtl enek dibenzoilu ma wgaSciwoSci wybuchowe
*czynnoSlI wykonywal tylko w asyScie prowadzNcego
Zakres materiagu

pol i meryzacja ¢a GEdementamevwaakc(e palirdeyyzayjijrodrakdwej (mechanizm

inicjowania, propagacji i terminacji)nicjatory polimeryzacji rodnikowejreakcje przeniesienia

g a Ec, inlsiditay polimeryzacji rodnikowejkopolimeryzacjarodzaje kopolimerowmechanizm
kopolimeryzacjj mechanizm polimeryzacji rodnikowej styrenu oraz kopolimeru styrenu z
diwinylobenzenem mechanizm polimeryzacji rodnikowej metakrylanu metylstruktura i
wgaSci woSci znanych polimer-w winylowych: pol |
winylu), politetrafluoroetylen, poliakrylonitryl
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Wprowadzenie

Polimeryzacja kondensacyjna (zwana r-wnieU po
grup funkcyjnych znajdujNcych sifi w monomer ze
towar zyszy odszczepienie ma § o ¢ zakiegb ejak z Wwodayw e g o
orowod-r, amoniak. Polikondensacja w odr - U
pni owy m, w kt - rym stopie®& polimeryzacj.
ereagowania grup funkcyjnvucthpowwt kjaNldy mwaJ
ej Sciowe, kt-re moUna wyodrabnil

eSli w reakcji biorN udziagdg dwa rodzaje czl
unkcyjne, reakcjn nazywa sin heteropolikonde
j edneg rodzaju, np. glikolilkdrydemoagj Nproces

Na drodze polikondensacj. otrzymuje sin wiele
] ak: poliestry, poliamidy, silikony, Uywi ce f

Poliamidy

Jednymi z waUniejszych polikondensat -w sN pol i
poszczeg-Ilne segmenty wﬁglpwodoroweCOpl\kb—lg.chor
PogNczenia te moUna otrzymal w nastnpuj Ncy sp

Aprzez polikondensacjn kwas-w di karboksyl owyc

O
NH
HO /\/\/\/ 2
n OH + n H2N

O Kkwas adypinowy 1,6-diaminoheksan

* | *

O

P
/JKA/\T(NH\/\/\/\NH/ + (2!7-1) HZO

o}

n
poliadypinian heksametylenodiaminy (nylon 6.6, poliamid 6.6)

O
NH
Cl /\/\/\/ 2
n Cl *  NHN
0 dichlorek kwasu sebacynowego 1,6-diaminoheksan
(1,8-oktanodikarnoksylowego) l
O
L~
/MWWNH\/W\NH/ + (2n-1) HCI
@]

- nylon 6.10 (poliamid 6.10) —'p
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Aprzez p o lw-akioakvdagdw, @ ¢ j i
0O 0
n HQNV\/\)J\OH — NH + (n-1)H,0
kwas 6-aminoheksanowy n

poliamid 6 (nylon 6, stilon)

Aprzez polimeryzacjn | aktam-w, np.
QA
/
n T C o~~~ NH; C N.
HO - \/\/\/ el
n
s-kaprolaktam kwas 6-aminoheksanowy poli-g-kaprolaktam

(poliamid 6, nylon 6, stilon)

Nyl on to handl owa nazwa syntetycznych pol i ami
(USA) . Polimery te (np. nylon 6.6 | ub nylon 6
drodze polikondensacji kwasow dikarboksylowych, takich jak kwas adypi i €bacynowy (lub

ich dichlorkéw) z diaminami(np. 156 i ami nokeksan) | ub reakcji otw
np. kaprolaktamu z kt-rego otrzymuje sin nylo

Zbiorcza naz

pol i mer - w, k

l'iczbn at om-:
o 6
n

a nylon (od nazw dw-ch miast: \
a Jgatwego rozr-Unienia ozn
monomer ac hwg -Plop ® dythrczym
g
z

mé"*g
ocs "~
033<('D
N o«

| akt amu a (kaprolaktamu). Dwi

I
kach odpowiednio: diam

nw oo —

d

I w
t c w i
a w Nstec
Nyl on 6. 6, kt - rego synteztienprawcbwami ev DOBdnNtr
syntetycznym poli mer em, kt -ry odni - sg komer c
zamiennikiem jedwabiu o zastosowaniu militarnym (spadochrony, plandekiitpy g a s z ¢ z a , 0
w okresie |1 wojndgosStwimrity.wePi érywjs zzer updmmdukt y

roku 1938 (szczoteczka do zAanb-w z wgosiem nyl

wzglidu na cenne wgaSci woSci mechaniczne, 1
N m. in. do wytwarzania wg-kien syntetycz
anin, lin i UygekoScit ankelceh a nziec zwzeg, |
znbatych itp.

Aminoplasty

Aminoplasty sN to wielkoczNsteczkowe produkt

grupy aminowe =z aldehydami. Do najwaUniejs
poli kondensacji al dehydu mr - wkowego (for me
dicyjanoda mi dem, guani dynN, tiomocznikiem itp.

Aminoplastyznaj duj N zastosowanie jako kleje, Spoi

i mpr eg i ®SNj] Made.or ne wody orak zdzpusyerainikéw takich jaklkohok, eter,
81



L wi ¢ zLehorataryjng Skrypt dlaStudentéw| Katedra Biochemii Molekularnej

benzyr, benzeeaer,o0S#@folsnz cyr oby z aminoplast-w char
sztywmnacdiphbaith £ pl n N12G°€.SNO®bezwonne, bezbar wne

moUl i woSi dowol nego barwieni a.
W wyni ku reakcji zwi Nzk-w aadidygacwWsch ezz kil dah yq
atomu azotu grupy aminowej z rownoczesnym przegrupowaniem atomu wodoru do atomu tlenu
grupy aldehydowej . W przypadku zastosowani a ¢
moUl i we do wyodrnbni eni a, hgwnksyetkoamimaevi er aj Nc e

i i i

|
c + — C + H,0
HoNT ONH, g7 N H,N" SNH OH 2

Powstage hydpombwwmeznilgallm\ga’jlil nastnpnie polikon
l ini owych polimer - w, wpd&d Ner zsaNh p ovimNNEzNEylenoeh. mo ¢

o]

n l;l PR l:l
—
HNT ONH OH ][N/ \NH/:’\OH

| n
H

Przy nadmiarze aldehydu mr -pwkovsdatpapywdddrl gruge | e
aminowych grupami hydroksymetylowymi.

0 @) )

] . 1 omo
H C n C
\EN/ \NH/}OH H” H {T/ \N/}OH
n
noo
OH

Powstage zwi Nzki hy dr ok sdalsrejtkgntiensacii z utiezgriemN n
makr oczNsteczek pogdNcz o nlybdimetylenobteravymi a mi metyl e

0
W i
{N/ \N/}OH H{ _C - ﬁ -
| N N OH H C
| \ T ONGTT
H

n
H K n "N OH
OH CH, N
- nH,0 l ~nCH,0 H |
+ — cl) — T C':Hz
OH H CH B N
H r 1 e NN oH
l\ll N OH {N\/N\%OH " (I:I
H C - on
H{\c/\} [ n ©
I n 0
0
Reakcjn otrzymywania pochodnych hydroksymetyl
Proces ten moUe byl katali zowany zar - -wno prze
reakcji mocznika z aldehydem mr - wk o wemperatueac y d u
oraz pH. Najwolniej reakcja przebiega w zakresiepB4 Zwi nkszeni e t@mper a
lub zmniejszenie wartoSci pH poni Uej wy mi eni c

spos-b powstaj N usiecitookasnyec z nnei eproolzipruesrzyc,z ad n e
bar wi Nce sin.
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A. Otrzymywanie nici nylonowej (nylon 6.10)
Odczynni klaboratorypyp r z Nt

Cykloheksan

Barwni ki: fluoresceina, oranU metyl owy, brot
5% wodny roztwor 1&liaminoheksanu

20% wodny roztwor NaOH

9% roztwor chlorku sebacylu (kwasu dgBtanodikarboksylowego) w cykloheksanie
Druci k z haczykiem na koEcu

Zl ewka o polemnoSci 25 m

Pipety Pasteura

. Pipety miarowe

10. Probowki szklane

11.Mi eszadgo typu Vortex

©CoNo~wNE

Wy konanie [ wiczeni a

W zI| ewce o ployneinmenSchebiwosaegmroztworul;6i ami noheksanu o
4 krople 20% wodnego roztworu NaOH. JeUel:i pr
odpowi edni bar wni k, np. fluoresceinn, oran0
(wl ewaj Nc igneewewki) 5 rip986 roStworu chlorku sebacylu w cykloheksanie, tak aby
otrzymal dwie wyra¥fne i nie zmieszane warstwy
koG u tak aby uchwycil tworzNcy sif naymgrani c
jednostajnym ruchem wyci Nga sifi nawijaj Nc na
otrzymaniu zadawal aj Nce|j il oSci nNi ci produkt

reakcyjnej miesza sifn bagietikdNwejt,r zkmugj Wecp Guyd
suszy.

B. Otrzymywani e Gfgrmaldenydowejo czni k owo

Odczynni klaboratorypyp r z n't

1. Mocznik

2. 40% wodny roztwor formaldehydu

3. 20% wodny roztwor HCI

4. Szampon do wgos-w |l ub pgyn do mycia naczy&E
5. Barwni ki: fluoresceina, oranU met yipowy, br on
6. Probowki szklane

7.GaF¥nia wodna

8. Pipety miarowe i Pasteura

9. Mieszadgo typu Vortex

Wykonanie [ wiczeni a

W prob-wce szkl anej u miLe®4d wodnegg roziwor formaldeaydui W d o d
drugiej prob-wce umieScil takie same iloSci r
barwnika | ub detergentu (szampon | ub pgyn do
wodnego roztworubHE€ék dakwdadwoiSé wymi eszal i o
temperaturQealBkodggom@®ent u rozpuszczenia moczhn
ponownie ogrzewal prob- wkiif cpirw ema sosk opjloa slt5y cne me
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C. Identyfikacja produktow polikondensacji
Odczynni klaboratorypyp r z nt

Aceton

Chloroform

Lodowaty kwas octowy

Stnlony kwas solny
20% wodny roztwér NaOH

Palnik gazowy

Szczypce

Pipety Pasteura

. Pipety miarowe

10.Probéwki szklane

11 Papierki wska¥ni kowe
12Ga¥nia wodna

13Mi eszadgo typu Vortex

CoNoOO~WNE

Wykonanie [wiczeni a

Cl.Magy kawagek badanego polimeru wprowadzil y
cznSci pgomi enia palnika. Pr-bka poliamidu
pieni Nce sifn kuliste krople. Barswka mpdo mRioe wiy
pr - bki Z pgomienia obserwuje sin spontanicz
przypominaj Nca zapach wgos-w |l ub SwieUego s
t wor zNc kuliste kropl e, g &rB. n Pakeniu ntawarzyszyn mi a
charakterystyczny zapach palonej ryby. Barw

C2.W czterech szklanych prob&achu mi e Klejmol aceton, chloroform, lodowaty kwas octowy
oraz stnUonyskwa®niseoNansyt ipni e do prob- wek
wi el koSci kawagki badanego poliamidu. Polie
kwasie octowym i solnym.

C3. W probéwceu mi e &k

bp§o 0,5 g rozdrobnionego pol i ami
l ub amino S

()
| a u oraz okosjytor RUngi eliogsiz @aminm i nw
czym zwil Oyl przez dodanie okogo 0,5 mL wo
trzymaj Nc u jej wyl otu papierek wska¥ni kow
ami noplasty rozkgadaj N sifn z wydzieleniem a

Zakres materiagu

polikondensacja a poliaddycjaz as adni cze r - Uni ce w,waelnh aeniszmei e
reakcji polikondensagjir eakcj e uboczne towagtzrywsktNicrea piol w§
znanych polikondensatow: nylon, elana, kevlaet ody ot r zymywani a i w({ a
oraz aminoplastow

Literatura uzupegdgniaj Nca

1. KorytkowskaWa gac h A, Gi b-Kamia KIC h Kmij @ we&lar oczNst ecze
 wicze@® | apowpdawyij oty wh Politechniki $I Nski
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2012
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Wprowadzenie

Zgodnie z przepisami dotyczNcymi ochrony Srod
oznakowane symbol ami znor mal i zowany mi w skal.
zidentyfikowanie materiagu z Kkt ipoteglenlub@Py wyr
polipropylen. JeSli wyr-b nie zostadg oznakowa
JeSl i taka koniecznosSl zaistnieje, to chemik
rozpoznal tworzywo w cirdgonnanie iniezRamegomtivanzywa .przekl a t o
chemi ka nie bndNcego specjalistN w zakresie t
|l stnieje wiele sposob-w identyfikacji tworzyw
Achemicznymi'l'reakcja na dziaganie kwas: - w, zasad,
okreSlenie l'iczby zmydl ani a, oznaczenie tyyj
pirolizy,

A fizycznymi i oznaczeni e cinUaru wjaSci wego, W a s
el ektrycznych, | umi nescencyjnych, wsp-gczy
akustycznych itp.

A fizykochemicznymi ok r e Sl eni e odpornoSci na dziaganie
zachowanie sin tworzywa po wyjnciu z pgomien
A organoleptycznymi ok r e S1 eni e wraUe@® wzrokowych, dotyk
smakowych.

Pegna analiza chemiczna polimer . -w i t worzyw
pomochiczych( t aki ch | ak: barwni ki, plastyfikatory,
napegni ajcest, prtophl)emem zgoUonym. Proste test)
pozwal ajN jednak czinsto okresSlil rodzaj Wy st |
podstawie okreSlil z duUym prawdopodobi e@Est w
identyfikaciji.

