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OD AUTORÓW  

Niniejszy skrypt powstağ z myŜlŃ gğ·wnie o studentach Wydziağu Chemii UG, ale teŨ innych 

wydziağ·w naszej Uczelni, kt·rzy odbywajŃ zajňcia dydaktyczne w Katedrze Biochemii 

Molekularnej. OczywiŜcie ucieszy nas jeŜli skorzystajŃ z niego  pracownicy i studenci innych uczelni. 

W skrypcie zamieŜciliŜmy wszystkie ĺwiczenia laboratoryjne, jakie prowadzimy w ramach zajňĺ 

dydaktycznych. Podstawň opisanych eksperyment·w stanowiğy wielokrotnie modyfikowane i 

uzupeğniane instrukcje ĺwiczeŒ laboratoryjnych. Obecne wersje uwzglňdniajŃ doŜwiadczenia 

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

Ĺwiczenia zostağy pogrupowane zgodnie z przedmiotami i ich kolejnoŜciŃ, zachowujŃc program 

studiów poszczególnych kierunków. KaŨdy z opisanych eksperyment·w poprzedziliŜmy kr·tkim 

wstňpem problematyki ĺwiczenia, kt·ry w zağoŨeniu powinien uğatwiĺ studentowi rozpoczňcie pracy. 

NaleŨy go traktowaĺ jako wprowadzenie, a nie jedyne i wyczerpujŃce Ŧr·dğo wiedzy. Podobnie, 

wykaz literatury podany na koŒcu opisu kaŨdego ĺwiczenia to zalecane propozycje i moŨe byĺ on w 

miarň potrzeb i moŨliwoŜci poszerzony i modyfikowany przez zainteresowanego studenta. Lekturň 

tekst·w powinien uğatwiĺ ujednolicony zamieszczony na poczŃtku wykaz skr·t·w. 

Liczymy, Ũe sp·jny, zebrany w jednym opracowaniu zestaw ĺwiczeŒ laboratoryjnych uğatwi pracň 

studentom i prowadzŃcym i spotka siň z ŨyczliwŃ ocenŃ i zainteresowaniem. Teksty ĺwiczeŒ, choĺ 

jak wspominaliŜmy, wielokrotnie weryfikowane i modyfikowane, byĺ moŨe nie sŃ wolne od 

drobnych niedociŃgniňĺ. Dlatego teŨ bardzo liczymy na ich wnikliwŃ analizň przez wykonujŃcych 

ĺwiczenia. Wszystkie uwagi i sugestie sŃ bardzo mile widziane i zostanŃ uwzglňdnione w kolejnych 

wydaniach Skryptu. 

 

          Autorzy 
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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW  

A ï adenina 

AA ï aminokwas 

Acm - acetamidometyl 

ACN ï acetonitryl 

AcOH ï kwas octowy 

ACP ï fosfataza kwaŜna (ang. acid phosphatase) 

ALP ï fosfataza alkaliczna (ang. alkaline phosphatase) 

AMP ï adenozyno-5'-monofosforan 

ATP ï adenozyno-5'-trifosforan 

BAPNA ï p-nitroanilid benzoilo-D,L-argininy 

BHT ï 2,6-di-t-butylo-4-metylofenol 

Boc - tert-butyloksykarbonyl 

BSA ï albumina z osocza bydlňcego (ang. bovine serum albumin) 

Bzl ï benzyl 

C ï cytozyna 

CA ï octan celulozy 

CE ï elektoforeza kapilarna 

CMP ï cytydyno-5'-monofosforan 

Da ï dalton (jednsotka masy atomowej º 1 amu) 

DAD ï detektor spektrofotometryczny z detekcjŃ wielokanağowŃ 

DAG ï diacyloglicerole 

dAMP ï deoksyadenozyno-5'-monofosforan 

DCIP ï 2,6-dichlorofenoloindofenol 

DCIPH2 ï zredukowana forma DCIP 

DCM ï dichlorometan 

dCMP ï deoksycytydyno-5'-monofosforan 

DIC - N,Nô-diizopropylokarbodiimid 

DIPEA ï diizopropyloetyloamina 

dGMP ï deoksyguanozyno-5'-monofosforan 

DMF ï N,N-dimetyloformamid 

DMSO ï dimetylosulfotlenek 

DNA ï kwas deoksyrybonukleinowy 

dTMP ï deoksytymidyno-5'-monofosforan 
DVB ï diwinylobenzen 

E ï enzym 

Ec ï cağkowite stňŨenie enzymu 

EC ï klasyfikacja enzymów (ang. Enzymes Classification) 

EDTA ï kwas etylenodiaminotetraoctowy 

ES ï kompleks enzym-substrat 

ESI ï kompleks enzym-substrat-inhibitor 

ESI-MS ï spektrometria mas z jonizacja przez rozpylenie w polu elektrycznym (ESI) 

Et2O ï eter dietylowy 

EtBr ï bromek etydyny 

EtOH ï etanol 

FA ï kwas mrówkowy 

FAD ï dinukleotyd flawinoadeninowy (ang. flavin adenine dinucleotide) 

FMN ï mononukleotyd flawinowy (ang. flavin mononucleotide) 

Fmoc - 9-fluorenylometoksykarbonyl 

G ï guanina 

GC ï chromatografia gazowa 
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GC-MS ï chromatografia gazowa sprzňŨona ze spektrometriŃ mas 

GMP ï guanozyno-5'-monofosforan 

H ï potencjağ wodoru (ang. potential of hydrogen) 

HATU - heksafluorofosforan 2-(1-H-9-azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetrametylouroniowy 

HDL ï lipoproteiny o duŨej gňstoŜci (ang. high density lipoprotein) 

HDPE ï polietylen wysokiej gňstoŜci 

HILIC ï chromatografia cieczowa oddziağywaŒ hydrofilowych 

HOAt - 1-hydroksy-7-azabenzotriazol 

HOBt - 1-hydroksybenoztriazol 

HPLC ï wysokosprawna chromatografia cieczowa 

I ï inhibitor 

IDL ï lipoproteiny o poŜredniej gňstoŜci (ang. intermediate density lipoprotein) 

IU ï jednostka miňdzynarodowa 

k1 ï stağa szybkoŜci tworzenia kompleksu ES 

k-1 k2 ï stağe szybkoŜci rozpadu kompleksu ES 

kcat ï stağa katalityczna 

KM ï stağa Michaelisa 

LC-MS ï chromatografia cieczowa sprzňŨona ze spektrometriŃ mas 

LDL ï lipoproteiny o niskiej gňstoŜci (ang. low density lipoprotein) 

LDPE ï polietylen niskiej gňstoŜci 

M ï monomer 

MAG ï monoacyloglicerole 

MeOH ï metanol 

mRNA ï informacyjny/matrycowy RNA (ang. messenger RNA) 

MS ï spektrometria mas 

MS/MS ï tandemowa spektrometia mas 

nBuOH - n-butanol 

NNKT ï niezbňdne nienasycone kway tğuszczowe 

NPGB ï p-guanidynobenzoesan pô-nitrofenylu 

OBzl ï benzyloksyl 

OtBu - tert-butyloksyl 

P ï produkt 

PA ï poliamid 

Pbf ï 2,2,4,6,7-pentametylo-dihydrobenzenofurano-5-sulfonyl 

PC ï poliwňglan 

PE ï polietylen 

PET ï poli(tereftalan etylenu) 

pKa ï ujemny logarytm stağej dysocjacji kwasu 

PMMA ï poli(metakrylan metylu) 

POM ï poliformaldehyd 

PP ï polipropylen 

PS ï polistyren 

PS-DVD ï kopolimer styren-diwinylobenzen 

PTFE ï poli(tetrafluoroetylen) 

PU ï poliuretan 

PVAC ï poli(octan winylu) 

PVAL ï poli(alkohol winylowy) 

PVC ï poli(chlorek winylu) 

pz ï par zasad 

R¶ ï rodnik 

Rf ï wsp·ğczynnik op·Ŧnienia 

RNA ï kwas rybonukleinowy 
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RP ï ukğad faz odwr·conych 

RP-HPLC ï wysokosprawna chromatografia cieczowa w ukğadzie faz odwr·conych 

RPM ï obroty na minutň (ang. revolution per minute) 

rRNA ï rybosomalny, rybosomowy RNA (ang. ribosomal RNA) 

S ï substrat 
SDS ï sól sodowa siarczanu dodecylu (ang. sodium dodecyl sulfate) 

SIM ï metoda rejestracji widma MS poplegajŃca na monitorowaniu pojedynczych jon·w 

SPPS ï synteza peptyd·w w fazie stağej (z ang. solid-phase peptide synthesis) 

sTAG ï strukturyzowane triacyloglicerole 

T ï tymina 

TAG ï triacyloglicerole 

TBE ï bufor skğadajŃcy siň z Tris, kwasu borowego, EDTA (ang. Tris-Borate-EDTA) 

TBTU - tetrafluoroboran 2-(1-H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetrametylouroniowy 

tBu - tert-butyl 

TEA ï trietyloamina 

TFA ï kwas trifluorooctowy 

TLC ï chromatografia cienkowarstwowa 

Tris ï Tris(hydroksymetylo)aminometan (ang. Tris(hydroxymethyl)aminomethane) 

tRNA ï transportujŃcy (transferowy) RNA (ang. transfer RNA) 
Trt ï trityl  

U ï uracyl 

UF ï Ũywica mocznikowo-formaldehydowa 

UHPLC ï ultra-wysokosprawna chromatografia cieczowa 

UHPLC-MS ï ultra-wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzňŨona ze spektrometriŃ mas 

UMP ï urydyno-5'-monofosforan 
UV ï zakres nadfioletu 

UV-Vis ï spektrofotometria w zakresie widzialnym i bliskiego nadfioletu 

V0 ï szybkoŜĺ poczŃtkowa reakcji 

VLDL ï lipoproteiny o bardzo mağej gňstoŜci (ang. very low density lipoprotein) 

VMAX  ï szybkoŜĺ maksymalna reakcji 

Z - benzyloksykarbonyl 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ĺwiczenia Laboratoryjne | Skrypt dla Studentów | Katedra Biochemii Molekularnej 

7 

 

Wykaz nazw i symboli aminokwas·w biağkowych kodowanych. 

Nazwa 
zwyczajowa 

Symbol 3- 
i 1-literowy 

Nazwa 
systematyczna 

Struktura 
aminokwasu 

WğaŜciwoŜci 
ğaŒcucha bocznego 

glicyna Gly, G kwas 2-aminooctowy 
 

alifatyczny, 

polarny, obojňtny 

alanina Ala, A kwas 2-aminopropanowy 

 

alifatyczny, 

niepolarny, obojňtny 

walina Val, V kwas 2-amino-3-metylobutanowy 

 

alifatyczny, 

niepolarny, obojňtny 

leucyna Leu, L kwas 2-amino-4-metylopentanowy 

 

alifatyczny, 

niepolarny, obojňtny 

izoleucyna Ile, I kwas (2S,3S)-2-amino-3-metylopentanowy 

 

alifatyczny, 

niepolarny, obojňtny 

seryna Ser, S kwas 2-amino-3-hydroksypropanowy 
 

hydroksyaminokwas, 

polarny, obojňtny 

treonina Thr, T kwas (2S,3R)-2-amino-3-hydroksybutanowy 
 

hydroksyaminokwas, 

polarny, obojňtny 

cysteina Cys, C kwas 2-amino-3-sulfanylopropanowy 

 

siarkowy, 

polarny, obojňtny 

metionina Met, M kwas 2-amino-4-(metylotio)butanowy 

 

siarkowy, 

niepolarny, obojňtny 

prolina Pro, P kwas pirolidyno-2-karboksylowy 

 

niepolarny, obojňtny 

lizyna Lys, K kwas 2,6-diaminoheksanowy 

 

polarny, zasadowy 

arginina Arg, R kwas 2-amino-5-guanidynopentanowy 

 

polarny, zasadowy 

histydyna His, H kwas 2-amino-3-(imidazolo-4-ilo)propanowy 

 

polarny, zasadowy 

(aromatyczny) 

kwas 

asparaginowy 
Asp, D kwas 2-aminobutanodiowy 

 

polarny, kwasowy 

kwas 

glutaminowy 
Glu, E kwas 2-aminopentanodiowy 

 

polarny, kwasowy 

asparagina Asn, N kwas 2-amino-3-amidopropanowy 

 

amidowy, 

polarny, obojňtny 

glutamina Gln, Q kwas 2,5-diamino-5-oksopentanowy 

 

amidowy, 

polarny, obojňtny 

fenyloalanina Phe, F kwas 2-amino-3-fenylopropanowy 

 

aromatyczny, 

niepolarny, obojňtny 

tyrozyna Tyr, Y kwas 2-amino-3-(4-hydroksyfenylo)propanowy 

 

aromatyczny, 

polarny, obojňtny 

tryptofan Trp, W kwas 2-amino-3-(1H-indol-3-ylo)propanowy 

 

aromatyczny, 

niepolarny, obojňtny 
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KILKA SĞčW O SPEKTROFOTOMETRII 

JednŃ z najczňŜciej wykorzystywanych technik analitycznych w analizie chemicznej jest 

spektrofotometria absorpcyjna w zakresie nadfioletu (UV) i Ŝwiatğa widzialnego (Vis). 

Spektrofotometria UV-Vis zajmuje siň rejestracjŃ i pomiarami efekt·w bňdŃcych wynikiem 

oddziağywania promieniowania elektromagnetycznego z materiŃ, dostarczajŃc szeregu informacji o 

ukğadzie i jego skğadnikach. Technika ta opiera siň na zağoŨeniu, Ũe gğ·wnŃ przyczynŃ osğabienia 

natňŨenia promieniowania elektromagnetycznego padajŃcego na substancjň jest jego absorpcja 

(pochğanianie). 

Z II prawa absorpcji (prawo Lamberta-Beera) wynika, Ũe jeŨeli wsp·ğczynnik absorpcji 

rozpuszczalnika jest równy zeru, to iloŜĺ zaabsorbowanego promieniowania monochromatycznego 

(czyli wiŃzki promieniowania skğadajŃcej siň z fal o jednakowej dğugoŜci) przechodzŃcego przez 

jednorodny roztw·r jest wprost proporcjonalna do stňŨenia roztworu c i do dğugoŜci optycznej 

warstwy roztworu l. ZaleŨnoŜĺ tŃ wyraŨa poniŨsze r·wnanie: 

clA ÖÖ=e  

gdzie e - to molowy wsp·ğczynnik absorpcji wyraŨony w [dm3×mol-1×cm-1], wielkoŜĺ stağa charakterystyczna 

dla danej substancji przy okreŜlonej dğugoŜci fali promieniowania; l - to dğugoŜĺ drogi optycznej w warstwie 

roztworu (zwykle 1 cm); c - to stňŨenie roztworu wyraŨone [mol/dm3]. 

Z powyŨszego r·wnania wynika, Ũe wartoŜĺ A, zwana absorbancjŃ, jest iloŜciowŃ miarŃ wielkoŜci 

absorpcji promieniowania, kt·ra okreŜla zdolnoŜĺ substancji do pochğaniania promieniowania. 

PoniewaŨ zaleŨnoŜĺ absorbancji od stňŨenia ma charakter prostoliniowy, jej pomiar powszechnie 

wykorzystywany jest do celów analitycznych. 

Analiza iloŜciowa metodŃ spektrofotometrii UV-Vis opiera siň na pomiarze absorbancji A badanego 

roztworu przy okreŜlonej dğugoŜci fali l (z zakresu od 200 do 800 nm) i wykorzystaniu równania 

Lamberta-Beera, zgodnie z którym stňŨenie roztwor·w moŨna wyliczyĺ z r·wnania: 

eÖ
=

l

A
c

 

Podstawowym narzňdziem wykorzystywanym w spektrofotometrii do pomiaru absorbancji jest 

spektrofotometr. Spektrofotometr UV-Vis jest przyrzŃdem sğuŨŃcym do pomiaru absorpcji (lub 

transmisji) promieniowania elektromagnetycznego w zakresie nadfioletu i widzialnym widma 

(200-800 nm). W typowych dwuwiŃzkowych spektrofotometrach wiŃzka promieniowania ze Ŧr·dğa 

dzielona jest przez odpowiedni ukğad optyczny na dwie równocenne wiŃzki przechodzŃce r·wnolegle 

ï jedna przez roztwór odniesienia (bez badanej substancji), a druga przez roztwór badanej substancji. 