Tworzywa sztuczne moUna zidentyfikowal na pod
Acech zewiwytglzhdu,h konsystencji i postaci wyrc
wgasnoSlI maj N tyl ko nieliczne tworzywa), bar

w barwach jasgyehgopkrna®oiScig zarysowani e,
Aprzybli Uonej gnstoSci (pr-ba pgywalnoSci)
AodpornoSci na dziaganie kwas:- - w, zasad i rozp
Atemperatury topnienial/ mifknienia

Azachowania sin w pgepmwlema Sl ,( porarbvma ned o mit owiag ,
po wyjnAnciu z pgdgomieni a, zapach pr - bki po z
(zwngl eni e, spienienie, itp.),

Abadania produkt-w rozkgadu t et mrianazkonsygtencjib e z
zapach oraz odczyn produktéw gazowych i par,

A reakcja Liebermame-StarchaMorawskiegdi test na zabarwienie.
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W wifikszoSci wypadk-w wykonanie wyUe|j wy mi e |
okreSlenia jedynie tylko nazwy grupy tworzyw
odmi any handl owej. W praktyce jednak na og- g

Odczynni klaboratorypyyp r z nt

Probki tworzyw sztucznych do identyfikacji

Stnlony kwas siarkowy

Stnlony kwas solny

Kwas octowyi kwas mrowkowy

Bezwodnik octowy

Rozpuszczal ni ki dost npne w, dithrornetamdzterochlarek : ac
w N g dctn etylu, toluen, DMF, dioksan, etani@nol, tetrahydrofuran, cykloheksan
7. Wodorotlenek sodu

8. Gopatki dentystyczne

9. Gopatka miedzi ana

10.Probéwki szklane

11.Szkiegka zegar kowe

12.Pipety Pasteura i miarowe

13.Szczypce

14.Palnik gazowy

15Mi eszadgo typu Vortex

ok wNE

Wykonanie [wiczeni a

Celemi wi czeakmaefesenhi e kity-pruy psotlanoewiu,podst awowy s
tworzywasztucznegoldentyfikacja polega na przeprowadzeniu systematycznych gp&anych w

punktachA' F, dl a dw-ch pr-bek tworzyw sztucznych
A. Opis cech zewnntrznych

Przy opisie cech zewniitrznych naleUy wzi Ni po
dla polistyrenu, poliwnglanu czy poli(metaktr
rzuceniu jej na blat stogenu),p.rockzaj i gawiye rdz
trudno zwil UOUalna, w dotyku przypominaj Nca par

poliolefin, takich jak, polietylen, polipropylen), zapach.

B. Oszacowanie gfistoSci tworzywa (pr - -ba

Pr-bkfn tworzywa wrzucil do zl ewki z wodN des
Zwr - ci | uwagn na dokgadn zwi |l Ueni e pr-bki. F
t worzyw na dwie grupy IUejszchodw(tWorzy\noabgjade(twor
na dnie) . Pr-ba ta jest uproszczonym sposobem
C. Zachowanie pr-bki tworzywa w otwartym

Ni ewi el ki kawagek tworzywa (wielkoSci ziarna
ostroUnie** w pgomieniu palnika obserwuj Nc je
OkreSlil pad nwpdhil i clzowlzy gaSnie po wyjnciu z p¢c
spal ania pr-bki w pgomieniu (np. poli(chlorek
z pgomienia, wya@lKlahlkareaszp alagppjabMchego si n i rozk:i
* gopatka powinna byl czysta, wszel kie pozostago
nastnpni e usunNI za pomocN papieru Sciernego; *o*
ogrzewal wolno, aby m-c zaobser wowal zachodzNce z
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D. Zachowanie probki tworzywa podczas ogrzewania w probowce

Ni ewi el ki kawagek tworzywa umieScili W prob - we
wyl otu prob-wki umieScil zwilUony wodN desty
wydzielaj Ncych wskutek rozkgadu t ezZanlkszarevgmw a
r-wnieU zabarwienie produkt-w ogrzewani a.

E. Zachowanie pr - bki na dziaganie kwas- - w

Ni ewi el kN il oSi rozdrobnionego tworzywa umi e
ni ewi elik2L)i lkowdds  (np. stndUony kwa subrmronvkawy,owy |
zasady (np. stnlUony roztw-r wodorotlenku sodu
(np. acetonchloroform,c zt er oc hl or e k wrogadn &tylu, etana, idluel)MFme t a n
dioksan cykloheksan, tetrahydrofuran Po kil ku minutach zaobserw

t worzywa (cagkowite riozpdsesz8&ezenanek prapbekdvk| en
krawnd z)i pr - bki

F. Zachowanie pr - b keberntamaStachaMorawskidgge Sci e L

W probéwceu mi e Sci i ni ewi el ki kawagek badamleaggl twor
mL) bezwodnikaoctowego a nasthipni e pr ob - Riostudzenju a dkiikh na § ¢
kropelst nUonego kwasu siar kowego. Zmzeddodamiema poa | b
dodaniu kwasu siarkowegpo o kogdo 10 minutach ponowR)omz ogr z
zobserwowal barwih roztworu i pr-bki

Zakres materiagu

znajomoSi t akwichz epko j wiil e |jkaokc:z Nst ec z k o wiligpmep ol i m
mer , monomer, stopie®& polimeryzacji, poliaddy
destrukcjapolimermn aj waUni ej sz e pol i rklasyfikacjatwdrzywosztacynych s z t

elastomeryplastomery duroplasty termoplastypod st awowe <cechy fizyczne
sztucznych
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Wprowadzenie

Rozszerzony opisajwidgp ews dBdwi eaRdaacie charakterystyczne i
identyfikacj.a wnglowodan- w

Skrobia jest roSlinnym pol i s egukay Cukiernten jebtu d o w
materi agem zapasowym obecnym w |iSciach, bulw
podstawowym Fr-dgem wnglmwondanziwenthliaakewgo wiye
pszenicy i kukurydzy. Skrobia jest W rzeczyw
nierozgagnzionej, | i ni owe|j -2y | sokzryo b(i st amroavd N
amylopektyny (808 5 %) . GaEcuch amyl ozy przyj muje kszt
Dgl ukozy podNc zWwlpglikadzydowynil ¥Vamyilopektynie oprocz wspomnianych

wi N 204 @glikozydowych, co 2030 reszt gl ukozy UwGgikozydowe] N p c
powoduj Nce rozgagnzienia. Ga@Guch amylozy pos
j est ugrupowanie hemiacetal owe. Amyl opektyna
nieredukuj Ncych. Oba pNlgsaobhbakydywykwespil nike -

zal eUON do rodzaju r de®rpusacyalne W&waazieu Pokgrzanie kawiesmy s
skrobi w wodzie powoduje rozerwanie granulek i uwolnienie amylozy i amylopektyny.

Enzymy katalizuj Nce hydrolizn polisacharyd: - w
endoglukozydazy (npUa my | az a) hydrolizuj Nce wiNzania v
egzoglukozydazy(np. b-a my | az a) odcinaj Nce od ko -w pol
trisacharydy (maltotriozn), disadmsanekl)dy ( malt

.« &

g
.\O B-amylaza o—amylaza -
-om:i.:”@ TIPS SX Lot
00 ® 0e®

O megl ¢koza) z ko owN grapikpgl ekedaxui NckoNEcowN grup

Rysunek 1 Miejsca hydrolizy katalizowane przez endoglukozydazy oraz egzoglukozydazy.

WSr-d amylaz wyr - - UOni (0, modhmdazytUAmy | @ awweg sk hipsiy

zwi erzNt, roSlibamyl alzoabobeshaojewf ggJ-wnie w
samyl aza moUe znajdowal sif zar-wno u zwier zN{
LudzkaUamy |l aza (EC 3.2.1.1) jest jednym z g§-wn
gli koproteina o masie czNsteczkowej wynoszNce
Cca. Kati on t e nostpbdizatji struktueypriaestczenyej edzymua k r - wni e U d
aktywnoSci katdabhmyvyazeaejwystipgnke gg§-wnie w p
bAdNcych produktami r-Unych, choil wysoce spok
jest przez gruczogy Slinowe,Uathybgizapobeezntar fe
kom-rkach jelita cienkiego, gruczogach mleczn

Pomi mo duUego podobi e @Est waai teztistkankrt- ulrnai | Nh esgion, saen
ami nok weegonvals t 1 pssNt woedimi enne w{ andic.i wo&cwarfia§icz
i zoel ektrycznego or az I nna ruchl i woSi el ekt
wzgl Adem skrobi r-Unego pochodzenia). Dodat ko
izoformy b i d rodeuktami tego samego genleczwy k aeewjdfi ennN budown
modyfikacji posttranslacyjnych lub alternatywnego splicingu.
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UAmyl aza bierze wudziag w pierwszym etapie tr
Ul4gl i kozydowych gbNgkdNkygeh weWsNeczkgaEcucha e
Enzymatyczna hydroliza polisacharyd-w zachod
dekstryny o dguUszych @ga@®uchach (amylodekst
kol ejnym etzk{ad uwie gdag Nmalot ot r i o Ap-glukozp | t ozy o1

UAmyIaza trzustkowa jest uznawana za swoisty marker zapalenia trzustki lub innych chorob tego
nar zNdu. DuUy szm)olsazyakvt/y(wm@(Sz:u, przekraczaj N

referencyjnej, moUe Swiadczyl O ostrym zapal
zapalenie Slinianek oraz choroby ukgadu pokal
0 z n a ¢ zacduoraz w kale

Pozostagy mi l udz ki mi enzymami trawiennymi Zaa
A Maltaza(lgl ukozydaza, EC 3.2.1.20), dla kt-rej g

Enzym ten powoduje hydr ol U14glikezydewegow matazie z e p i
czego nastnpstwem jestpgukoayl ni eni e dw-ch c¢zNs
A Kompleks enzymatyczny sacharazza omal t aza obecny w bdgonie
hydrolizuj Ncy sacharozn did,6gikozytowewamylopdkiyniek t o z
i glikogenie.

A Laktaza bgl i kozydaza, EC 3.2.1.108) katalizuj Nc
laktozy (disacharydu obecnego w mleku ssakow) do galaktozy i glukozy. U oso6b z brakiem lub
niedoborem | aktazy, jak r-wnieU u osilWond k
aktywnoSi, po spoUyciu produkt-w mlecznych m
bi egunka, wzdnci a, kol ki, nudnoSci) . Ni ezhy
krwi obi egu i pozostaje w S wiiee tldg® fermpeantacg wo d u
przeprowadzane] przez bakterie. Produktami f
wngla) oraz kwasy organiczne (m.in. mlekowy,
Niekt-re enzymy &katalizujNce hydrolizin cukr -\
Wystfipuj Nca naturalnie w ziUamyazacwykorzystywéha jesp s z e
m. i n. w piekarnictwie i pi wowar st wi e. Dodana
dekstryn i dwucukrowwykorzystywanych przed r odJd (Bkut ki em j e]j dzi ag
porowat oSi mi nki szu <ci ast a, uzyskanie odpowi
objnitoSli pieczywa i spowolnienie proces-w cze

Jednym z komercyjnie dostinpnych pr @modutedt - w
Novozymes, Dania). Jest to stabilna termicztl@mylaza produkowana przez genetycznie
zmodyfikowany szczep bakterBacillus licheniformis Jest ona wykorzystywana w procesie
upgynniania skrobi na skaln przemysgowN m.in.
Enzym ten wymaga YhéanoSacihowamiaw Gaabil noSci
100- 105U C, azapewenleiggH55-65 w cel u uzyskania optymal ne

ym enzymem p bamwlazg (EQ D2 Y)nwykorystywana m.in. do wytwarzania

opu s §-Amylaza ¢oggroglukozyde@o ds zczepi aj Nca mal tozhn
ca gaCGucha skrobi. Enzym ten wystnpuje w
produkt dziagania tego enzymu posiadaU zmi e

FH_‘:)

Kol ejnN grupN enzym-w wykor zy sdanyeay(glukoamylazyp r z e |
EC 3.2.1.3). SN to typowe egzogllsklibozyavgchy k a
prowadzNcN doguwhkbnyenai sni eredukuj Ncego ko Eca
hydrolizuj N t}1,6gnliieklo zwyid\ozwaen,i el ecz z ni UszN szyt
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MONITOROWANIE PROCESU HYDROLIZY SKROBI

Jeden ze sposob-w opiera sin na wykrywaniu a
Lugola. Jony trijodkowe §l) wni kaj N do weshrukXxaurhyel akgl o
charakterystyczne granatowe zabarwienie. Wraz
i nnym, j aSni ej § amylndekstyry akolori néebigski), erytrodekstryny (kolor
czerwony) oraz achrodekstryny (brak zabarmgn

|l nne metody oparte sN na wdakeceapcozesunhydiolizg Metdda z y

Bernfel da pol ega na redukcij i przez gl ukozn
35dinitrosalicyl owego do g-amin@yn iatnrionsoaMeijc y | Poowys
pomara@ zowN i silnie absor buj e -3owimt\d Haodzer zy
Somogyi i Nel sona wykorzystane sN wgaSciwoS

zasadowym, W obecrmaScsioweigmi amu czoydawdk Somogyi
(11r) do jon-w miedzi (1) wystnpuj NgOyRotanievdop o s t
tlenku miedzi kwasu arsenomolibdenowego (odczynnik Nelsona) powoduje powstanie tlenkdw
mol i bdenu o bgnkitnym zabarwieniu, kt-rego in
od 500 620 nm.

Odczynni ki i sprznt | aboratoryjny

Roztwor podstawowyla my | azy gor z e 4mgienk eopy (diajednejpaide ni u
$wieUo sporzNdzony wodny roztw-r sSsKrobi

5 mv wodny roztwér jodu w jodku potasu (30Ly/

0,5m roztwor HCI

Bufor Mcllvaina pH 3; 5; 7,5

1% wodny roztwor NacCl

0,5% wodny roztwér CuSO

Pipety automatyczn@0- 200¢L, 100 1000¢L)

. Probowki szklangzlewki, cylinder miarowy

10.Probéwki typu Falcon

11.Czytnikp g y WVeWs lub spektrofotometr UWis

12.P gka®6d 0 g kprwae ¥r oczysta | ub kuwety polistyreno

©CoNouk~whE

Wykonanie [wiczeni a
APrzyrzNdzenie wodnego roztworu skrobi

Do 0,6 g skrobi (w45<nui_lgtnirdilcseljouzl§l\ﬂmmoezj,t)w-dodnauisi

klarowny- j e Sliniejestak| eUy go dal ej olgukzewal pgagadni
Otrzymany klarowny roztw:r s k°Cwdeplargetazoeaorijejvy w a
przez cagy czas trwania | wiczenia.

B.Rozkgad skr obi-anylazg gomeginicaejye m U

Do 14 prob-wek s zk L aawomw fodudvgodka potagu@razipo 0, 5i0,50

roztworu HCI . Do prbdyvAkiDoerllotmIO\dLlan%rottwomz doc
skrobi . Pr ob - wkask on ro d@ abgnvach zabaywiania roztwoskrobi pod
ni eobecnosSl enzymu.