Rejestrator wskazuje r·Ũnice w iloŜci promieniowania obu wiŃzek docierajŃcych do detektora i 

przedstawia w postaci wielkoŜci jakŃ jest absorbancja. 
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1. Reakcje charakterystyczne i identyfikacja wňglowodan·w 

 

Wprowadzenie 

Wňglowodany to grupa niezbňdnych do Ũycia zwiŃzk·w naturalnych, wystňpujŃca we wszystkich 

organizmach roŜlinnych i zwierzňcych. W organizmach Ũywych stanowiŃ gğ·wne Ŧr·dğo energii w 

procesach metabolizmu oraz materiağu budulcowego roŜlin i zwierzŃt. PowstajŃ one w roŜlinach 

zielonych w procesie fotosyntezy. BiorŃc pod uwagň budowň chemicznŃ, wňglowodany moŨna 

zdefiniowaĺ jako polihydroksyaldehydy, polihydroksyketony lub substancje, z kt·rych w wyniku 

hydrolizy powstajŃ tego typu zwiŃzki. Wňglowodany dzieli siň na trzy grupy: monosacharydy (cukry 

proste), oligosacharydy (zbudowane z od dw·ch do dziesiňciu monosacharyd·w) i polisacharydy 

(polimery zbudowane z duŨej liczby monosacharyd·w). WğaŜciwoŜci chemiczne wňglowodan·w 

wynikajŃ z jednoczesnej obecnoŜci w ich czŃsteczkach grupy karbonylowej i hydroksylowej, 

skutkiem czego jest zdolnoŜĺ do tworzenia wewnŃtrz- i miňdzyczŃsteczkowych wiŃzaŒ 

hemiacetalowych i acetalowych. W zaleŨnoŜci od liczby wystňpujŃcych w czŃsteczkach atom·w 

wňgla, monosacharydy okreŜla siň jako triozy, tetrozy, pentozy, heksozy itd. WiňkszoŜĺ 

wystňpujŃcych w naturze monosacharyd·w naleŨy do grupy heksoz np. D-glukoza, D-fruktoza,           

D-galaktoza, D-mannoza lub pentoz np. D-ryboza, D-ksyloza. Najbardziej rozpowszechnionym w 

przyrodzie monosacharydem jest D-glukoza, kt·ra wystňpuje w stanie wolnym w wielu owocach, 

roŜlinach, miodzie ale teŨ we krwi, czy moczu zwierzŃt. 

W trakcie tworzenia wiŃzania hemiacetalowego w czŃsteczce monosacharydu pierwszy wňgiel staje 

siň asymetryczny, czego efektem jest powstanie produktu w postaci mieszaniny dw·ch 

stereoizomer·w zwanych anomerami, kt·re oznacza siň symbolami Ŭ i ɓ (rysunek1). 

 

 

Rysunek 1. Wzory ğaŒcuchowe i cykliczne (projekcja Hawortha) anomer·w ɓ i Ŭ L- i D-glukozy. 

 

Cukry (jednego szeregu D lub L) r·ŨniŃce siň konfiguracjŃ tylko przy jednym asymetrycznym atomie 

wňgla nazwano epimerami, np. D-glukoza i D-mannoza sŃ epimerami r·ŨniŃcymi siň konfiguracjŃ 

przy C-2. Monosacharydy wystňpujŃ gğ·wnie w formie pierŜcieniowej (hemiacetalowej), a nie w 

postaci acyklicznych aldehyd·w i keton·w. Postaĺ cyklicznŃ przedstawiamy w projekcji Hawortha. 
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KaŨdy z trwağych w stanie krystalicznym pierŜcieni hemiacetalowych (np. anomer Ŭ), w roztworze 

otwiera siň (powstaje forma ğaŒcuchowa) i ponownie zamyka, tworzŃc juŨ wtedy mieszaninň obu 

anomer·w (Ŭ i ɓ). Anomery ulegajŃ dalszym wzajemnym przeksztağceniom, aŨ w roztworze ustali 

siň r·wnowaga obu anomer·w i postaci ğaŒcuchowej. Mieszanina w stanie r·wnowagi w wypadku 

D-glukozy skğada siň z: 1/3 anomeru Ŭ, 2/3 anomeru ɓ oraz <1% odmiany ğaŒcuchowej. Zjawisko to 

moŨna obserwowaĺ mierzŃc skrňcalnoŜĺ wğaŜciwŃ roztworu, kt·ra zmienia siň od +112Ј w wypadku 

Ŭ-D-glukozy aŨ do osiŃgniňcia stanu r·wnowagi, kt·remu odpowiada wartoŜĺ skrňcalnoŜci wğaŜciwej 

równa +52Ј. Proces ten nosi nazwň mutarotacji (rysunek 2). 

 

Rysunek 2. Schemat zmian zachodzŃcych podczas mutarotacji. 

 

Monosacharydy i niekt·re disacharydy, podobnie jak aldehydy redukujŃ roztw·r Fehlinga, Benedicta 

i Tollensa, dlatego nazywamy je cukrami redukujŃcymi. Oznacza to, Ũe grupa aldehydowa cukru 

redukuje inny zwiŃzek, kt·remu oddaje elektron, a sama ulega utlenieniu do grupy karboksylowej.  

Disacharydy powstajŃ w wyniku poğŃczenia wiŃzaniem O-glikozydowym anomerycznego 

(pierwszego) atomu wňgla jednej jednostki monosacharydowej z grupŃ hydroksylowŃ drugiej. 

Disacharydy sŃ najpowszechniej wystňpujŃcymi w naturze oligosacharydami. Przykğadami 

disacharyd·w sŃ: sacharoza zbudowana z reszt D-glukozy i D-fruktozy, laktoza zawierajŃca w 

czŃsteczce D-galaktozň i D-glukozň oraz maltoza zbudowana z dw·ch reszt D-glukozy. 

a)     b) 

 

Rysunek 3. Wzór chemiczny a) sacharozy, czŃsteczki D-glukozy i D-fruktozy poğŃczone sŃ przez wiŃzanie                         

1,2-O-glikozydowe, b) maltozy, obie czŃsteczki D-glukozy ğŃczy wiŃzanie 1,4-O-glikozydowe. 

 

Polisacharydy sŃ polimerami zbudowanymi z wielu poğŃczonych ze sobŃ monosacharyd·w, kt·re 

mogŃ byĺ powiŃzane liniowo lub tworzyĺ ğaŒcuch rozgağňziony. Do polisacharyd·w naleŨŃ np. 

produkowane przez roŜliny celuloza, skrobia, guma arabska, czy teŨ wystňpujŃcy w organizmach 
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zwierzňcych glikogen. Skrobia jest najwaŨniejszym polisacharydem zapasowym roŜlin (Ŧr·dğo 

glukozy), magazynowanym w owocach, nasionach, korzeniach, bulwach, ğodygach, czy kğŃczach. W 

kaŨdym rodzaju skrobi wystňpujŃ dwa polisacharydy zbudowane z reszt D-glukozy: nierozgağňziona 

amyloza i rozgağňziona amylopektyna. Zapasowym polisacharydem zwierzŃt jest natomiast glikogen. 

Glikogen, podobnie jak skrobia, zbudowany jest z reszt D-glukozy i podobnie jak amylopektyna ma 

rozgağňziony ğaŒcuch polisacharydowy (rysunek 4). W ğaŒcuchach liniowych reszty D-glukozy 

poğŃczone sŃ wiŃzaniami Ŭ-1,4-O-glikozydowymi, natomiast w miejscach rozgağňzieŒ wystňpujŃ 

wiŃzania Ŭ-1,6-O-glikozydowe. 

 

Rysunek 4. Wzór chemiczny glikogenu. 

 

Celuloza jest nierozpuszczalnym w wodzie polisacharydem strukturalnym, w kt·rym czŃsteczki        

D-glukozy poğŃczone sŃ wiŃzaniami ɓ-1,4-O-glikozydowymi (rysunek 5). WiŃzanie ɓ sprawia, Ũe 

ğaŒcuchy polisacharydowe celulozy sŃ sztywne i dğugie i ukğadajŃ siň r·wnolegle jeden obok 

drugiego, tworzŃc wğ·kna. Struktury te sŃ stabilizowane wieloma miňdzyğaŒcuchowymi 

oddziağywaniami wodorowymi. Celuloza jest skğadnikiem Ŝciany kom·rkowej roŜlin wyŨszych, ale 

teŨ niekt·rych glon·w, czy grzyb·w. 

 

 

Rysunek 5. Wzór chemiczny celulozy. 

 

Opr·cz przedstawionego wczeŜniej wiŃzania O-glikozydowego, wňglowodany tworzŃ teŨ wiŃzanie 

N-glikozydowe, kt·re powstaje w wyniku ich reakcji z aminami. Typowym i waŨnym z punktu 

widzenia Ũycia przykğadem tego rodzaju wiŃzania, jest wiŃzanie wystňpujŃce w nukleozydach, 

nukleotydach, a tym samym w kwasach nukleinowych. Na rysunku 6 pokazano wiŃzanie                     

N-glikozydowe wystňpujŃce w uniwersalnym noŜniku energii adenozyno-5ô-trifosforanie - ATP. 
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Rysunek 6. Wzór chemiczny adenozyno-5ô-trifosforanu (ATP). 

A. Reakcje charakterystyczne polisacharyd·w 

 

Odczynniki i sprzňt laboratoryjny 

1. Polisacharydy: skrobia i celuloza (lignina) 

2. 0,5 M kwas solny 

3. 0,01 M roztw·r I2 i KI (30 g/L) (pğyn Lugola) 

4. Odczynnik Benedicta 

5. 60% H2SO4 

6. 1 M NaOH 

7. Stoper 

8. Prob·wki szklane 

9. Kuwety plastikowe 

10. Szkieğka zegarkowe 

11. ĞaŦnia wodna 

12. Pipety miarowe automatyczne: 20-200 ÕL oraz 500-5000 ÕL 

13. Spektrofotometr UV-Vis lub czytnik pğytek 

 

Wykonanie ĺwiczenia 

1. ANALIZA JAKOśCIOWA SKROBI (REAKCJA Z JODEM) 

Umieszczone w prob·wce 10 mg skrobi rozpuŜciĺ w 2 mL wody dejonizowanej (roztwór powinien 

byĺ klarowny, w razie potrzeby moŨna go ogrzaĺ). Nastňpnie do roztworu dodaĺ 100 mL pğynu 

Lugola. Obserwowaĺ zmianň zabarwienia roztworu. 

2. WPĞYW TEMPERATURY NA REAKCJŇ Z JODEM 

Prob·wkň zawierajŃcŃ roztw·r z poprzedniego ĺwiczenia (roztw·r skrobi zabarwionej jodem) 

ogrzaĺ w ğaŦni wodnej do wrzenia, a nastňpnie schğodziĺ strumieniem zimnej wody. Obserwowaĺ 

zmiany zabarwienia roztworu. 

3. KWASOWA HYDROLIZA SKROBI 

3.1. MONITOROWANIE PRZEBIEGU HYDROLIZY Z WYKORZYSTANIEM PĞYNU LUGOLA 

Do 9 szklanych prob·wek wprowadziĺ po 100 ÕL pğynu Lugola. W kolejnej prob·wce umieŜciĺ 

15 mg skrobi i rozpuŜciĺ jŃ w 3 mL wody dejonizowanej (roztw·r powinien byĺ klarowny, w razie 

potrzeby moŨna go ogrzaĺ). Do tak przygotowanego, ostudzonego roztworu dodaĺ 1,5 mL 0,5 M 

HCl. Na wylocie prob·wki zamontowaĺ chğodniczkň szklanŃ, a nastňpnie umieŜciĺ prob·wkň we 

wrzŃcej ğaŦni wodnej i ogrzewaĺ delikatnie wstrzŃsajŃc. Po 1, 2, 5, 10, 15, 20, 30 i 40 minutach 

ogrzewania, pobieraĺ po 100 ɛL roztworu z ogrzewanej prob·wki, dodawaĺ do uprzednio 

przygotowanych probówek zawierajŃcych pğyn Lugola (probówki 2-9, pierwsza probówka 
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stanowi odnoŜnik), a nastňpnie tak uzyskane roztwory rozcieŒczyĺ dodajŃc po 2,3 mL wody 

dejonizowanej. W kolejnym etapie zmierzyĺ absorbancjň uzyskanych roztwor·w uŨywajŃc 

spektrofotometru lub czytnika pğytek ï dğugoŜĺ fali odpowiednio 600 i 620 nm. Por·wnaĺ 

zabarwienie oraz wartoŜci absorbancji roztwor·w w zaleŨnoŜci od czasu prowadzenia hydrolizy. 

3.2. MONITOROWANIE PRZEBIEGU HYDROLIZY Z WYKORZYSTANIEM ODCZYNNIKA BENEDICTA 

Do czterech prob·wek wprowadziĺ po 0,5 mL 2 M NaOH. W kolejnej prob·wce umieŜciĺ 50 mg 

skrobi, a nastňpnie rozpuŜciĺ jŃ w 0,5 mL wody (roztw·r powinien byĺ klarowny, w razie potrzeby 

moŨna ogrzaĺ). Do tak przygotowanego, ostudzonego roztworu dodaĺ 0,5 mL 0,5 M HCl. Na 

wylocie prob·wki zamontowaĺ chğodniczkň szklanŃ, a nastňpnie umieŜciĺ prob·wkň we wrzŃcej 

ğaŦni wodnej i ogrzewaĺ delikatnie wstrzŃsajŃc. Po 1, 20, 40 i 60 minutach ogrzewania, pobieraĺ 

po 100 ɛL roztworu z ogrzewanej prob·wki i dodawaĺ do uprzednio przygotowanych probówek, 

zawierajŃcych roztw·r NaOH. Nastňpnie dodaĺ po 0,5 mL odczynnika Benedicta i przenieŜĺ 

prob·wkň na wrzŃcŃ ğaŦniň wodnŃ na 2 minuty. Obserwowaĺ zmiany barwy.  

W trakcie trwania hydrolizy wykonaĺ pr·bň pozytywnŃ: 10 mg glukozy rozpuŜciĺ w 1mL wody. 

Do tak przygotowanego roztworu dodaĺ 1 mL odczynnika Benedicta i podgrzewaĺ na wrzŃcej 

ğaŦni wodnej ok. 2 minut. Obserwowaĺ zachodzŃce zmiany. 

4. REAKCJA CELULOZY Z JODEM 

Na dw·ch szkieğkach zegarkowych umieŜciĺ po kawağku ligniny, a nastňpnie jeden z nich zwilŨyĺ 

wodŃ dejonizowanŃ, a drugi 60% roztworem H2SO4. Po upğywie 2 minut na oba kawağki nanieŜĺ 

kilka kropli pğynu Lugola. Zinterpretowaĺ otrzymane wyniki. 

Zakres materiağu  

klasyfikacja i stereochemia wňglowodan·w (konfiguracja wzglňdna i absolutna, diastereoizomery, 

epimery, anomery), znajomoŜĺ wzor·w strukturalnych monosacharyd·w (heksozy, ryboza), 

podstawowe reakcje chemiczne wňglowodan·w, pojňcie deoksycukr·w i cukr·w redukujŃcych, 

proces mutarotacji, budowa i funkcje biologiczne disacharydów (sacharoza, laktoza i maltoza), 

budowa i funkcje polisacharydów (skrobia, glikogen, celuloza) 

 

B. Kwasowa hydroliza polisacharyd·w 

 

Odczynniki i sprzňt laboratoryjny 

1. Polisacharydy: skrobia  

2. 0,5 M kwas solny 

3. 0,01 M roztw·r I2 i KI (30 g/L) (pğyn Lugola) 

4. Stoper 

5. Prob·wki szklane 

6. Kuwety plastikowe 

7. ĞaŦnia wodna 

8. Pipety miarowe automatyczne: 20-200 ÕL oraz 500-5000 ÕL 

9. Spektrofotometr UV-Vis lub czytnik pğytek 

 

Wykonanie ĺwiczenia 

Do 9 szklanych prob·wek wprowadziĺ po 100 ÕL pğynu Lugola. W kolejnej prob·wce umieŜciĺ        

15 mg skrobi i rozpuŜciĺ jŃ w 3 mL wody dejonizowanej (roztw·r powinien byĺ klarowny, w razie 

potrzeby moŨna go ogrzaĺ). Do tak przygotowanego, ostudzonego roztworu dodaĺ 1,5 mL 0,5 M 

HCl. Na wylocie prob·wki zamontowaĺ chğodniczkň szklanŃ, a nastňpnie umieŜciĺ prob·wkň we 
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wrzŃcej ğaŦni wodnej i ogrzewaĺ delikatnie wstrzŃsajŃc. Po 1, 2, 5, 10, 15, 20, 30 i 40 minutach 

ogrzewania, pobieraĺ po 100 ɛL roztworu z ogrzewanej prob·wki, dodawaĺ do uprzednio 

przygotowanych prob·wek zawierajŃcych pğyn Lugola (probówki 2-9, 1 probówka stanowi 

odnoŜnik), a nastňpnie tak uzyskane roztwory rozcieŒczyĺ dodajŃc po 2,3 mL wody dejonizowanej. 