Bl1.RozKGAD SKRBF)HS w P

Do prob- wki Fal Lcrqztworwpbdnﬁaveowexg@al'myla]zy i énk buforu o pH 7,5.
Pr-b-wkin ogrzewalUGv ptreznepze r lad umiz e u t3.7 kidNaweegdi p n i e
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roztworu skrobio t emper at ur z e 3780.Negtryzcetkmiaacszta j Na efbe jwk ¢ z
wytr z NsjmaNd r ablmiadzanmy enzymarazs kr obi  do pr ob - wki nr 3
jodu w jodku potasti roztwor HCI. UWAGAT pr ob - wkn Fal con z miwszan

buforzet r zy ma mi idzy pobr adCiPamzie dw ktaddp e aptoubrr zaen |
Fal con wb(dlemapﬁrslelrtﬂdszanlnyenzymu|skropo(1mL) pobieral po:
minutach( | i czNc czas od momentu ddbdsariveo wakr ahbmi a
roztwor-w. Na koniec wykonal pomiary wartoSc
spektrofotometru UWispr zy dgu gdpoﬁllednlo 62GnMmilub 600 nm. W tym drugim

przypadku, kuwetn odnoSni kowN wypegnil roztv
obrazuj Ncy rozkgadW spkrrzoybp a dvk uc zpaosmdea § (uimivmma) . pa) y Kk
prob-wki przenieSi po 200 OL roztworu do trze

B2 RozKGAD SKRE®I w P

Do prob- wki FallLcoatworupddstawewegdprhylady gareelniczeji 9 mbuforu
o pH 5. Dal sze czynnoSci wlkonal analogicznie

B3 RozKGAD SKROEIBI w P

Do prob- wki Fal cLorcvztwcmdpmdstawowegt}amy)azySgormlnlczej|45m
buforu o pH 3. Pr-b- wkninU®gprzzeenza i1 Ov miemmpte.r aN ais

klarownegar ozt wor u skr obi . Nat yc h nimesaninypeozymuegkrolt z y n |
i dodal do prob: wki nr 13 zawierajNcej roztw
porcjn mieszani nyl)enp sgmprebdiwki srk4dapierdopo @Al minutach.
Pomiaryabsor bcji wykonal Bl ak opisano w punkci e

C.Badani e a kamylazysin®aeji U

Przed pobraniem Sliny Masteipgruike i patsrntal cde pyNt
przez 20 sekund. Wodn zmieszanN ze SlinN wyp!
trzechprobéwek FalconDo12pr ob - we k s z k| a n i rozword jodili & jodkppotasd , 1 5
oraz po 0,5 a 0,5M roztworu HCI.

ClLROZK&GAD SKROBI PODAWRGMWEMS LI NOWEJ

Do pierwszej pr-b- wki Falcon z 10 mL robosddry 2z mi
ogrzewd)C wr&®z 10 minut . P mLuogtgoyuskrabi. darazgpej c z a s

czynnofobimiedzaniny enzymu i skrobi i dodal
jodku potasu i roztwor em25Qdmi nkuotlaecjhn e Qobosrecrjweo Vv
barwy roztwor-w oraz wykonal pomi ary wartoSc
rozkgad skrobi w czasie (min).

C2WPGEYW JONEW NA AKRYWWNAZLY $LI NOWEJ

Do drugiej pr-b- wki Falcon z 10 mL wody zmies
NaCl. Rrobowk o gr zewalC wr3z7ez 10 minut . P & mlurpzivprw i et
skrobi . Zaraz poLmdcedamind,nyp emrzagimul imskr obi [
roztworem jodu w jodku potasu i 2 biZl0Omimutachm HCI
Obser wowal zmi any barwy roztwor-w oraz wykon
wykres obrazujNcy rozkgad skrobi w czasie ( mi
Do trzeciej pr-b-wki Falcon z 10 mL wody zmies

CusQ. DalszN cznSi wykonal jak opisano powyUej
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W sprawozdamiou zNdkeDy wykresy obrazuj Nce prze!
amylg@amzel niczN w zaleUnoSci od pH, par nzyel bai zerg
SI'inowN oraz wpgyw kation-w na | ej aktywnosSlI

Zakres materiagu

wzory chemiczne w projekcji Fi scheuvndowa abki sy
(struktury , 2-,3i4r znd,avwe ) npowani e, b u d,etapytrawienif cukmokvc | e @
w organizmiepr zykgadowe zast os owamimgwytwarnaieiavgdzialanep r z er
przez trzcwst ok naczaj N tepimemi angmer, endaylakozydazy ,
egzoglukozydazybudowa i rola skrobc z y naekstiyry, struktury chemiczne sacharonyaltozy,

laktozy, glukozy i fruktozy w projekcja Haworthgposoby ronitorowanaprocesu hydrolizy skrobi
wpgyw pH i temperatury na aktywnoSi enzym-w

Literatura uzupedniaj Nca
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Wprowadzenie

Lipazy to enzymy z klasy hydrolaz (EC 3), po
wodnych hydrolizin wiNza® estrowych §gNczNcych
triacyloglicerol owe pr zekszt ardymtigcfogliterade(TAG)p u s z
w produkty o wyUszej rozpuszoc(@AG) modacylaglicdroleasy

( MAG) . NajwyUszN aktywnoSI I|ipazy wykazuj N na
dobrze rozpuszczadroraz lipidowejw kt - rej znajduj N sif ich subs
Lipazy wystipuj N powszechnie w przyrodzie. Wy
bakterie. Lipazy to hydrolazy serynowe, Zawi
ami nokwasowe stanowi NAs/GltHid, @ dz§im pgeyapt canhii ntayjcNe nNr, o
serynowe. W Srodowi sku wodnym dostnp do mi
UGhelikalnym fragmentem zgdgoUonym z 26 reszt ami
Na granicy faz olej/woda dochodzi do zmyakonformacji lipazy, czego skutkiem jest aktywacja
enzymu. Wspomni ana pokrywka =zostaje aehtsummni nt ;
aktywnego (centrurkatalitycznegd enzymu

Akt ywnoSi |l i pazy trzustkowej (EC 3.1.1.3) ok
tguszczowych w czasie dziagania enzymu. 1 o

miareczkowanie mianowanym roztworem wodorotlenku sodu lub potasu wobecftizealy.
Lipaza trzustkowa naire@y odpecawddjczorywpy, Icizpd 2
wi Nzania estrowe przy 7 eswhtriatylogticerplgrysunaektlolstmiee h wii ¢
niewiele lipaz aktywnych wobec pozycji@n Ni ekt -re | ipazy dziagaj N
dokonuj Nc cadgkowit e]j hydrolizy acyloglicerold]
typ kwasu tJuszczowego | ub Geotrigham chfidugjestSiysoce Pr z y
specyficzna wobecisni enasyconych kwas:-w tguszczowych 2z
pozycji9lub9il2np. kwaso |l ei nowego (18:1 ®9), I inol owego
9, 12,15) .

lipaza 1.3-regiospecyficzna
(0] (0]

o H:C*O—|CJ*R 0 H;C‘—O—ﬂ—R cl) H,C—OH
R—IC|‘—O—(|.'H _— R_([_O_CI'H + R-COOH =-—— R—C—O—C|‘H + R-COOH
I H,0 | H,0 |
H:C‘—O—ﬁ—R H,C—OH H,C—OH
TAG DAG MAG
lipaza niespecyficzna
(0]
o) H_»C-O—'CI—R H,C—OH
R—I(l—O—C|‘H _— HO—(|?H - 3 R-COOH
[ =]
H;,c—o—(i—R H,C —OH
TAG L glicerol
Rysunek 1. Por - wnani e proces- - w hydrolizyregavbapezgWwaocyalN p

ni especydODHikmwN.s RJuszczowy.

Lipazy, zwaszcza pochodzNce z mikroorganizm
Enzymy te stosuje sin nie tylko w celuwu hydr
t guszczach, ale takUe do t wor z erpsunak 2.\ dsiatoidh wi N
latach wraz z rozwojem biotechnologiorazi n Uy ni e r i i odmp@wasot istotngvarast
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zainteresowaai lipazamiw takich dziedzinach jakp r z et war z a n iolejow,tpg wsezncy zs-gw
s p o Uy, fagnacgutyczny, kosmetyczngelulozowepapierniczy W pordwnaniu z klasycznymi

procesami chemicznymi, enzymy umoUl i wiaj N
war unkach, zwi nkszajN energooszczndnosSl| i zm
bi odegradowal ne, powoduj Nrpdwg&t awaniboecmniyehs.:

przeprowadzenie reakcji regiostereoselektywnych.

A Estryfikacja

I
c’) H,C—OH c|) H,C—0—C—R
R;—C—0—CH + 2R,-COOH —> R,—C—0—CH + 2H,0
H,C—OH lipaza 1.3-regiospecyficzna H;\,C|'—O~—C—R-_~,.
ropuszczalnik organiczny ﬁ
A Transestryfikacja
i I I I
0 H{—O—‘cl—Rl 0 H,C—0—C—R, 0 H,C—0—C—R 0 HC —O—L—R,
|| |, = ) ||
R;—C—O0—CH + Ry—C—0—CH R,—C—0—CH + R,—C—0—CH
| lipaza 1, 3-regiospecyficzna | |
H,C—0—C—R, H.C—0—C—R, ropuszczalnk organiczny H.C—0—C—R. H,C—0—C—R,
A Acydoliza
0 0
0 H-_gC—O—L—Rl c’) H,C—0—C—R,
Rj—C—0—CH + 2R,-COOH <—= R—C—0—CH + 2R;-COOH
H,C—0—C—R, lipaza 1 3-regiospecyficzna H,C—0—C—R,
ropuszczalnik organiczny ‘
Rysunek 2 Wybrane reakcje katalizowane przez lipazy w warunkach bezwodnydRiRj a Ec uc hy al i f at y c z
tguszczowych.
Lipazy umoUl i wiajN modyfikowani e struktury
ga®Guch-w kwas-w tguszczowych | ub wymiann | ed

s N synt drukjuyzowanee triasyloglicerole (STAG)SN to zwi Nz ki ecohemi ¢
zmodyfikowanych w stosunku do naturalnych triacyloglicerelwg a Sci woSci ach Uy w

fizykochemicznych, charakteryzuj Nce sin Sci Sl
Powody otrzymywania sTAG:
A prozdrowotne, maj Nce na celu zmniejszenie

izomerdw trans na rzecz n e z lpch dienasycopch kwasw t § u s ych nmp kwaséw
polienowych z rodziny 48 ( ), n-6 ( %)

A zmniejszenie kalorycznoSci tJuszcz-w, popr a\

A poprawa stabilnoSci oksydacyjtreanp etrau suzrcyz -kw zi
topnienia

A otrzymanie substytut-w Uywieniowych, np. S
kobiecego.
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Lipazy stosadwame ks NdpalSg odvk -kwt -zt acSdvpniewi a d
t gustych, .oCQedhijesj¢ piskh ppdamdezag&hi a, odpornoSi
temperatury (3060 °C) i alkaliczne pH (101 1) oraz dzitawjahbeemaméhr f akt
enzyméw (np. proteaz) W przemy Sl e s gd @yawc zdyom cdioadsattae kc h |
pszennej wpgywa na poprzwwnksnzenk]<650| obhheb&l
t wardnienia. Lipazy przyspieszaj N dojrzewani e
okreSlony aromat i smak. W przemySle kosme:
otrzymywani a s kdya tdkich kk miryseymen |i ipamitynian izopropylu oraz
palmitynian 2etyloheksylu.

IMMOBILIZACJA LIPAZ

Lipazy stosowane sN w postaci rozpuszczal ne
powi er zc hn rysunelo 3.nJedkymwze sposobow immobilizacji lipaz jest adsorpcja na
powi erzchniach nierozpuszczalnych w Srodowi s

(metoda fizyczna). Powszechnie stosowanymi n
polistyrenowe, polipropylenowe | ub akryl owe.
celuloza, antracyt, szkgo porowate, ziemia ok

Immobilizacja enzyméw

Wigzanie z noénikiem Sieciowanie Zamykanie (pulapkowanie)
| I I
Adsorpcja Wiazanie Zamykanie membrang ~ Inkluzje w strukture
fizyczna z ligandem - kapsutkowanie polimeru
, -~
~
2T & /O ng . e
t’J CI [C)[T
Wiazanie Wiazanie ... Q7 Q?
jonowe kowalencyjne - _ G |
G G GO
D2 O

o
@ - enzym .- noénik

Rysunek 3.Sposoby immobilizacji enzyméw.

|l nny spos-b immobilizacj.i polega na zwi Nzani u
aminowych | izyny, fenolowych tyrozyny | ub ti«
(metoda chemiczna). ObecnosSl g r u go budowykatbyg ¥ ny c h

odpowiedniej modyfikacji jego struktury.

Sieciowanie to kowalencyjne gNczeni edwelkb sobN
wielofunkcyjnych ¢zysmmiSk--vd <ite aiywjhNcnyacjhc z n Sc i
glutarowy.

Pugapkowanie enzym-w zachodzi wewnNtrz strukt
jak: alginiany, kolagen, polistyren, poliakrylamid.
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Kapsugkowani e pol ega n a zamkninci u enzym- w

polimerowych, kt-re umoUliwiajN przenikanie s
najcznSciej wytwarzane sN na bazi etarquoeluibay.r et an
WSr .- d zalet procesu immobilizacji wymienil m
wpgyw na jego stabilnoSi termicznN i odporn
przypadku proces-w technologicznych,tnenmolBy¢i
przy jednoczesnym zachowaniu jego aktywnoSci
reakcyjnej. Wadami sN podwyUszone koszty zwiN

orazmo Ul i woSi wutraty akt ywmooeS onmobiizagiyeuryrm ybardzeje j p
znanych preparatéw enzymatycznych jekivozym 435(obecna nazwa t®ustin€ 110 IM)
wyprodukowany przeklovozymegDania). Jest thandlowa nazweermostabilejlipazy B Candida
antarctica(CALB) zaadsorbowajnama k r o p o r o w potiakrylow&ly wi c vy

Odczynni ki i sprznt | aboratoryjny

1. Roztworb y d |ligazyerzustkowe(mn t n a z)AagwiS5@nd R0® enMbuforu fosforanowego
pH 7,4 (po 50 mL na parhn)

Kolbys t o (@ @&@mik, 100mL, 250mL)

Cylinder miarowy

Pipety automatyczn@ 00- 1000eL, 500-5 0 010) ¢

Lejekz wy lorgzgN ek

Biureta 50mL

0,1 M roztwor KOH

1% roztwor fenoloftaleiny

200 mM bufor fosforanowy pH 7,4

10 Metanol

11.Badanyprodukts p o Uy (prodakiyo r - Unej zawartoSci tgJuszczu

©COoNOORWN

Wy konanie [wiczeni a

Do kolby s t kowiéj op 0 j e mB50 Blc 6 d mi el0&mL[badanego produksip o Uy wc z e g «
anast fAlmli kemi e Svcteniperaturze37 °C w cieplarce laboratoryjnej na 15 minut

Pr zygog mepsrilmerowanyctkolb st o Uk oy g & mho6 Blciidok a U drech

od mi epo20yniL metanolu oraz po 8L buforu fosforanowegoPo u p § y 2 i ménut od

r oz p o cograewaniagolby z badalymproduke m s p o U,y w o doynigj30 mL roztworu

by d |lipagydrzustkowej d 0 k g avd/ nmii e K bdal ej ong37 °C & aw &ilka minut

zami ¢ 7 alz aRoa p § ;aS@InLﬁoddodanlaroztworu enzymyp o b L0anL mieszaniny

dokolby s t o U knolwW janalogicznysposébpobier akiolejne prébyw o d s t fczasowykh
podanych w tabeliPoszczegélnprobkimi a r e ¢ 8,kMrozavbremKOH wobecfenoloftaleiny

(kilka kropli), do momentu pjawienias ilakkor - U o wabawieniaUWAGAT i nt ensy wno !
zabar wi eni a w powithdbyyni ptrazkyap asdaknua

WYKONANIE PROBY ZEROWEJ]

Kolbnst o LNquava emBOMczawi er aj Nozthoruh % d Irifazyetizustkowej,

umi eSci i na kil kanaSci ewcmlmnalktywacyvemzyrwerNz:lem bigearFin
roztwory wy t r Nosadoyd s N cNaysl t. Ndo rkolby s t o UOkowej e mi@Smt i

od mi e t0znylLi badanego produkts po Uy w8 me goz e s N)grza\uanegcwy ci Ngu
enzymatycznegmraz 20 mL metanolu.P r - mifa r e ¢ 204 ddwaziwoem KOH wobec
fenoloftaleiny.Wynikiz e bir apr z eszpra\/\mzuaniiw postacitabeli wykresow.
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] . Obj n0,bMKOH z u Uy doe
NI proby Czas[min] miareczkowaniapréby [mL]
Proba zerowa -

1 5

2 15

3 30

4 45

5 60

6 75

Obliczyl mikroekwi wal enty kwalzryzdwgndic kwas - w
. . (A-B)>xCx1000
mikroekwiwalent =
D
gdzie:
Aiil m60,1 M KOH zuUyta do miareczkowania prod
Biil omBd,1 M KOH zuUyta do miareczkowania pr-b
CistnUenie molowe KOH uUytego do miareczkowan
Dii |l oBhadnanego produktu spoUywczego wmLpr - -bie
Wynikiumi eSci i w tabeli
NI proby Czas[min] Mlkroekwlwalenty kwasow
t uszczowygd
Proba zerowa -

1 5

2 15

3 30

4 45

5 60

6 75

SporzNdzobhr avy kjr sy nikmekeiwalenbwk wabdyw t uszczowyc
( mi n) hydrolizy katadprzawandecanipu zemmd aisalz fwy |
wszystkich badanych w trakcier - -a2wnjadl iprodSduk:t
tguszczowych w bWyjaam§rihi pewdanutkt alcthe zmi any sz

Zakres materiagu

Rozszerzony opis lipidove n aj d uvjee wssitil pvii caz@wmadr ibni ani e | [
fosfolipidbw z mG&zgu Biologiczne funkcje lipidow podz i a g, budowai te, - dw i
monoacylogliceroli k wa s y tguszczowe nasycone (pal mi tyn
(oleinowy, linolowy, linolenowy), zasady nazewnictwa wa s - w t g us zlc8z:o2wy A, 1(z
kwas)ynodel e opisuj Nce odzi agmovhenli eAlelnzgmdal iz ¢
indukowanego dopasowani substrate, regio | acylospecysdtiezaosSpe clyifp
enzymow reakcje lipaz w warunkadiezwodnych, sposoby immobilizacji enzymow.

Literatura uzupegdgniaj Nca

1. Whitehurst B,Van Oort MEnzy my w t e c h n,Wydavgnictivo Neykave PWIN; z e |
Warszawa 2016
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2. Berg MJ, TymoczkolLJ, StryerL, Biochemia Wydanie V, Wydawnictwo Naukow®WN,

Warszaw&019.
3. B a Ek o i Biodhemia Podrnczni k dl a st u&gdarie-IlWEdrac z el |

Urban&Partnet'Wr oc g a6w 2 0
4. Adamczak M.Enzymatyczna modyfikacja naturalnych triacyloglicerBliotechnologia 1 (68),

131- 151, 2005.
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Wprowadzenie

SzybkoSi reakcji kat al i zaboNiezinaenpli sebstraty preativoyzornegoi e |
wproduktpr zez dany enzym w jednostce czasu, zmier
Sposob pokazany mgsunku 1.

0.35 7

"

0.30 4

Vaax

0.25 4
1/2 Vax,

: Kt

T T T
1000 2000 3000 4000

[S] [mMm]

Rysunek1 Hi perboliczna zaleUnoSi szybk)pSwif polka|Nit kotwe(e mi

Po
st
as
st
st

z Nt kowy wz roceaktji ma zharbkkeoliSiowy i jast proporcjonalny do wzrostu

Ueni ajesstardalscipdr athiw u () . Dadj syt Wz rpestbh obwzrastany .\
mptotycznivwk, dozwlairtmé&ksy Mal nej szybkoSci r
Ueniach substratu, kiedy nastinpuje cagkowi
Ueni a wpdywanazrass z vy b ikeakSjiqniowczas jestto e akcj a zer oweg

S SO

Naj prostszy model t FeakojanconoNubstratokvyctn leatalizdwanychy praez u
enzymyzaproponowany zostag w 1913 rjagdefektbpardzaelZ L .
inwertalNd r o UN(ehayw)i sacharozN (substrat)

kl k2
E+S<_k—>ES—>E+P (1)
1
Enzym (E) gNczy sifn z substratem (S)I ¢twoirejNN
mo Ul i we drogi rozpad kompleksu (ES). MoUe on
kil ub moUe si prpdukt @z ez tsd @@ N 2.s zW bwkaorSwcrik akeh poc
reakcji, gdy stfnUenie powstajNcego produktu |

jest pomijane i reakcjn przeksztagcenia subst
jedno z g9 - wneludlichadisMeatéhe E mo d

W warunkach poczNtkowywérq reakbkbSi wnarastanba
definiujemy jako szybkoWSprpacyhNekoawRoraabecii n
reakcjiVowy znacza si i zwykle w cidem iUy wasuesgaon r ¢ gng o i
przeksztagceniu w produkt.

SzybkoSIl reakcszy eknaSénaitzyyc)z njegjst( r - wna (E§oczyn
i stagej2 szybkoSci Kk

Vo=kz x [ES] (2)
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Wy znaczenikempleksui®ejneisat j ednak bardzo trudne,
niemoUl i we. St Nd teU naleUy tn wartoSl zast Np
wartoSci ami

Briggs i Hal den w 1925 roku zagoUyli wystfnpow
tzw. stanu stacjonarnego (stanu ustalonego, stegdystatg. Jest to taketapreakcji, w ktorym

stnUeni e (B9J repslt edzstitsiczyeb k o S powst dB88an iwen ak ocsmpil eski
szybkoSci jego rozpadu w kierunku produktu (P

R-wnanie kinetyc zpoestawgnia sompleK4ES): s zy bk o S
Vo =k x [E] x [S] 3)
R-wnanie kinetyc zmwaadokpinpeksp 88)e szybkoSi
Vo = k1X[ES] + kXx[ES] = (k1tk2) x [ES] (4)

W stanie stacjonarnym (ustalonym):

ki x [E] x [S] = (kitkz) x [ES] (5)
W praktyce | abor &impleksuf B8) esiaNgassiiesnt esuj Nc
(stnUenie zwyWM) ewngl hodemosmi BUBacia en Kytmu efn s

substratu jest znaczni SPwWH)Jestzjenym zz20a gemMsaele ni e
MichaelisaMent en. St an stacjonarny jest dobrze wutr:

Przeksztagcenie r-wnanisat a(gse)j pMKmiwhaa eal insaa zde f i
[E1x[S]  k,+k,

O SV
czyli
[E]x[S]
E - - - -
[ES] Ky, (7)
WartoSi | iczbowawm)s toadgpeojwi Mideah at eal kii sei®h ulrzisktony e n i u

szybkoSIl ojreesatk cij i wnva pogowi e szZ3%Mno ScWarmalSd y nse
Michaelisakupodawana jest w takich samych jednostka

StiUenie enzymu [ E] w powyUszym wzorze | est
kompl eksi e (ES) . R-wne j est ono cagkojwi t em
pomniejszonemu o il oSl erfES y mu zwi Nzanego w ko

[Elc=[E] + [ES] =) [E] = [E]c-[ES] (8)

StnUenie substratu [S] we wzorze (7) r-wnieU

kompleksie(ES. ZwaUywszy jednak na fakt, i 0 uOywane
wysoki e, moUemy pominNi ni ewi el kN jego cznSlI,
enzymem i wystnpuj(ES.w postaci kompl ek

W- wczas r-wnanie (7) ma postal

Elc - [ESD*[S
- (Bl ESDES)
M
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Jak zostago wspomniane na poczNtku, szybkoSi
rownania 2:

Vo = kax[ES] (2)
Przeksztagcaj Nc r-wnanie (9) i podstawiaj Nc d

[S]
Vo= kZX[E]CXm (10)

Maksymal nN szyhup$bkupaksjii Wtedy aktywieendyyu ws zy
s N wopespyzedb nd Ncy w du WybstratiKiae dny as tz ie Ueta[S]€[S]{K)]z > > K
r-wnania (10) jest bliskie 1. St Nd:

Vmax = koxEc (11)
Z powyUszego r - thxawi @ Owmygmiokvat ego sEl.nUeni a enz

W wyniku podstawienia rownania (11) do réwnania (10) otrzymyjeéwnanie Michaelisa
Menten:

[S]
Vo= VMAXXm (12)

Rozwi N;ani em r - wnani a -Nehtén przgdstaitony wgslnkuelsWathi ¢ h a e
zwr - cil uwagn, Wezmacza, Whe tebzym potrzebuje
osi NgnNI pwd owrz yd we jmalk symal nej wydajnoSci k at

Z hiperbolicznego wykresu Michaelidde nt e n ni e moUna dokgdadni e
kinetycznych (Miax, Km) . DIl at ego wykr es ten grysunekikslednyang c a ¢
ze sposobow jest skorzystanipz z e k s Z.ineavgaveeaBurka (13) ktérego wynikiem jedinia

prost opisamaréwnaniem:

1 Ky | 1
- x + (13)
Vo  Vmax [SI Vmax
y=ax+b

R-wnanie to powstaje w wyniku przeksztagceni a

1/V,

nachylenie - K,,/V

max

/v

Rysunek 2 Wykres liniowy Lineweaver8urka.
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Przeksztagcenie to ma na celu uzyskanie r-wna
Km/Vuax (wsp-gczynni k vwixdgspe-s§dbya)siNk wli/eM ko Sci ami
zal eUnoSI 1/ V (y) ordecitgy NaSH y( x()c zjyelsit 1/iVh)i Nv ppruons
1/Vuax.

St afgvadéwhkaniu (1) zdefiniowanajestjake t a §a k &&wil M¢cy czna

Vmax = KeatXEc
War t @a§ fokr e,SIibzaarDlarotc’jW &rkzyonu (angurnover number of an enzyjneznacza )
maksymaliNliczonc z Nst eczek substratu, kt - re mogN byl

czNsteczkdj echreoy mai jjsce aktywne) cat OZ2NACZH @ZAYyjaRi C z a
potrzeba na przemiann w produkt jednej <czNste

StosunekkcalKm nazywany jess tNs@p e cy f i c zspexificityi congtaainlest toprzydatny
parametr sguUNcy do por-wnywania.wydajnoSci k

Celeml wi c jestwyznaczenie parametrow kinetycznychu, Km, Keat= Vmax/Ec, kealKm) W

uk gatypmsyng substrat. Stosowana w doSwiadczeniu m
pomi arze szybk oS cdhronogediazredgp-ritrpanildwbersdilepa-argininy,

BAPNA) przez trypsynn (enzym), cjilktomieneyanianprzezr N |
uwalniary produkt @-nitroanilini) w czasie.