W kolejnym etapie zmierzyĺ absorbancjň uzyskanych roztwor·w uŨywajŃc spektrofotometru lub 

czytnika pğytek ï dğugoŜĺ fali odpowiednio 600 i 620 nm. Por·wnaĺ zabarwienie oraz wartoŜci 

absorbancji roztwor·w w zaleŨnoŜci od czasu prowadzenia hydrolizy. 

Zakres materiağu  

klasyfikacja i stereochemia wňglowodan·w (konfiguracja wzglňdna i absolutna, diastereoizomery, 

epimery, anomery), znajomoŜĺ wzor·w strukturalnych monosacharyd·w (heksozy, ryboza), 

podstawowe reakcje chemiczne wňglowodan·w, pojňcie deoksycukr·w i cukr·w redukujŃcych, 

proces mutarotacji, budowa i funkcje biologiczne disacharyd·w (sacharoza, laktoza i maltoza), 

budowa i funkcje polisacharyd·w (skrobia, glikogen, celuloza). 

Literatura uzupeğniajŃca 

1. McMurry J, Chemia Organiczna, Wydawnictwo naukowe PWN, Warszawa. 

2. Morrison RT, Boyd RN, Chemia Organiczna, Wydawnictwo naukowe PWN, Warszawa. 

3. Stryer L, Biochemia, Wydawnictwo naukowe PWN, Warszawa. 
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2. Wyodrňbnianie i identyfikacja fosfolipid·w z m·zgu 

 

Wprowadzenie 

Lipidy wraz z biağkami i polisacharydami stanowiŃ gğ·wne skğadniki organizm·w Ũywych jak i ich 

poŨywienia. ZaspokajajŃ zapotrzebowanie energetyczne (czňŜciowo) i stanowiŃ materiağ zapasowy, 

ale sŃ r·wnieŨ substratami w syntezie waŨnych fizjologicznie substancji jak fosfolipidy czy 

prostanoidy. U czğowieka lipidy sŃ magazynowane gğ·wnie w adipocytach tkanki tğuszczowej. Lipidy 

to zr·Ũnicowana grupa zwiŃzk·w, kt·rych wsp·lnŃ cechŃ jest lipofilowoŜĺ. Grupy zwiŃzk·w 

naleŨŃcych do lipid·w oraz ich podziağ zestawiono poniŨej. 

 
 

KWASY TĞUSZCZOWE 

Kwasy tğuszczowe sŃ zbudowane z grupy karboksylowej i ğaŒcucha wňglowodorowego, zwykle o 

dğugoŜci od 12 do 24 atom·w wňgla. W naturze rzadko wystňpujŃ w wolnej postaci, ale sŃ 

skğadnikami triacylogliceroli, fosfolipid·w i glikolipid·w oraz stanowiŃ skğadnik bğon biologicznych. 

Kwasy tğuszczowe peğniŃ funkcjň materiağu energetycznego, a takŨe biorŃ udziağ w modyfikacji 

biağek. Kwasy wystňpujŃce w naturze, zwykle majŃ parzystŃ liczbň atom·w wňgla, najczňŜciej 16 lub 

18 atom·w wňgla i nierozgağňziony ğaŒcuch. 

Kwasy tğuszczowe dzielŃ siň na nasycone (zawierajŃce wyğŃcznie wiŃzania pojedyncze miňdzy 

atomami wňgla w ğaŒcuchu wňglowodorowym), kt·rych wz·r og·lny wyglŃda nastňpujŃco: 

CH3(CH2)nCOOH (gdzie n jest liczbŃ parzystŃ). Kwasy nienasycone zawierajŃ co najmniej jedno 

wiŃzanie podw·jne. DğugoŜĺ ğaŒcucha oraz iloŜĺ wiŃzaŒ podw·jnych wpğywajŃ na wğaŜciwoŜci 

kwas·w tğuszczowych. Im kr·tszy ğaŒcuch, tym niŨsza temperatura topnienia kwasu tğuszczowego. 

Podobnie na wğaŜciwoŜci kwasu tğuszczowego wpğywajŃ wiŃzania podw·jne- im wiňcej wiŃzaŒ      

cis-nienasyconych, tym niŨsza temperatura topnienia.   

Nazwy systematyczne kwas·w tğuszczowych tworzy siň od nazwy wyjŜciowego wňglowodoru, np. 

kwas palmitynowy (nazwa zwyczajowa) to kwas heksadekanowy (nazwa systematyczna, wskazujŃca 

na 16 atom·w wňgla), kwas stearynowy to kwas oktadekanowy (18 atom·w wňgla). PowyŨsze kwasy 

moŨna przedstawiĺ odpowiednio: 16:0 oraz 18:0, gdzie pierwsza liczba to liczba atom·w wňgla, a 

druga to liczba wiŃzaŒ podw·jnych. Lokalizacja wiŃzaŒ podw·jnych moŨe byĺ okreŜlona w nawiasie, 

przez podanie numerów atom·w wňgla przy kt·rych siň one znajdujŃ lub za pomocŃ symbolu ȹn 

gdzie n okreŜla numer atomu wňgla przy kt·rym znajduje siň wiŃzanie podw·jne, przy czym atomy 

sŃ numerowane zaczynajŃc od wňgla grupy karboksylowej. Np. kwas linolowy, C 18:2 (9,12), kwas 
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cis, cis- ȹ9,12-oktadekadienowy (numeracja zaznaczona na rysunku 1 czarnym kolorem). WiŃzania 

podw·jne sŃ zwykle oddzielone przez co najmniej jednŃ grupň metylenowŃ, a wiňc nie sŃ sprzňŨone. 

W naturalnie wystňpujŃcych kwasach tğuszczowych wiŃzania podw·jne najczňŜciej wystňpujŃ w 

konfiguracji cis i to one majŃ najwiňksze znaczenie fizjologiczne. Inny system nomenklatury, 

niezgodny z zasadami IUPAC, zakğada numeracjň atom·w wňgla od drugiego koŒca, tj. od poczŃtku 

ğaŒcucha wňglowodorowego (numeracja zostağa oznaczona na rysunku 1 kolorem zielonym). W tym 

przypadku numer jest poprzedzany literŃ n lub symbolem ɤ. Ta terminologia determinuje 

przynaleŨnoŜĺ kwas·w do grup omega-3 lub omega-6.  

 

Rysunek 1. Przykğadowe wzory oraz nazwy kwas·w tğuszczowych. 

NIEZBŇDNE NIENASYCONE KWASY TĞUSZCZOWE (NNKT) 

Niekt·re nienasycone kwasy tğuszczowe stanowiŃ podstawowe substraty w biosyntezie istotnych dla 

prawidğowej fizjologii zwiŃzk·w (prostaglandyn, ejkozanoid·w, skğadnik·w bğon kom·rkowych). 

Co istotne, muszŃ byĺ one dostarczane z poŨywieniem, poniewaŨ nie sŃ syntezowane przez organizm 

czğowieka. SŃ one nazywane niezbňdnymi nienasyconymi kwasami tğuszczowymi, czyli NNKT. 