Struktura chemicznp-nitroanilidubenzoiled,L-argininy (BAPNA):

H H gH
[}

| | |

Il
o G
CH,

CH,

NH
|
C=NH
[}

NH,

Odczynni ki i sprznt | aboratoryjny

1. Spektrofotometr UWis

2. Kuwety plastikowe

3. Roztw-r pods tbawpsywy(7 nogywd h i e HCl z dodatkiem 20 i CaCb,

pH 3)

4. Roztwér substratu chromogenicznegenitroanilid benzoileb,L-argininy, BAPNA)os t fiWe n i
5mg/mL. DMSO(200eL na ©par n)

. Bufor weronalowyo s t 1 U evizidadatideth 20m CaCk (pH 8,3)

Roztwor NPGB g-guanidynobenzoesgrinitrofenylu) (0,8 mg rozpuszczone w mieszaninie

z § o U o n elj dimetylafoér@amidu 4 10 dzetonitrylu)

. Bufor50mMTr i s/ HCl zaMCalhpH88cy 20 m

8. Pipety miarowe automatyczif2- 20¢L, 20-2 0 @, 160-100 OLi&00-5 0 010 ¢

oo

\l
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Wykonanie [ wiczeni a
A. Wyznaczeni e stinUeni a akt ywnej f ormy €
trypsyny)

Wyznaczanie stnUenia r ozBtwoypus ymod sprazweopmweogwa dlr
miareczkowanie cenim aktywnregoe nzy mu za pomocN t zw. sburétst r at
kinetics substraje jakim jest p-guanidynobenzoesapénitrofenylu (NPGB). Wprowadzenie
trypsyny do buforu zawi er §priyrostwgaor t BiEs@EEncjp(tawv o d u |
Awybuch barwyo). Podczas reakcijbit riyypadrymlii, z yu wlo
zostajeproduktp-n i t r of eno |l (bahsorwge promighibveapiedbJlutg-orSc i10f al i
nm. Zarejestrowana ewar tporSip oa kcy mkiymeermayiehzymus t 1 Ue
Dwuetapowy proces hydrolizfpierwszy etap tacylacjadrugitod eacy |l acj a) wi Nz an
WNPGBpr zebi ega nastinpuj Nco:

Acylacja
ﬂ OH
O -
enzym + enzym +
é NH
NH, Cs NO
* NPGB acyloenzym p-nitrofenol
Deacylacja 410 nm
(6] 0}
I Il
e o C
enzym + H,0 —3 enzym + + Hf
NH NH
I I
P C S - C S
H,N NH," H,N NH,*

Mi areczkowani e btozywoymny bydzaégr¢wadza sin w
zawi eraj Nbwdlru, wemonal owego. Do L ioztwoei NGBz b u f

wymi eszal, kuwetfndn umieScil w spektrofotometr z
kuwety doldabztswoor ® podstawowego trypsyny, w
spektrofotometrze i zdeapnrizyiofwant aSipralys odrghuag
Wy konal 5 takich pomiar - w. N a sB efieprnai ,e , o bkloirczzyysi1
aktywnej b r my trypsyny. Odpowi edni Wz - r po uwzgl
nastfipuj Nco: 3

|

y! pU)(T[;ﬁAI

POU WL T
qAi Sr edni awynikdw absorBancii
WartoSi mol owego w9pitrofeeon $6895M kean*.absor pcij i

BWyznaczenie stinUe@® substratu

Przygotowal 5 kuwet pol i s tL9tMbuforwlyistHCI zziedatkiemr a | N
20 mM CacCb, pH 8, 3. Do d gL, 10pLd X5 plw20@Ldi 25 pb roZworu substratu

BAPNA. NastfipaOdepyddodal po2k20tOie rozcieE zor
podstawowego trypsyny Reakcjn hydrolizy prowadzil do r
absorbancji przy 410 nnPomi ary absorpcji wy k 6 h & bsubsteatu k o Ec
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obliczyl zgodnie z gPBreewam &hosrug Njci mod mhver twes p
pnitroanil i BOMIgmosz Ncy 9

C. Procedura wyznaczania parametréw kinetycznych

Do 5 kuwet polii styrenoLvm&Mbufoma'r\ileCézch)(jiatﬂienyZ@ﬂM po 1
CaCb, pH 8, 3yL, 10 pLd ¥olpL, 20 uL i 25 L roztworu podstawowego substratu
chromogenicznegBAPNA.N a s t fii@pieiwszejkuwetyd o d a IL2R@ o®ni e rozci e

roztworu podstawowego trypsynyNat yc hmi ast po ktheejt i ¢ zuymi neoS&ci
spektrofotometrze i zarejestrowal wartoSci ab
60 sekund, 120 sekund i 180 sekund. OpisanN p

Podczas pomiar-w jako odno 35 imk0,18tbofawTusdHCl zk u we t
dodatkiem 20 MM CaCh, pH 8,3oraz20 L 22k r ot ni e rozci e@Eczonego rc

trypsyny.

Na podstawie zmierzonych , waogarciu o Swnianieaelgrasi Imibveejn ¢ | i
poczNt kowe szybkoWlrystngkd®d ol i zy substratu

AA
y=ax+b,
gdzie a = AAls i
odpowiada szybkosci poczatkowej
| w [ >
0 60 120 180  tIs]
Rysunek 3 Przyrost wartoSci absor banc pubstratu BARNAK c j i czas
Otrzymane wartoSci p o c z Ntvkyozwwyacchz o2y bpkrozSyc i z niiys

stnUeni uiwgoh8bnatw jednostkach-palksedritand| ik ora
prawa LambertBeer a na wartoSci poczWwkoawYomgllskywkosS

DIl a wyznac zoWiscthit UeaE fs@$ocsid b wib@waywi 11/ S] i wyni |
tabeli:

Ob j fi subsBdtu [pL] Vo 1No( 0 S [S] 1/ [ S]

5
10
15
20
25

Na podstawi e danych z a waykres YicetveaveraB t e b & | isyt a@ao w
graficzne rozwi Nzani e r-wnania (13). wvlWyagnaczy
b=1/Mwx, a nastipwiieKuabaij Beybt ¥lelhyitee geon zdydshiup o mi

(uwaga: jest' t o stﬁU,enie enzymu w kuweci e pomi
C), obliczy*Vuwksdrodd wart oSl stcaveDlawszyskicty f i cz
wartoSci podal jednost ki
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Zakres materiagu

Il prawo absorpcjiLambertaBeeramodel| wzor i wykresMichaelisaMenten rownanie Michaelisa

Menten wraz z wyprowadzenigrmparametry kinetyczneach znaczenie jednostki (\, Vmax, Keat

Kwm i kealKnm), wykresi wzor LineweaveraBurka, cel stosowania substratdbw chromogenicinpa

pr zy k goaittaanilidu benzoiliep,L-argininy oraz p-guanidynobenzoesan pénitrofenyluy,
specyficznoSI substrat owa- typsymy, ehymoteypsynpélastdzye i n a z
poj nci a: proteazy, pr ot e i ,razjginhibiei rodivoapangi togisd a z vy
znajduje sifil wecz@sndapi e &wpgywu inhibitora na
trypsyny
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Wprowadzenie

Fosfataza kwaSna (EC 3. 1. 3 .caltzwjnearkarem izesonzéw.me m :
Fosfatazy nal eUN do kIl asyowhydr olchwiuN paordikd aes gt
orazpodpodklasy hydrolaz monoestréw fosforanowych.

Tabela 1. Klasyfikaciaenzy m- w wg Mi ndzynarodowe|j Uni i (naBpodstawiee mi i
https://fiubmb.gmul.ac.uk/enzyme/
Klasa Nazwa Charakterystyka

katalizujN odwracalne reakcje utl

EC1 oksydoreduktaz przeroszeniem protonéw ielektronowya Un e p oksylazypesoksydazy,
reduktazy,monooksygenazyioksygenazy

katalizujN' przenoszenie grup funk
grupyy  na czNsteczkin drugi ej S U bteamster
razy (przenoszNce grupy ,jamidotramsieiagy
fosfotransferazy (kinazyylikozylotransferazy

katalizuj N rozpad s u-bmatrodaet hydrolzywd Ou
podklasy:proteazylipazy esterazy, glikozydazy, nukleazy

EC2 transferazy

EC3 hydrolazy

katalizujN reakcje dogNczania | ub
hydroliza ireakcje redoks Kat al i zuj N r-CzpQ@ 6 NS
EC 4 liazy powoduj Nc powstawanie produkt -w z
klicznym. KatalizujN dogNczanie g

(dowi Nzania podw-jnego).
zmi eni aj N wzajemne pogoUenie gru

ECS5 izomerazy zwi Nzku; powoduj N wewn NtwazU:nzeNsptoedcl

merazy, izomerazydisr ans, transferazy wewnN

ligaz pOWOde N gNczenie dw- ch gsguzm@ﬁtiumﬁ;tni

EC6 gazy czN w tworzeniu nowwallnwei Npa@El €Ty
(syntetazy)

syntetazyC- O syntetazyC- N syntetazyC- S

EC7 translokazy kat ali zuj N rucpr zen - bigceohn gr zoNtsadbze cazje

Fosfatazy katalizuj N odszczepi elipidoe, nukleotydgotvy f o's
wielu innych wystnpuj Ncych w przyrodzie estr:
przebiegej reakciji:
O fosfataza (,?
ROPO + H,0 —— R-OH * H-0-P-O
o

monoester fosforanowy

Wyr-0Unia sifn fosfatazy dziagaj Nce w Siflpotap wi sk
z
|

fosfatazy dziagajNce w SrodowdDskTekwaSaymjew
kom-rek roSlinnych, hociaU nie brakuje ich
przede wszystkim w lizosomachni ewi el ki ch bgonowydydboby phclggr n
miejscem trawienia wewnNtrzkom-rkowego. Lizo
(rysunek 1) , aktywnych w Srodowi skw kwalhgdzi euca
kom- rkowych i wszystkich rodzaj-w makroczNste
Wi odNcym enzymem jest tu kwaSna fosfataza uzn
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KwaSne Srodowisko wnitrza |izosompompybidom)o wef r
H-ATPazy, pjonphpaj dgépzolu do wniAtrza | i zosomu.
0,05-0,5um

kwasne HYDROLAZY
nukleazy
proteazy

glikozydazy
lipazy
fosfatazy
sulfatazy
fosfolipazy

‘pH5 (H

pH 7.2/

CYTOZOL ATP ADP | +

Rysunek 1. Schemati i zosomu wraz z | istN obec Alectdai wap. ID9YMThiy dr o | a
adenozyneb-trifosforan ADP - adenozyneb-difosforan P to fosforan nieorganiczny.

W o b oj fpHnoytaplazmy (pH 7i7,3) hydrolityczne enzymy lizosomalnewy k a ni js & N
akty wmsmrli to przypuszczalniemechanizm obronny przed samoistnym strawieniem
komorki, w przypadkugdyby enzymywy dost agy si iz lcyitoplazmyolWnu i
komorkachr o Silgizybéw r o lizisomowp e GvakuolakomérkowaK wa Sodogynwn it r z a
wakuoli,istotnydlaa k t y wwg St it p ugmNeezynwi hydrolitycznych, utrzymywany jest

dzi ndkzii a gdavach ypomp protonowych (H*-ATPazy i H*-pirofosfatazy, H*-PPazy)
zlokalizowanychw b oo i @ac zwa N &ly.1t ,0 n 0o p Pazé&naturanymi substratami,
hydrolazy monoestrowfosforanowychr 0 z s z ctz & keStgafgsfranoweenoli. Syntetycznym
substratem chromogenicznym fosfataz uOywanym wijestlpwitrafenytofosforan
(rysunek 2).

o
|

ozNOo—ﬁ—o- + 0 fosfataza OZNOOH + HPOR
0

p-nitrofenylofosforan p-nitrofenol

Rysunek 2.Hydrolizapni t rof enyl of osforanu biAndNcego substrate

Fosfataahydrolizuje p-nitrofenylofosforan dg-nitrofenolu i anionu fosforanowego(MJo ws t aj Nc 'y
produktp-nitrofenol o zabarwienily) §t ym wykazuje maksi mum alBsor p¢
nm. Stopi e®& absorpcji promieni owania o0 te] d
p-nitrofenolu.

Ludzka bsfataza alkaliczngALP) o becna |j est w postaci r-Unych i
ner kachiScgoathyisek y el i ta cienkiego. W osoczu O0S -
wNt robowego ( ~50 %) [ kostnego (~48%rzwgas$z2rwial
ludzi z grupN krwi B i 0. PodwyUszony poziom
uwaUany jest za wska¥nik choltabhbdeko$eziast ojno:
wNt roby. l zoenzym kostny przydatny jest w di :
koSci: osteoporozy,ukoStedmakacecywi cyopzmemkaer a
Paget a. Podwy UskPown dzieca W trakeien wz®$tu jest stanem normalnym.

PodwyUszony poziom izoenzymu goUyskowego obse
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tr- digdzkiejf osf at az(@CPksvd Soefjeokl asty, erytrocyty,

trzustka, jelito i ner ki, gruczog |Irostatkcaoidy ( pr
phosphatase stanowi blisko 30% wszystkich izoenzymow. Zmiana poziomu ACP w osoczu

obserwuje sin w chorobie Paget a, chorobach k
(zwgaszcza w sytuacji gdy brak jest wyra¥nych

JEDNOSTKI AKTYWNOSCI ENZYMATYCZNEJ

JednostkaJ (ang.unit, ¢ ménin) definiuje takN i | o Si enzymu, kt-ra kat:e
1 e mol substratu w ci Ntgaumpler mt notay, pW, wat gl
optymalnych dla danego enzymu

Katal (katmol/l§ j est jednost kN aktywnoSci enzymat yczr
jako aktywnoSi k at aslziytbykcezénkac,j ik to- rla moMi Nika z a e k
optymalnych.

Odczynni ki i sprznt | aboratoryjny

50 gZiemniakow

Tarkado ziemniakdéwgaza, sitko

Prébéwkiszklaneoraz statywy

Pipetyautomatyczné20- 200¢L, 100 1000¢L i 500- 5000¢L)

SpektrofotometlJV-Vis

Substrat fosfatazy: 5 mM roztwésoli dwusodowej kwasu p-nitrofenylofosforanowego
(M=371,14g/moljpr zygobewp b Spraedwnl yoc,pod2mLna par i
5mL 0,1M buforu cytrynianowegpH 5,2

15mL 1 M roztworuNaOH

5 mM roztwoérp-nitrofenoluw wodzie( M = 139 g/ mol ) (po 3 mL na
0 Cieplarka laboratoryjna

ok wWNE

Wykonanie [wiczeni a

A. Przygotowanie homogenatu z ziemniaka izolacja ekstraktu enzymatycznego

Obrany i umyty ziemni ak zetrzgl' na tarcdj prz
mi n. Po tym <czasi e odwir owal(homegehat) Ne o iy e HrZ &

szelScobnidee swoyd No wan N

B.Oznaczanie aktywnoSci hydrolitycznej fo

Do pificiu ponumerowanycropippebowalk | adboweat pr we
tabeli 2.

Tabela2 Skgad roztwor-w do oznaczania aktywnoSci enzymat )y
nr probowki  homogenatz ziemniaka[mL] wodadestylowana[mL] bufor cytrynianowy [mL]

1.kontrola 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

Prob-wki, po dok&ad eytempbratimie 8% vz cieplarce laboratoryjneja

15 minut. Nastfipnie do,modddeni eprw I -avkk po2nikz p it
5 mM roztworusubstratupitrofenylofosforanu sodu Pr - b - wkiipwg owes e alb mi e S
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cieplarce n85 minutPo tym czasi e, doddxlau_ulaAJrcﬂztwmuNaOl-Wkl

celu zastopowania procesu hydrolizy ca g o Si wy mi,eezploSr &ld mthd p wi €
pomiarowch, d I a kaU\d)elj(o];ﬁwkiobtwblrozmeéEmzenlzglwaWed
promi eni owanfiaa io ad gru g4®l30c ippantvadenda § y War t oS absor
powinna byl wyUsza od 1. W przypadku otrzyma
rozcieCEzenie i pomi ar powt - -rzyl

C. Wykonanie krzywej standardowej dla p-nitrofenolu

Przygotowal w prob- wk avg tabelr d2Itavo k § Ude js kpjracdtz -i vek
bezpoSrednio w klsweot ae po mizwodze@egys mioz cwe Ec z e
powi nno byl takimigrakylw wamtkcScei 29hsar bancj i

krzywN wz opritrasewdit Nd | @ s | y umlaal:SS:orIbaV\nacrjtloSca na
pnitrofrmoholpow (o zcriaezEcwyekdmual regresji |iniowN,

Tabela 3 Skgad r ozt wokrzywej stdndardovendi-nitrofenmlu a

nr [1MNaOH| woda | obj fit| p-nitrofenol stnUe St nUen| p-nitrofenol
proboéwki|  [mL] [mL] roztworu | w prébéwce | p-nitrofenolu | p-nitrofenolupo |po r oz ci
p-nitrofenolu [emol] w probéwce | r o z c i e Edqw kuwecie[emol]
[mL] [mmol] kuwecie[mmol]
1. 1,00 3,00 1,000
2. 1,00 3,29 0,790
3. 1,00 3,500 0,50
4. 1,00 3,79 0,29
5. 1,00 3,900 0,10
6. 1,00 3,99 0,09
7. 1,00 3,975 0,025

D.Obl iczanie objntoSci homogenatu z zi emn
w czasie 1 minuty

Korzystaj Nc z krpniyrofeaglupwzeltcowg| dhatoSci abso
podczas wykony wa np-ritrofenalu aolioa r2 ymea niNl ovSici Ngu 35
reakcji mifAndzy e8pzoyrmzeNnd za [ s ubysktrreast ezna.li é @dadiSci s
pnitrofenol u powsihuyjeNameig o oW ®bda siit ® G2 g Ihfodoigajn
rozci a@E&@hoenmpigenatu w zadaniu 1 oraz podczas [
katalitycznN fjedsthenzamatyczeflth p ¢ mo oK | homogqnatuktor)bj nt o
jest Fr-dgem f ochsyfda ttamojasibsraium crasie L micuty.

Zakres materiagu

budowa enzymoéw progth i z § oydho @poenzym, kofaktor, holoenzymj odz aj e i p C
kofaktorow, budowa i roleniejs@ aktywnego enzymuy klasyfikacjai zasady nazewnictwa enzymow

wg Mindzynarodowe|j uni i B | boadowadimosomufunkcj@fostalazn g i i
fosfatazy ALP i ACP jako enzymy znacznikowege d n o st ki aktywnoSci enzy
U, katal) wzory p-nitrofenylofosforanworaz produktéw hydrolizy
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Wprowadzenie

eptyd-w metodN klasycznN (synteza w
nnN. Aby zsyntetyzowal peptyd, trzeb.
go i usuwania osgon grumpalasndynowyzhs

Synteza p
czasochgo
peptydowe

zanalizowal . W lifoie@l d okpur 8c awag Meo wN jpedtydéat e g i |
i biraygekezn npae pntoySdn-i vBRPSzsangdig Rinas¢PeptideSynthesiy. Jest to
metoda szybsza i mni e] pracochgonna ni U synt

pomi nprotesiwg odr Afbni ani a produkt - w po SVstrategitec h p o
@ Ecuch peptydowy jest trwale zwi Nzany z noSni
reakcji sN usuwane za pomocN zwykdego przemyw
operacji, syntezin na noSr odeanieds yarjtyerz ynorlJan an @ Sirui
wy kor zy s alp e sySezatos putomatyczne.

Procedura syntezy peptyd-w na noSni ku st

ETAP1.OSADZENI E PI ERWSZEGO AMI NOKWASU NA NOS$SNI KU STAGYM

W syntezie na noSniku (6kaFy awiyNgiee rswsiz yk oavail rem
grupN karboksyl owN z nierozpuszczalnym noSnik

NoSnik polimerowy (Uywica) powinien byl bier
Sstosowanych rozpuszczalni kach, gat wy do ods |
mechanicznN oraz wystarczagme®M i wi afNcygrhupp
Cko@® owego aWwyibnork whyswi agjejzadbosgwt e pdstrykterpt ydu
syntetyzowanego peptydu (np. od tego, czy ©pe
CkoEowym ami nokwami eaowlyy Nejcghi8pihej stosow:
(usieciowane 1- 2% diwinylobenzenem)z przygdNczonym | abilnym w
gNczni kiem (tzw. Alinkeremo).

W przypadku syntezyripeptyci otrzymywanegov  r amac h , ktoyipo s é mida wol n N
kar boksYikowad omwg m a nsiosowadnavjeds y wighdoro( 2chbloro)tritylowa (o
osadzeniu@®-1,4 mM/ g Uy wi e ynptrukburzé przedstiveonej masunku 1.

P —@—c—u

Rysunek1St ruktura Alinker ao ¢t2choro)itflowejdo sy Uyeiygypept pdow
karboksgZkowWwNowgm ami nokwasi e

Zastosowanie tego rodzaju Al-kakbokhdyhowejwymag
ami nokwasu za pomocN odczynnik-w aktywuj Ncyc
noSnika polimerowego pol ega na n ukkl aerobfoi ki soyw yonw I
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Etap 2. WYDGUt ANI E GABCUCHA P EIP TPYRYOMWEH QX AN E KOLEJNYCH
AMINOKWASOWYCH

GaE®cuch pepztujdeo Bk asBeoad, pr zygNczaj Nc kol ejne r
schematu:

1. Deprotekcja Fmo@minokwasus usuni fci e esidowejy grupy U

Aby podczas syntezy nie powstawagdgy peptydy o
pochodneammio k was - w z ¢ hr o-amimwygniriaz ggupamipbacenymi.U

NajczfniSciej stowBwjegdsizi et allot ghymtEemycwykor zyst
gupaUlami nowa chroni9%dnaojenay!| omgtonks ykysunek &ny | ow
Osgona Fmoc | est stabilna w Srodowi sku kwas:
Srodowi sku zasadowym.

Rysunek2St r ukt ur a o s9dnetokgykafbbnylavejéFmgc) o

Proces usuwania osgony Fmoc zachodzi natychmi
] ak: cykl oheksyl oamina, etanoloamina; drugor z
pod wpgywem amin trzeciorzndowych jak: TEA, D
Wramach | wiczeni a,Uanioowal soswanytest20% jortwogpiperyryny w
N,N-dimetyloformamid¢ie OMF) . Reakcj a pr zebi ergedstawioredo] nag S (
rysunku 3.

i d
Q HNi : piperydyna
e ORI
CHEOfc—NH—CH_CO — B CHQL‘O*C_NH—CH_CO"’ + HZN+ B
grupa aminowa aminokwasu Q

chroniona ostong Fmoc

WY o H 1
e CH, + H;N + 0O=C H CH—CO-- —- + HoN- CH —CO--
e

odblokwana grupa
aminowa aminokwasu

) addukt
dibenzofulwen dibenzofulwen-piperydyna

Rysunek3 Schemat reakcj.i Uus uwa n izaponmdgperydyny Fmoc z gr ufg

W celu ochromboczrychgrup funkcyjycha mi nokwas - w przez oa@ynepisdc
osjony tloeemowyrampy byl labilne w Srodowisku Kk
(odwrotni e ni U w przypha O gpo teonmoj blmyylselektymm usun n we
odpowiednich warunkactyez naruseniap o z o s .tNaag ycczhi Sci e j s b ochronywa n e
grup funkcyjnych w §gARAGzedstdwmmohtabdlid.cznych Fmoc
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Tabela 1 NajcznSciej stosowane w syntezie pMptyd-w osgony
Grupa ochi AA Grupa ochraniana Warunki u suwania
Boc Lys Gaminowa 90% roztwér TFA w DCMV/V)
Trp indolowa 95% roztwoér TFA w DCM(V/V)
Z Lys Uaminowa H./Pd, HBr/AcOH lub HF
Pbf Arg guanidynowa 90% roztwoér TFA w DCM(v/vV)
Tyr fenolowa
Ser b-hydroksylowa
Bzl/OBzI Thr b-hydroksylowa H./Pd, HBr/AcOH lub HF
Asp b-karboksylowa
Glu o-karboksylowa
Tyr fenolowa
Ser b-hydroksylowa
tBu/OtBu Thr b-hydroksylowa 90% roztwér TFA w DCMV/V)
Asp b-karboksylowa
Glu o-karboksylowa
Acm Cys tiolowa I, w 40% wodnym roztworzAcOH (v/v)
GIn amidowa
Trt Asn amldowa 90% roztwor TFA w DCMV/vV)
Cys tiolowa
His imidazolowa

2.PrzygNczani e -amiodkeapuih @d o y Wano jc a

peptydowego

Reakcj a
przy

t wor zeni

~spolaryzowanych L
nal eUyowalkt ¢wwapbokdyghowNi onego
St os wjzey nsnii 1K i

pezéstayione rjeySuoke 4.

ami nokwasu [
pomi ndzy aminoacyl opoli merem a c
a wiNzania peptydowego nal eU)
grupach karbonyl owych. /
ami nokwasu. W

N
/N/ C[\\N
\C"’-—N /
7N N
N
\ HOBt
N
\
HBTU ~<
N=C
A\
N{
/N/ / DIC
N +/N
N
XN, N
| N [PF- | Y
P y
N N Z N
\ N \
HATU HOAt

Rysunek 4 Struktura sosowarych w syntezie peptydéw czynrsbva k t y wuj Ncy c h .
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Natomiast powszechni¢osowane metody aktywacji to:
A metod/ aktywnych pochodnych z zastosowaniem mieszaniny, np.:

1 FmocAA: DIC :HOBt(1:1:1)wDMF
1 FmocAA :HOBt:HBTU:DIPEA(1:1:1:2)wDMF
1 FmocAA : HOAt : HATU : kolidyna (1:1:1:2) w DMF

A metodh symetrycznych bezwodnikéw otrzymanych z mieszaniny:

1 FmocAA : DIC (2 : 1) w DCM

UOywany w procesieNtworrazpuazbzalni@lj/lfl‘ilzmm$ia beipt gdyp
wolny od amin, gdyU ich obecnoS| pMdwoduj e uwa

Akt ywacja za po+AAcDNC wreopacjdoh mdtomwycie 1 : 1 przebiegae d § u g
schematu przedstawionego naysunku 5. W wyniku reakcji powstaje aktywna pochodna
karbodiimidowa Fmo@minokwasu.

R 0]
R 0 4{ //
> 4 N A
C\ mc// —_— Fmoc—NH O——C\
\

Fmoc—NH O
N\ NH

Fmoc-aminokwas DIC N i
: O-acylomocznikowa

pochodna Fmoc-aminokwasu

Rysunek 5 Schemat reakcji aktywa@iminokwasowz a p o mo ¢ N s\t DIQI(Y : )F mo ¢

W przypadku gdy aktywacja prowadzona jestonétN FAmoRIC (2 : 1) w DCM powstaje
symetryczny bezwodnik aminokwasu oraz diizopropylomocgnysunek 6).

Fmoc—NH O

: / ‘
C Fmoc-aminokwas
\
R O Fmoc—NH O >_
>*C// HN
R O \
Vi < | 4\ c=—0
R

+
O

/ HN/

C

( Fmoc—NH @)
O-acylomocznikowa Symetryczny bezwodnik

h Fmoc-aminokwasu
pochodna Fmoc-aminokwasu

Fmoc—NH 0—C

Diizopropylomocznik

Rysunek6. Schemat reakcji aktywagiminokwaséw a p omo ¢ N miédt A (2: 1)F mo ¢

Natomiast wo b e ¢ n 0 S & metoHaOFB"bAA : DIC : HOBt ( 1 1 1) T pow
pochodna benzotriazolowa Fmeaminokwasu (FmocA A1 OBt ) or az diizopr
(rysunek 7).
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Ve \/
N \
R
N
Fmoc—NH C?LC// + N/ DCM/DMF / HN\
NH N Fmoc—NH s /

Benzotriazolowa

O-acylomocznikowa pochodna Fmoc-aminokwasu

pochodna Fmoc-aminokwasu

Diizopropylomocznik
Rysunek7. Schemat reakcji aktywagiminokwaséwz a p o mo ¢ N aié t @ \HOBE (holc 1).

Wedgug podobnych schemat  -w przebiegaj N reak
odczynni k-w aktywuj Ncych. Na pr zFnkoglddHABt:wy ni k
HBTU:DIPEA(1:1:1:2) reakcja tworzenia wwiRNOdgngaspéaptr
przedstawionego ngsunku 8.

/
\
HBTU
R R
J O\, 4 \N_
N —_—
\ N=N * /
Fmoc—NH —N —C
Fmoc—NH / \
N_
Benzotriazolowa /
pochodna Fmoc-aminokwasu
Rysunek 8 Schematr e ak cj i aktywacij.i ami nkmocAA s HABt : HBTUp DIREACUN met o

proporcjachl : 1:1:2)

Dla metody z zastosowaniem mieszarfimyocAA : HOAt : HATU : kolidyna (1: 1: 1: 2) reakcje
przebiegajN wedgug identycznego schematu z t
p o ¢ h o-bydrdksyI-azabenzotriazolUHmocAA-OAL).

ObecnoSi HOB®imiedzaninie rekEyfgj opr -cz roli czynnika a
takUe procesom racemizacj i

Przedstawi aim&tpyowy Jej2 pvykonuje sif cyklicznie
aminokwa s u , ko@&cz Nc dannowejtosakniego Amirpkwasp.y U

Poprzeprowadzeniu q;ymmmlétcacropkas&mqrcmzwvwd yEdhwi
Keisera na obecamiShowydm.ycho gdampowgch eynik jestu gr u
powi ni en b yzBSpgpacybwahiy negatywny.
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ETAP3.ODSZCZEPI ENIE OD tYWI CY | KO8 COWA DEPROTEKCJA

Po przygNczeniu ostatnie] reszty aminokwasowe
CkoEowym ami nokwasem zsyntezowanego gaGucha
zwi Nzany.