NaleŨŃ do nich kwasy zawierajŃce co najmniej dwa wiŃzania podw·jne. Dzielimy je na dwie grupy: 

omega-3, zawierajŃce pierwsze wiŃzanie podw·jne przy wňglu ɤ-3 (n-3) oraz omega-6, zawierajŃce 

pierwsze wiŃzanie podw·jne przy wňglu ɤ-6 (n-6). Do pierwszej grupy naleŨy miňdzy innymi kwas 

Ŭ-linolenowy 18:3 (9,12,15), kwas ejkoaztetraenowy 20:4 (8,11,14,17), a do kwas·w ɤ-6 zaliczajŃ 

siň m.in. kwas linolowy, ɔ-linolenowy 18:3 (6,9,12) czy arachidonowy 20:4 (5,8,11,14). 

Kwasy linolowy i Ŭ-linolenowy to tzw. podstawowe NNKT i z nich organizmy ludzkie i zwierzňce 

sŃ wstanie utworzyĺ wyŨsze NNKT. Kwas linolowy jest szeroko rozpowszechniony i znajduje siň w 

oleju rzepakowym czy sğonecznikowym, r·wnieŨ kwas Ŭ-linolenowy znajduje siň w tych olejach 

jednak w mniejszych stňŨeniach. Dobrym Ŧr·dğem kwas·w ɤ-3 sŃ ryby. Istotny jest r·wnieŨ stosunek 

dostarczanych kwas·w ɤ-6 i ɤ-3 i optymalnie powinien on wynosiĺ 3:1. 

LIPIDY WĞAśCIWE 

W lipidach wğaŜciwych oraz glicerofosfolipidach czňŜciŃ alkoholowŃ jest glicerol. Atomy wňgla w 

glicerolu numeruje siň C1, C2, C3, gdzie C1 i C3 moŨna oznaczyĺ jako Ŭ, a C2 jako ɓ. Lokalizacjň 

kwas·w tğuszczowych oznacza siň stosujŃc przedrostek -sn przed nazwŃ reszty glicerolowej np.  

1,2,3- triacylo-sn-glicerol. Do tğuszcz·w wğaŜciwych zalicza siň jedynie triacyloglicerole (TAG), 

natomiast diacyloglicerole (DAG) i monoacyloglicerole (MAG) bywajŃ nazywane niepeğnymi 

acyloglicerolami.  

 

TAG zawierajŃce jeden rodzaj kwasu tğuszczowego sŃ nazywane prostymi, a te zawierajŃce 2 lub 3 

r·Ũne kwasy tğuszczowe mieszanymi. W naturze TAG wystňpujŃ w znacznej przewadze nad MAG i 

DAG. Tğuszcze wğaŜciwe zawierajŃce nasycone kwasy tğuszczowe sŃ zwykle substancjami stağymi w 
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temperaturze pokojowej. Wystňpowanie wiŃzaŒ wielokrotnych sprawia, Ũe ğaŒcuchy 

wňglowodorowe kwas·w nie sŃ ŜciŜle Ăupakowaneò, co wpğywa na zmniejszenie siğy oddziağywaŒ 

hydrofobowych i determinuje ich wystňpowanie w stanie ciekğym. 

FOSFOLIPIDY 

Fosfolipidy, do kt·rych zalicza siň glicerofosfolipidy oraz sfingofosfolipidy, sŃ szeroko 

rozpowszechnione w organizmach Ũywych, a wysokie stňŨenie obserwuje siň w tkance nerwowej, i 

bğonie kom·rkowej. Dobrym Ŧr·dğem fosfolipid·w sŃ Ũ·ğtka jaj oraz nasiona roŜlin oleistych. 

 

 

 

 

 

 

 

Rysunek 2. Budowa wybranych fosfolipidów. 

Glicerofosfolipidy sŃ zbudowane z glicerolowego rdzenia, dw·ch reszt kwas·w tğuszczowych oraz 

ufosforylowanej grupy gğowy. Budowa przykğadowych fosfolipid·w jest przedstawiona na 

rysunku 2. CzňŜĺ tworzona przez dğugie ğaŒcuchy alifatyczne kwas·w tğuszczowych ma charakter 

hydrofobowy (tzw. Ăogonò), a czňŜĺ tworzona przez wiŃzania estrowe, grupň fosforanowŃ i aminowŃ 

jest hydrofilowa (tzw. Ăgğowaò). Taka czŃsteczka jest nazywana amfipatycznŃ (amfifilowŃ) i oznacza 

to, Ũe jej czňŜci mogŃ siň jednoczeŜnie rozpuszczaĺ w rozpuszczalnikach o r·Ũnym charakterze.  

W wodzie czŃsteczki lipid·w mogŃ tworzyĺ roŨne ukğady, uniemoŨliwiajŃce kontakt czňŜci 

hydrofobowej z wodŃ (rysunek 3), tj.: 

Á micele - kuliste formy tworzone gğ·wnie przez sole kwas·w tğuszczowych (mydğa), posiadajŃce 

tylko jeden hydrofobowy ğaŒcuch alifatyczny, uformowane tak, aby hydrofobowe ğaŒcuchy byğy 

schowane do Ŝrodka, a hydrofilowe grupy gğowy byğy skierowane na zewnŃtrz, do rozpuszczalnika 

polarnego; 
 

Á dwuwarstwy lipidowe - tworzone przez fosfolipidy, w kt·rych dwa ğaŒcuchy alifatyczne zajmujŃ 

zbyt duŨŃ przestrzeŒ, Ũeby utworzyĺ micelň; hydrofobowe ğaŒcuchy sŃ skierowane do wnňtrza 

dwuwarstwy, a hydrofilowe grupy gğowy znajdujŃ siň na jej powierzchniach; 
 

Á liposomy - pňcherzyki utworzone z dwuwarstwy lipidowej, w kt·rych wnňtrzu znajduje siň 

rozpuszczalnik polarny. 

 

 

 

 

Rysunek 3. Formy tworzone przez lipidy w rozpuszczalnikach polarnych. 
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Odczynniki i sprzňt laboratoryjny  

1. Tkanka biologiczna ï mózg 

2. Pğytki chromatograficzne (20Ĭ20 cm) pokryte 0,25 mm warstwŃ Ũelu krzemionkowego z 
indykatorem UV 

3. Szkğo laboratoryjne: komora chromatograficzna, spryskiwacz, moŦdzierz, prob·wki, kapilary, 

pipety, zestaw do sŃczenia (lejek zwykğy + bibuğa filtracyjna), cylindry miarowe 

4. Suszarka do wğos·w 

5. Lampa UV (ɚ = 254 nm) 

6. Wirówka 

7. Wyparka pr·Ũniowa 

8. Roztwór CHCl3 : MeOH (2 : 1; v/v) 

9. Roztwór 0,5 M KCl w 50% MeOH 

10. Ukğad rozwijajŃcy: CHCl3 : EtOH : trietyloamina : H2O (4 : 5 : 4 : 1; v/v/v/v) 

11. Ukğad wywoğujŃcy: 0,01% roztw·r rodaminy 6G w 95% etanolu 

12. Standardy lipidów: fosfatydyloseryny, fosfatydylocholiny, lizofosfatydylocholiny, 

fosfatydyloetanoloaminy, N-metylofosfatydyloetanoloaminy, N,N-dimetylofosfatydyloetanolo-

aminy, lizofosfatydyloetanoloaminy (1 mg/mL w CHCl3 : MeOH (2 : 1; v/v)) 

 

Wykonanie ĺwiczenia 

A. Wyodrňbnianie lipidów z mózgu 

 

200 mg m·zgu rozdrobniĺ w moŦdzierzu. Dodaĺ 10 mL roztworu o skğadzie: CHCl3 : MeOH (2 : 1; 

v/v) i poddaĺ homogenizacji. CağoŜĺ przenieŜĺ do prob·wki plastikowej, sonikowaĺ na ğaŦni 

ultradŦwiňkowej, a nastňpnie dokğadnie wytrzasnŃĺ na "Vortexie". Zawiesinň odwirowaĺ przez 5 min 

przy 1500 RPM. Zebraĺ pipetŃ Pasteura supernatant. Do pozostağego osadu dodaĺ ponownie 10 mL 

roztworu CHCl3 : MeOH (2 : 1; v/v), wytrzŃsnŃĺ na "Vortexie", odwirowaĺ jak poprzednio i zebraĺ 

supernatant. Do poğŃczonych warstw organicznych (supernatant 1 i 2) dodaĺ 5 mL 0,5 M KCl w 50% 

MeOH, wytrzŃsnŃĺ na "Vortexie" i odwirowaĺ jak poprzednio. Za pomocŃ pipety Pasteura usunŃĺ 

ostroŨnie g·rnŃ warstwŃ, a do warstwy dolnej dodaĺ ponownie 5 mL 0,5 M KCl w 50% MeOH, 

nastňpnie wytrzŃsnŃĺ na "Vortexie" i odwirowaĺ. Ponownie usunŃĺ g·rnŃ warstwŃ, a do pozostağej 

warstwy organicznej dodaĺ bezwodnego MgSO4. Po 10 min roztw·r przesŃczyĺ do kolby 

okŃgğodennej. Rozpuszczalnik organiczny usunŃĺ za pomocŃ wyparki pr·Ũniowej. PozostağŃ 

mieszaninň lipidów rozpuŜciĺ w 0,5 mL roztworu CHCl3 : MeOH (2 : 1; v/v). 

 

B. Identyfikacja fosfolipidów wyodrňbnionych z mózgu 

 

Na pğytce chromatograficznej* (20×20 cm) w odlegğoŜci 2 cm od brzegu narysowaĺ delikatnie 

miňkkim oğ·wkiem liniň, na kt·rej co 1,5 cm zaznaczyĺ punkty. W oznaczonych punktach nanieŜĺ 

kapilarŃ poszczeg·lne roztwory standard·w lipid·w oraz ekstrakt lipid·w. Odparowaĺ 

rozpuszczalnik chğodnym strumieniem powietrza z suszarki do wğos·w. WğoŨyĺ pğytkň do komory 

chromatograficznej nasyconej parami ukğadu rozwijajŃcego i pozostawiĺ do momentu, gdy czoğo 

ukğadu rozwijajŃcego osiŃgnie poziom okoğo 2 cm od g·rnego brzegu pğytki. Po wyjňciu pğytki z 

komory chromatograficznej poğoŨyĺ jŃ na czystej bibule na blacie pod wğŃczonym wyciŃgiem, 

narysowaĺ miňkkim oğ·wkiem liniň czoğa rozpuszczalnika, po czym wysuszyĺ za pomocŃ suszarki 

do wğos·w i spryskaĺ (pod wğŃczonym wyciŃgiem!) ukğadem wywoğujŃcym. Odparowaĺ etanol 

(chğodny strumieŒ suszarki do wğos·w), umieŜciĺ pğytkň w Ŝwietle lampy UV (ɚ254) i delikatnie 

miňkkim oğ·wkiem obrysowaĺ pojawiajŃce siň plamy. Wyznaczyĺ wartoŜci Rf dla standardów 

lipidów i badanej próbki. Na podstawie obliczonych wartoŜci Rf zidentyfikowaĺ lipidy obecne w 

badanej tkance. 

*Uwaga! Podczas wszystkich operacji naleŨy unikaĺ dotykania zğoŨa pğytki palcami. 
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Zakres materiağu 

chromatografia TLC, budowa (wzory chemiczne), klasyfikacja i funkcje lipidów, budowa 

fosfolipid·w, budowa i funkcje bğony kom·rkowej, amfipatycznoŜĺ (amfifilowoŜĺ), budowa miceli, 

dwuwarstwy lipidowej i liposomu, czym sŃ mydğa (umieĺ narysowaĺ wz·r chemiczny) 

Literatura uzupeğniajŃca 

1. Koğodziejczyk A, Naturalne ZwiŃzki Organiczne, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 

2006. 

2. Hames BD, Hooper NM, Kr·tkie Wykğady Biochemia, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 

2009. 

3. Berg J, Tymoczko J, Stryer L, Biochemia, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2005. 

4. Voet D, Voet JG, Biochemistry, Fourty Edition, John Wiley & Sons, Inc., 2011. 
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3. Badanie wpğywu inhibitora na aktywnoŜĺ proteolitycznŃ trypsyny 

 

Wprowadzenie 

Niemal wszystkie reakcje zachodzŃce w organizmach Ũywych przebiegajŃ przy udziale bardzo 

silnych i wyjŃtkowo specyficznych biokatalizator·w zwanych enzymami. Prawie wszystkie enzymy 

to biağka. WyjŃtek stanowiŃ niekt·re kwasy rybonukleinowe wykazujŃce aktywnoŜĺ enzymatycznŃ. 

Enzymy biağkowe dzielŃ siň na enzymy proste zbudowane wyğŃcznie z aminokwas·w oraz enzymy 

zğoŨone, w kt·rych opr·cz biağka (apoenzymu) jest jeszcze kofaktor. PoğŃczenie apoenzymu z 

kofaktorem prowadzi do powstania katalitycznie aktywnego holoenzymu. Kofaktorami mogŃ byĺ 

kationy metali lub drobnoczŃsteczkowe zwiŃzki organiczne, nazywane koenzymami. Enzymy 

przyspieszajŃ osiŃgniňcie stanu r·wnowagi reakcji, lecz nie wpğywajŃ na wartoŜĺ stağej r·wnowagi. 

Enzymy zwiňkszajŃ szybkoŜĺ reakcji - od 106 do nawet 1017 razy w porównaniu z reakcjami 

niekatalizowanymi - oraz nie zuŨywajŃc siň w ich trakcie. WiňkszoŜĺ enzym·w charakteryzuje 

wysoka specyficznoŜĺ dziağania, zar·wno pod wzglňdem katalizowanej reakcji, jak i wyboru 

substrat·w biorŃcych w niej udziağ. ZaleŨnoŜĺ miňdzy szybkoŜciŃ reakcji enzymatycznej, a stňŨeniem 

substratu wyraŨa r·wnanie i wykres Michaelisa-Menten (rysunek 1). Opis wyprowadzenia równania 

Michaelisa-Menten znajduje siň we wstňpie do ĺwiczenia Badanie kinetyki enzymów. 

 

 
 

Rysunek 1. Hiperboliczna zaleŨnoŜĺ szybkoŜci poczŃtkowej 

reakcji enzymatycznej (V0) od stňŨenia substratu [S]. VMAX  to 

maksymalna szybkoŜĺ danej reakcji osiŃgana przy odpowiednio 

wysokich stňŨeniach substratu. KM to stağa Michaelisa, czyli 

takie stňŨenie substratu przy kt·rym szybkoŜĺ reakcji osiŃga 

poğowň wartoŜci VMAX . 
 

Liniowe przeksztağcenie równania Michaelisa-Menten przedstawia wykres Lineweavera-Burka 

(rysunek 2). 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rysunek 2. Równanie i wykres liniowy Lineweavera-Burka. 

 

Miňdzynarodowa Unia Biochemii i Biologii Molekularnej przedstawia podziağ enzym·w na 7 klas w 

zaleŨnoŜci od rodzaju katalizowanej reakcji. JednŃ z klas stanowiŃ hydrolazy (klasa EC 3). Enzymy 

te katalizujŃ reakcje hydrolizy wiŃzaŒ chemicznych wystňpujŃcych w zwiŃzkach naturalnych.  

Gğ·wnŃ podklasň hydrolaz stanowiŃ enzymy uczestniczŃce w hydrolizie wiŃzaŒ peptydowych. SŃ 

one okreŜlane og·lnym terminem peptydaz lub proteaz (EC 3.4). WŜr·d peptydaz wyr·Ũniane sŃ 

endopeptydazy, zwane teŨ proteinazami, kt·re hydrolizujŃ wiŃzania peptydowe wewnŃtrz ğaŒcucha 

polipeptydowego i biağkowego (np. ɓ-trypsyna, Ŭ-chymotrypsyna, elastaza) oraz egzopeptydazy 

odpowiadajŃce za hydrolizň skrajnych wiŃzaŒ peptydowych (rysunek 3). Do tej drugiej grupy naleŨŃ 

m.in. amino- i karboksypeptydazy odcinajŃce pojedyncze reszty aminokwasowe odpowiednio od     

N- i C-koŒc·w ğaŒcucha biağkowego lub peptydowego. 
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Rysunek 3. Hydroliza wiŃzaŒ peptydowych przeprowadzana 

przez endopeptydazy i egzopeptydazy. Koniec peptydu lub biağka 

z wolnŃ grupŃ Ŭ-aminowŃ (NH2-) nazywany jest N-koŒcem, 

koniec z wolnŃ grupŃ Ŭ-karboksylowŃ (-COOH) okreŜlany jest   

C-koŒcem. 