Nierozpuszczalny noSnik moUna oddzielil od z
odsNczeni e. Zazwyczaj, jednoczeSnie z odszcze
boczrych aminokwasow.
MoUl i we jest jednoczesne odszczepienie peptyd
bocznych z zastosowaniem jednej mieszanmmpy TFA/fenolivoddtriizopropylosilan(88 : 5: 5 : 2)
(rysunek 9). Reakcjn, z zastosowaniem po¥¥dgbdzina mi e
temperaturze pokojowej npagdnumhosf erze gazu oboj
Po tym czasie Uywici odsNcza sif i przemywa r
wytr Nca si i pept etdru dieylowegort@®r N Wy it miiseug opgptyddjest
odsNczany i po ziedubpwasiezoctaverm(AcOH)wiofilizondny.

O

TFA
0— CHZ—C—CHz P
Ostona grupy bocznej
|
Rn
] 1 ||

N—CH
H

OMe

Rysunek9. Sc hemat procesu odszc TentpGeleShRAM ap eppotmasi uNfluordoctdivege i ¢ y
(TFA).

W przypadkuJ y w ichtogo-( 2cBloro)tritylowej, peptydyot r zy my wane w r amach

by ddszczepianed noZXpokmacN 1% r ozt wo r50%rdzeveruASOHDNC M | u
DCM.Schemat procesu ods zc zhop( 2bdrodtrityfwepptzgddtawiao d U
rysunek 10

AcOH
T T ;
(H,N—C—C),—N—C—C—0—C
? H H H P

Rysunek 10 Schemat procesu ods zc z e(pdciom)triyloneje mt ypobeawavdsuUy wi ¢
octowego(AcOH) w dichlorometanie
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Poszczeg:-lne etapy symaé¢yygzmoBna mprazsédpuiWNicly

R,
Ll |
Fmoc—N—C—C—OH + ‘linker" — P
H H

Osadzenie pierwszego aminokwasu

"
Fmoc—N—C—C— "linker" — P
H H

Deprotekcja roztworem piperydyny

I
H,N—C—C— "linker" — P
H

Dodanie zaktywowanego Fmoc-AA

Ostona grupy bocznej —— T o ||Q1 | |
Fmoc—N—C—C—OBt + H,;N—C—C— "linker" — P
H H H
Tworzenie wigzania peptydowego
Osfona grupy bocznej — R 2 F|{1 |
|
Fmoc—N—C—C— N—C—C— "linker" — P
H H H H

Powtarzajgcy sie cykl deprotekcji i tworzenia wigzania peptydowego

Ostona grupy bocznej _—Rn ||Q1 ||
|
FmOC—(N—(|:—C)n— N—C—C— "linker" — P
H H H H

Deprotekcja i odszczepienie od zywicy

P T
H—+N—C—C)}— N—C—C—O0H + ‘'linker" — P
H H H H (NH,)

Rysunek1ll. Og-l ny schemat syntezy peptyd-w na noSni
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Odczynni klaboratorypwyp r z nt

1.t ywi c a-( @dbloratritydpolystyrene resin (o osadzeniu grup funkcyjnych 1 mM/g)
2. Fmocaminokwasy:

FmocGly [M = 297,3 g/mol]
FmocAla [M = 311,3 g/mol]
FmocLeu [M = 353,4g/mol]
FmocTrp [M = 426,5g/mol|
FmocPhe [M = 387,4/mol|
FmocGlIn [M = 368,4g/mol|

3.Czynni ki aktywuj Nce:

N-hydroksybenzotriazoHOBt) [M = 153 g/mol]
N, NMi&zopropylokarbodiimid DIC) [M = 126 g/mol; d = 0,806 gZm?®, 1 mM = 156 |L]

4. Rozpuszczalniki:

N,N-dimetyloformamid DMF), piperydynadiizopropyloetyloamingdDIPEA) [1 mM = 174 pL],
metanol(MeOH), etanol(EtOH), kwas octowy(AcOH), dichlorometan(DCM), eter dietylowy
(Et0), n-heksan

5. Odczynniki do testu Kaisera:

2 mL n-butanolu G-BuOH)

509 ninhydryny

5 mL pirydyny

4 g fenolu

100 pL 0,001 M wodnego roztworu KCN

Zestaw do wysokosprawnej chromatograf-Mg) ci ec
Waga analityczna

WytrzNsarkxa typ Vorte

.Wyparka rotacyjna pr-Uniowa

100.PjJjaszcz grzejny zaopatrzony wisga al owy Kkogni e
11.Kol by ssawkowe stoUkowe

122Kol by okr Nggodenne

13. Pipety Pasteura

14.Pipety wielomiarowe

15. Cylindry miarowe

16.Lejki

17. Zlewki

18.Kol by st oUkewe pgaskodenn

19.Ampugki

20.Probéwki Eppendorfa

21.SNc z k i

22. Kol umi enki do ekstrakecji w fazie stagej
23.Kapilary

24.Gopatki dentystyczne

251 ggy Il ekarskie

26.Balony gumowe

27.Dreny teflonowe oraz typu PEEK

28.Korki teflonowe zaopatrzone w zawory

© 0N

u
n
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Wykonanie [ wiczeni a
A.Syntezapept ydu o sekwencji okreSl one|j pr ze
1. Czynno Sci praygotowapierezpuszczalnikow i odczynnikow

W pracy z UywicN, aU do momAAt mape Dy jdek & oiwa |
bezwodnebez Sl ad-w al koh)l iZwingz kiEttO¢, pdve®ddHu|j N w)
na Uyaigyumi hydroksyl owho(Udli kvek §yelsdawh) .,z ewtr edv
opisany sposéb. Dlategoa | e Uy bezwzgl Aidni e pracowal w such
szkgo i wszystkie uUywane do syntezy narzndzi

Rozpuszczal ni ki CO naj mni ej na 24 godziny pt
zasypal bezw&KeLy mvbMygpO@j Nc do butel RizeadrsOwai
niewi el kie iloSci ods.OMFyii dodd PEAodlasypalisasNdy
typu A4, wypraUonyT@iprzew3doezmBenaowatebeiPoSredn
ostroUnie pobierajNc z butelki pipetN tak aby

Odczynni ki do testu Kaisera nal elUy przygotow
poj emnoSci ni el) zaopatizanyctew wknaplatk. 1 0 m

Poszczeg:-l ne buteleczki powi nny zawieral:

1. 1 mL 5%roztwér ninhydryny (50 mg ninhydryny na 1Lrm-BuOH)
2. 1 mL 80%roztwor fenolu (4 g fenolu na 1 mn-BuOH)
3. 1 mL roztworu KCN (10QuL 0,001 M KCN w wodzie na 5 o pirydyny)

2. Osadzenie pierwszeddk o Ecowe go ami Wy kvwa £ u

OdwaUyi 2 eq.-AA0dd majejFmioal by pga2omkode mrzejuSa i
w minimalnej odmjit8dceU¢okdgbc2onego znad si-t

cagkowi tego rokbdusRezeozawdmocdodal 8 eq. (0,
DIPEA =L) 174 smasthnpnie wprowadzil do strzykaw
przemytej DMF (33 mL DMF, 2 mirmwadRehbhkadj5fn mi nut , mi
strzykawki azotem (balon ze strzykawkN napeg!
mi nutach do mi elsMeaGH niy rdealdj @ pwmowadzil | esz
zawartoSiodsNeyklawkiprzemyli zgodnie z poni Usz

2x3 mL DCM : MeOH : DIPEA (17 : 2 : 1; vivlv), 2 min
2x3 mL MeOH, 2 min
6x3 mL DMF, 1 min

3. PrzygNczanie kolejnychAA eszt aminokwasowych
a) wstiipne przemywanie Uywicy (jeUeli UOywica |
3x3 mL DMF, 1 min
b) usuwani e osgony Fmoc (deprotekcj a)

1x3 mL 20% piperydyna/DMF, 5 min
1x3 mL 20% piperydyna/DMF, 5 min

c) przemywanie Uywicy po deprotekcij.i

6x3 mL DMF, 2 min
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d test na obecnoSi wolnych girKeserajami nowych (t

roztwor 1. 5% ninhydryna w-BuOH (v/v)
roztwor 2. 80% fenol vi-BuOH (v/v)
roztwor 3. KCN w pirydynie (np. 2 m0,001 M roztworu KCN w 98 in pirydyny)

Ni ewi el kN iloSI Oywicy umieScil w szklanej
dodal po 2 krople IgaUdego r oz t-A@TCuNiebieskag r z e v
barwaz i aren Uywicy bNd¥ roztworu wskazuje na

testu pozytywny).

e) akt ywacja i przyg-Nczanie kolejnego Fmoc
Odwa Uy i 4 eq.-AAO0OdA mMpeFmkol by pgaXkiboidenne
rozpuScil w minimal-BenlL) o8wineOd&Sciod¢Nkpngdnoe
mol ekul arnych DMF, aU do -AAgkODwi regowoompud
(0,2 mM) HOBt, a nastnpnie 4 eql) (O0Mi2essmMani

wprowadzil do st r zyrk amskti i pznaiwe epr razj epheyet jiNa A0z .
40 minut,,mieszaJNc zawartoSi strzykawki a
z ko®&: -wkN z drenu PEEK). Po tym czasie zayv

z opisem poni Ue|j

) przemywanie Uywicy po aAAt ywac]i [ przygNcz
6x3 mL DMF, 2 min

g test na obecnoSi wolnych girkeigeralami nowych (t

Niebieska barwg s zar a) zi aren Uywicy bNd¥ roztworu
aminowych Oznacza to,-ABenpeopegepirgidNcadg
go powt - -rzyl zgodni e z procedur N opisanN w
zprocd ur N opi sanN w punkcie 3f.

Negatywny wynik testu ninhydrynowego o0oznac
kol ej nej reszty aminokwasowej, zgodnie z p

4. KoEcowa depsomniekcia NKPdEty wemocec eszty AA W pe
procedur N opi ssanN w punktach 3a

ci uNlos@Goawe ganoaxmiznokwasu w tripepty
p o B0 coN aMe QW siu sEtyl w eksykatorze p

F~>o usuni
Uy wi ¢ z

QD ¢

u
n
5. Odszczepienie peptydu od Uywicy

Strzykawkn zawieraj NcN peptydyloUywici wraz
sNczenia pod zmni ej s znoan yznw acU oSk odirbi fe 2,y lsnt aliig aj b od
pojemnoSci sif@ykmawkDowplhwdDHz wl DEMn Reakcj i
1 godzinhn, mi eszaj Nc zawartoSi strzykawki a
ko@®c: - wkN z drenu PEEK).

Nastninpnie zawartoSIi stxlmy5%AcoHwbaMDdErzyds Nc pu

dodal kirheksankiordoppdriowal DCM i AcOH, do zani ku
dodal LMddym dej oni zowane | a nastnpnie zawart
zliofilizowal. Po |liofilizacji zwaUyl [ okr e
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B.Analiza LC-MS peptydu (i dent yfi kacj a i ocena czyst
Ni ewi el kN iludlébzpwptydpAe,pﬂQdu rozpuszctwoodyhego
dejoni zowanej) przenieSl do magej] prob- wki E

objnt oS¢G0k 5Dt0One rozcie@Ezenie).

WARUNKI ANALIZY LC-MS

1 ultrawy sokosprawny (UHPLC) chromatograf <cieczov
w dwie pompy wysokoci Snieniowe, degazer, au
matrycN di odowN oraz det2020tor masowy Shi madz
kolumna: Phenomenex Aeris PEPTIDE XE8 100A (uziarnienie 3,6m) o wymiarach 156

2,1 mm

=

temperatura linii desolwacyjnej 23C

temperatura blokgrzewczego300°C

natinUenie przepgdgywul/mgiradu nebul i zuj Ncego: 1,5
natiUenie przepgywumimgid)z u osuszaj Ncego: 15

T  objAtoSi dwzowania: 10

i1 temperatura kolumny: 40C

i faza ruchoma: gradient 100% ACN w HO z dodatkiem 0,08% TFA
f natnUenie przepgyWwmnfazy ruchomej: 0,3 m
1 czas analizy: 10 min

f detekcja UV po=236nnddgapgds8hm f al i

1 temperatura celi pomiarowej 4C

1 temperatura autosamplera’@

1 tryb jonizacji detektora MS: dodatnia ESI

1 metoda rejestracji widmarzemiatanie widm&L00 500 Da)

f napincie na kapilarze: 4500 V
T napincie na detektorze: 1100 V
1

1

1

1

Zakres materiagu

synteza peptyd:-iwrnac exdbSrna ,k up csrt-awjryami e z synt ez
struktura i pegne nazwy: DI C, HOBt , DCM, D MF
t worzenia wiNzania peptydowego, meaahM np izpne rdye g
osgony grup bocznydBul strBktua,i wakunko adszczepiania, Bhadstawy

teoretyczne chromatografi:i cieczowe|] (rodzaj ¢
zakresu chromatografi.i z | vwkozystanem ) wysokasaravaefl a [
chromatografii cieczowej (w tym stosowane wyp

podstawy teoretyczne spektrometrii mas

Literatura uzupegdniaj Nca

1. JakubkeHD, Jeschkeit HAmi nok wa sy, ,pwyeanie gruip PVBNWargzanwea1989.

2. Fields GB, Noble RLSolid phase peptide synthesis utilizingl®renylmethoxycarbonyl amino
acids Int. J. PeptideProtein. Res.35: 161- 214(1990).

3. Jones JThe Chemical SynthesiseptidesClarendon Press, Oxford, Englarid®94.

4. Chan WC, White PDFmoc Solid Phase Peptide Synthesis: A Practical Appro@ctfiord
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0
L
[
£
AN &
eudpiradid 2,07
SEZ)) EPOIATY andajsm YV-20umg
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Wprowadzenie

Al kal oidy to niejednorodna grupa zwiNzk-w or

syntetycznego, zwykle o wgaSciwoSciach zasado
azot u, naj cznSci ej W pier Sci eni aseetokiehspektem o c y k
dziagania fizjologicznego, od stymuluj Ncego

kokaina), do toksycznego (nikotyna, strychnina). Dla obecnie poznanych por@) 2ruktur

alkaloid-w (wystinpuj NcpehwuroBbgao wg%szyNah)/cla

aminokwasy naturalne:-ornityna, L-lizyna, L-fenyloalaninai,-t r y pt of an. R-Unor oc
[

chemicznej alkaloid-w Swiadczy o tym, O nie
Al kal oidy wytwarzane sN przez roSliny makowat
roSliny niUsze, takie jak widgaki czy skrzyp
nasi onach, a takUe w kwiatathh kawaenhb&thwaha
Sladowych do 10%, jak to ma miejsce w przypad
obecnoSi alkaloid-w stwierdzono u owad-w, sal
zwykle pochodzenia wtornedagpobiea ne wr az z pokar mem stanowi N c
SpoSr-d wielu roSlin psiankowatych na szczeg:
skaln od ko@®a XI X wieku jako popularna uUywk
Tyto®& pozyskiwany jest z d Wicatidna tgbacumi iNikotiama r o S|
rustca, oba pochodzN z And-w Peruwi a@kich i Ekwa
pal ono w fajkach, wdychano, Out o, zjadano, S I
rozcierano na skorze w celu zwalczania wszy, wkraplano jako kroplezdagc a t ak Ue st c
maSciach, Srodkach przeciwb:-lowych oraz Srod
znany jest od co n@&hamiia&( Krrzz;esczhtdfysl{cﬁlcwmb ad d k
do Ameryki w 1492 roku, to staroUytne rzeThby
zZwyczaj palenia tytoniu juUO 1 000 | at przed n
Powszechnie wiadomo, Ue dym tytoniowy zawier:
ni kotynn, tl enek wngl a, benzo[a]piren (pr eke
substancje draUni Nce drogi oddechdwe e(t aknii eNzjk
ksenobiotycznym, na kt-ry naleUy zwr-cil szc
podczas spal ani a materiag:-w roSlinnych Zawi

metabolizowany jest do benzo[a]pirerB-dihydrodiolu9,10epoksydu, czynnika silnie
rakotw-rczego. JednakUe winkszoSi bada@® kIl in
czynni kiem odpowiedzialnym za rozw- | uzal eUni

Tyt oG, opr - cz ni kotyny, zawiera r-wnieU wiel
substancji, kt -re sN pochodnymi ni kotyny. Ni k
w |iSciach tytoni

t ak

niu, stanowi NcpgmdowoJBo98S8t ade
tytoni owe, ie jak nornikotyna, anabazyna,
(rysunekl) , sN r-wnieU farmakol ogicznie aktywne, &
Ni kotyna | est organicznym zwi Nzkiem chemiczny
przede wszystkim w r-Unych gatunkach tytoniu
(Solanaceag , takich ] ak ziemni aki , pomidory, pap
szlachetnegicotiana tabacunz awi er aj N od 2 do 8% ni kotyny,
t yt oli@tiagnarusticano Ue zawi eral nawet do 18% tego al k
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N N
AN
[j/OCHs o H
= =
N

N
Nikotyna Nornikotyna Kotynina
X
X N ~ N
H H
= =

N N

Anabazyna Anatabina

Rysunek 1 Struktura chemiczna wybranych alkaloidéw tytoniu.

Po raz pierwszy nikotyna zostaga w(N-metyol2-owana
pirolidynylo)-pirydyny, GoHisN2, zost aga zaproponowana w 1895 r
w wyniku syntezy chemicznej. Czysta nikotyna to klarowna oleista ciecz o charakterystycznym,

intensywnym zapachu, brunatniejNca na powietr
Nikotyna moUe wystnpowal w postaci wolnej zasady
siarczanowa | ub dwuwi niivaonScwia . p iHyydd yonfyo bio wei ewg®

w czNsteczce nikotyny nadaj N |jej charakter I
alkaloidu w lipidach.

Ni kotyna jest aminN zbudowanN z dw-ch pierSci

atom wngla w pozycji 2 stanowi centrum chiral:H
(enancjomery) nikotyny, kt -przeciwgdhkigrunkaghiisun8kvi at §
2. Poza tym winkszoSi wgaSciwoSci fizycznych
identyczna. W przypadku ni kotyny naturalny

enancjomer § tradycyjnie nazywany- lub (-)-ni kot ynN, nat omi ast Zawa
(Rrenancjomeru ni kot yny Dbflobk(+)eikdtyna)zeylle nierprzekmadze U |
kil ku procent (jego aktywnoSi biologiczna jes

(8)-nikotyna (R)-nikotyna

Rysunek 2 Struktura chemiczna enancjomeréw nikotyr§:ifikotyna oraz R)-nikotyna.

Ni kotyna zwykle stanowi okogo 5% masy tytoniu
zal eOnoSci od marki), ale tylko okogo 1 mg |
Ni kot yna dzi aga na ni kotynowe recszp$ior wk gad
narzNdowych w organizmie i jest wysoce uzaleU
w rozwoju choréb sercownac zyni owych i Zzaburzeniach pgoc
prekursorem wysoce rakotwoérczydnitrozoamin, specyficznyr dl a t yt oni u. Dawk

ludzi wynadi0 aigag&Ze5wzgl fndu na wyUej wymienio
alkaloidem z punktu widzenia zdrowia publicznego.
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Znanych jest wiele metod oznaczania nikotyny i jej pochodnych w probkach biologicznych.
NajcanC|eJ stosowane metody ObeijJ,N chr oma
kapilarnN (CE), chromatografin gazzowNN ((GCPLG) .

W metodzie elektroforezy kapil arnej (CE) wyko
polu elektrycznym czNstek obdarzonych gadunki
praidkoSciach z jaki mi mlgrul\yld\ltoodnae OnEe waniNa m &k ts
niezwykle duUN sprawnoSci N i kr-tkim czasem
(pr-bek i bufor-w) oraz pedgnN automatykN. Prz
np metal i, | ak r-wnleel;Jadk upe pnnayldryomcbllealglkgay czt
specyficznych warunkach oUliwa jest r-wnie0
JednakUe technika HPLC wydaje sifi byl najbar.
pogNczeniu z tandemowN spektrometri N mas ( MS,
polarnych zasadowych czNsteczek,wykst irpujwN opd-j
formie kationowej . Z tego wzglndu rozdziag t
techni ki HPLC z tworzeniem par jonowych, chr o

(RP)inajcznSciej stosowanhna.

Naj bardziej obiecuj NcN HPalQ,e rnmeattoyddN swe psatroascyj ni k
obojnAntnych czNsteczek oraz czNsteczek obdar z

oddzi agywaEE hydrofilo ych (HILIC)doMeyokaztag
i wysokN retencjn tego typu zwiNzk-w. Uzyskuj
W rozpuszczalniki organiczne (np. acetonitry
krzemionkN | ub kr zemi oiola@mirmamidowyimi, Gjane@apowygni).u p a m
Ponadto, wysoce |l otne fazy ruchome bogate w a
ni Usze c¢ci Snienie zwrotne na kolumnie, a tak!/(
spektrometrii mas, np. z jonzaCJ N pr zez el-M&)YX r o Wyzsmklae ne fee k

0SI separacji zwiNzk-w po¢

sel ektywnoSi [ zybk
dodat kowo zwin ks zyl pwysoleogprawaep shronatagrafa rcieczoweju | t r
(UHPLC), ktorawykorg st uj e kol umny wypegnione ziar nami

separacij.i z wykorzystaniem wysokich ci Snie@ (
Odczynni ki i sprznt | aboratoryjny

1. Materiag an i zowany: 1|iScie tytoniu T ub inn
2. Prob-wki ty Falcon o pojemnoSci 15 mL wr az
3. Prob - wki ty Eppend o tipsy dopTW[ompetmotcﬁnatycznychﬁ mL

al
pu
pu
pojemnoSci 10
p |
y k
j e

o OL i 1000 OL
4. Strzykawki asti kowe niesterylne o pojemnosS§
5. Filtry strz awkowe PTFE niesterylne hydrofoc
6. Fi ol ki o pojemnoSci 2 mL z nakrintkN karbowan
7. Roztw-r wzorcowy =zawierajNcy nikotynfiA rozpu

mr - wkowy (20/80/0,2 v/v/v), o stnUeniu 1 mg/

8. Met anol , acetonitryl i -MSvas mr - wkowy (0 czys
9. Woda dejonizowana (przefiltrowana przez filtr PTFE 0,22 pm) N
10Mi kropipety o pojemnoSci 100 OL i 1000 OL

11.Wiréwka laboratoryjna

12Wyt r zNsarka typu Vortex

13.Zestaw do ultravysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem spektrometrii mas
(UHPLC-MS)

14.Zestaw do elektroforezy kapilarnej (CE)
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Wykonanie [ wiczeni a

A. Izolacja nikotyny

Okogo 100 mg 1iSci tytoniu (suszu lub Swie
zawierajNcego nikotynn (tytoC& papierosa, tab
15mL(zanot owal dokgadnN madcadalUy8 emlo ana¢teomniatyu

U
a

dejoni zowane|j oraz 20 OL kwasu mr-wkowego. T
okogo 30 sekund, a nastnpnie prob-wkn umi eSci
w temperaturze pokojowej. Potymcasi pr ob - wkin przeni eS| do wir -
RPM przez 10 minut . 1,5 mL supernatantu przes

do prob- wki typu Eppendor f. Nda grobbvkinBpgenddrfa D  OL
rozci e@®Ekzpltniled0 mieszaninN woda/ acetonitryl /|
PrzygotowanN w ten spos-b pr-bkn poddal anal.
LC-MS oraz CE.

B.Analiza zawartoSci ni kotynMS z wykorzyst

B1.SPORZt DZENI E KRZYWEJ WZORCOWE]J

W celu sporzNdzenia krzywej -M3 matwodwwzorcowychz e pr «
ni kotyny otrzymanych przez odpowi edni e rozci
ni kotyny o gsdbdUemist npumiemch stilUe®E& 10 ng/ mL
oraz 100 ng/mL. Na podstawie analizy pdl powierzchni pikow w otrzymanych chromatogramach
wykreSlili krmyvzl\édwtawcayvNcN zal eUOnoSi powi er
Otrzymana wartoSi wsp-gczynnika korelacj. pow

WARUNKI ANALIZY LC -MS

Aultrawy sokosprawny chromatograf cieczowy firmy
pompy, degazer, autosampler, termostat kolumn oraz detektor masowy Shimadzt20@MS

A kolumna: Phenomenex Kinetex HILIC 100 A (ziarna 2,6 pm) o wymiarach 100x2,1 mm

AobjntoSi Mpzowani a:

A temperatura kolumny: 4@

A faza ruchoma: 78% roztwdr acetonitrylu wQHz dodatkiem 0,1% kwasu mréwkowego

AnatnUenie przepgywu fazy ruchomej: 0, 35 mL/

A czas analizy:7 min

A temperaturautosamplera: 4C

A tryb jonizacji detektora MS: dodatnia ESI

A metoda rejestracji widma MS: SIM (przy m/z 163,10 [M¥H]

Anapincie na kapilarze: 4000 V

Anapincie na detektorze: 1,6 kV

A temperatura linii desolwacyjnej: 276

A temperatura bloku grzewczego: 375

AnatnUenie przepgywu gazd nebulizuj Ncego: 1,

AnatnUenie przepdywu gazu osuszaj Ncego: 15 L

B2. ANALIZA CHROMATOGRAFICZNA NIKOTYNY W TYTONIU LUB W WYBRANYCH PRODUKTACH
TYTONIOWYCH

Przed rozpoczficiem wgdaSci we|j analizy badane|]
roztworu kontrolnego nikotyny o stnUeniu 50
wzor cowN. Otrzymany wyni k powi ni enegot2@®s Vi | S
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wypadKku braku zgodnoégi wyniku'nalepy przygo
sporzNdzi i nowN krzywN wzorcowN. JeSli rozt w-

~

anal i zn pr-bk| posguguj Nc sin t N résvavmoidowgth i o d N
mieszaniny kontrolnej.

C.Analiza zawartoSci ni kotyny z wykorzyst
(Szczeg-9gy techniczne wykonania analizy CE poda p

Cl1.SPORZ}I DZENI E KRZYWEJ WZORCOWE]J

W celu sporzNdzenia krzywe,j wzorcowe|j przept

parametry a, b i wy k

reSl il kprrzzyewds tvazwd rag dWeN z al eUno §
stnUeni.a wzorc

nikoty y otrzymanych przez odpowiednie rozcie
stiUeni Ll ol nmag/tm p u | Ncy ¢nh ERdzic Ued@Dongmim@25 mg/mL i
005mg/mLK aUdN pr - bkn WzorcowN p r zNa@augtawier anblizywpol o b j r
powi erzchni pik-w w otrzymanych el ektroforec
eS
a

WARUNKI ANALIZY CE

detekcja prlzy200njpugoSci f al i
czas analizy: 3 min
polaryzacja elektrod: normalna (katoda ¢d strony detektora)

A aparat do elektroforezy kapilarnej SCIEX PACE MDQ Plus

A Kkapilara szklana o wymiarach 30(20 cm do detektora)x50 pm i.d.

A bufor separacyjny: 25 mM bufor fosforanowy, pH 2,5

Ainiekcja pr-bki: ciSnieniowa, 0,5 psi przez
Ametoda separacji: stage napifncie 20 kV

A

A

A

C2. ANALIZA ELEKTROFORETYCZNA NIKOTYNY W TYTONIU LUB W WYBRANYCH PRODUKTACH
TYTONIOWYCH

Przed rozpoczficiem wgaSci wej analizy CE badar
wzorcowych nikotyny. Nastnpnie w identycznych
Pr-bka musi byl przefiltrowana ©przez filtr |
Otrzymany wynik powinien mieScil sin w zakr e:

nal elUy rozcie@® zyl badanN pr-bkin aby spegni ag
D. Przedstawienie wynik-w koG owych

Na podstawie czasow retencji (chromatogramyME) oraz czasow migracji (elektroforegrafz)

zidentyfi kowal ni kotynn w badanej pr - bce, a |
pi k- w, posguguj Nc sifn krzywymi WzZOorcowymi . W
badanej pr-bki oraz w postaci probeprtawdpkpgaw
0,1. Por-wnal wyniki-M®iQEZyws&me aie tpadzamizyh@ e
rozbieUnoSci w otrzymanych wynikach.

Zakres materiagu

kl asyfikacja, wystnpowanie i wdgaSciwoSci al ka
wi adomoSci z zakresu wysokosprawne|] chromatog
kapil ar nej (w tym podstawowa pojzidziia,upodnetta
wzorcowe))
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