W zaleŨnoŜci od mechanizmu dziağania proteinazy dzielone sŃ na kilka podgrup, takich jak: 

proteinazy serynowe, cysteinowe, aspartylowe, treoninowe i metaloproteinazy. Przedmiotem 

ĺwiczenia bňdzie oznaczenie aktywnoŜci enzymatycznej bydlňcej ɓ-trypsyny, która naleŨy do 

proteinaz serynowych. KluczowŃ rolň w trakcie katalizowanej przez proteinazy serynowe hydrolizy 

wiŃzania peptydowego odgrywa grupa hydroksylowa ğaŒcucha bocznego reszty Ser195 (numeracjň 

przyjňto wg kolejnoŜci reszt aminokwasowych obecnych w chymotrypsynie, rysunek 4). 

Aminokwas ten wraz z dwoma innymi, His57 oraz Asp102, tworzŃ aparat katalityczny enzymu, 

zwany triadŃ katalitycznŃ lub ukğadem przenoszenia ğadunku. Hydroliza rozpoczyna siň od ataku 

nukleofilowego grupy hydroksylowej Ser195 enzymu na karbonylowy atom wňgla w wiŃzaniu 

peptydowym substratu (peptydu lub biağka). NukleofilowoŜĺ grupy hydroksylowej Ser195 jest 

zwiňkszona dziňki oderwaniu od niej protonu przez pierŜcieŒ imidazolowy His57 peğniŃcy w tym 

przypadku funkcjň zasady. RolŃ zdeprotonowanej, obdarzonej ğadunkiem ujemnym w warunkach 

fizjologicznych grupy ɓ-karboksylowej Asp102 jest stabilizacja przejŜciowego ğadunku dodatniego 

w sprotonowanym, dodatnio nağadowanym pierŜcieniu imidazolowym His57. 

 

 

 

 

Rysunek 4. Struktura przestrzenna Ŭ-chymotrypsyny z 

zaznaczonŃ triadŃ katalitycznŃ - His57 (zielony), Asp102 (cyjan) 

oraz Ser195 (niebieski) w miejscu aktywnym enzymu. Kolorem 

Ũ·ğtym oznaczono struktury ɓ, kolorem czerwonym helisy Ŭ 

(rysunek wykonany w programie PyMol na podstawie struktury 

1CHO z bazy Protein Data Bank). 

 

Chymotrypsyna i trypsyna naleŨŃ do proteinaz serynowych, wykazujŃ wysokie podobieŒstwo w 

obrňbie sekwencji aminokwasowej i struktury przestrzennej, ale posiadajŃ odmiennŃ specyficznoŜĺ 

substratowŃ. Trypsyna katalizuje hydrolizň wiŃzaŒ peptydowych utworzonych przez grupy 

karboksylowe zasadowych reszt aminokwasowych, takich jak Arg i Lys. Chymotrypsyna hydrolizuje 

wiŃzania peptydowe po resztach aminokwas·w hydrofobowych: alifatycznych (Leu) oraz 

aromatycznych (Phe, Tyr). Oba enzymy (a takŨe trzeci z nich, elastaza) to enzymy trawienne 

(proteolityczne) wytwarzane w postaci nieaktywnych zymogen·w (proenzym·w) w trzustce, skŃd 

trafiajŃ jako skğadniki soku trzustkowego do jelita cienkiego (dwunastnicy). Ich rolŃ jest trawienie 

spoŨywanych w pokarmie biağek. Zar·wno zbyt niska, jak r·wnieŨ zbyt wysoka aktywnoŜĺ enzymów 

proteolitycznych moŨe prowadziĺ do bardzo groŦnych stan·w patologicznych (np. zapalenia i 

nowotworu trzustki). Z tego teŨ powodu w organizmach Ũywych funkcjonujŃ bardzo sprawne 

mechanizmy kontrolujŃce poziom aktywnoŜci proteaz. ZwiŃzkami, kt·re blokujŃ aktywnoŜĺ 

enzymów, a tym samym zapobiegajŃ niekontrolowanej proteolizie, sŃ powszechnie wystňpujŃce w 

organizmach roŜlinnych i zwierzňcych inhibitory. Naturalnie wystňpujŃce inhibitory proteinaz 

serynowych to najczňŜciej biağka o masie czŃsteczkowej od 3 do blisko 700 kD.  
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Inhibicja proteaz moŨe przebiegaĺ w spos·b nieodwracalny lub odwracalny. W tym drugim 

przypadku wyr·Ũniane sŃ 3 rodzaje inhibicji (rysunek 5): kompetycyjna, niekompetycyjna 

(okreŜlana niekiedy jako inhibicja mieszana) oraz akompetycyjna. Inhibicja kompetycyjna jest 

najczňŜciej spotykanym typem inhibicji. Inhibitor kompetycyjny ğŃczy siň tylko z wolnym enzymem. 

W modelu klasycznym (kanonicznym) inhibitor i substrat sŃ podobne do siebie i konkurujŃ o to samo 

miejsce aktywne enzymu. PrzyğŃczenie inhibitora redukuje iloŜĺ wolnego enzymu dostňpnego dla 

substratu. Inhibicja ta moŨe zostaĺ zniesiona na skutek wzrostu stňŨenia substratu. Dodanie inhibitora 

powoduje wzrost wartoŜci stağej Michaelisa KM, kt·ra charakteryzuje oddziağywanie enzymu z 

substratem, natomiast wartoŜĺ szybkoŜci maksymalnej VMAX  pozostaje bez zmian (rysunek 5A).  

W inhibicji niekompetycyjnej inhibitory nie sŃ analogami substratu i nie wiŃŨŃ siň do miejsca 

aktywnego enzymu (rysunek 5B). Inhibitor niekompetycyjny wykazuje powinowactwo zarówno do 

wolnego enzymu, jak r·wnieŨ do kompleksu enzym-substrat. W przypadku tej inhibicji wartoŜĺ 

VMAX  zawsze ulega obniŨeniu, natomiast wartoŜĺ stağej KM moŨe rosnŃĺ (jeŜli inhibitor wykazuje 

wyŨsze powinowactwo wobec wolnego enzymu niŨ wobec kompleksu enzym-substrat), maleĺ (jeŜli 

inhibitor chňtniej wiŃŨe siň z kompleksem enzym-substrat niŨ z wolnym enzymem) lub pozostawaĺ 

bez zmian (jeŨeli powinowactwo inhibitora wobec kompleksu enzym-substrat oraz wobec wolnego 

enzymu jest jednakowe). 

Inhibitor akompetycyjny wiŃŨe siň wyğŃcznie z kompleksem enzym-substrat (ES) tworzŃc 

nieaktywny kompleks enzym-substrat-inhibitor (ESI). Inhibicja ta nie moŨe zostaĺ zniesiona wskutek 

wzrostu stňŨenia substratu. Inhibitor ten powoduje obniŨenie zar·wno wartoŜci VMAX  jak r·wnieŨ KM 

(rysunek 5C). 

 
Rysunek 5. Schematyczna prezentacja inhibicji odwracalnej: (A) kompetycyjnej; (B) niekompetycyjnej; (C) 

akompetycyjnej wraz z odpowiednimi wykresami Lineweavera-Burka ukazujŃcymi wpğyw rosnŃcego stňŨenia inhibitora 

(stňŨenie [I] oraz jego dwukrotnie wyŨsza wartoŜĺ 2 Ĭ [I]) na jego oddziağywanie z substratem (wyraŨone jako VMAX  i 

KM). W przypadku inhibicji niekompetycyjnej (B) wykres przedstawia wpğyw inhibitora wykazujŃcego jednakowe 

powinowactwo wobec kompleksu enzym-substrat oraz wobec wolnego enzymu. 
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Odczynniki i sprzňt laboratoryjny 

1. Spektrofotometr UV-Vis lub czytnik pğytek 

2. Kuwety plastikowe lub pğytka 96-doğkowa 

3. Roztwór bydlňcej ɓ-trypsyny: 0,8 mg enzymu w 1 mL 1 mM roztworu HCl (objňtoŜĺ podana na 

parň) 

4. Roztwór inhibitora: 0,3 mg w 1 mL wody (700 ɛL na parň) 

5. Roztwór substratu p-nitroanilidu benzoilo-D,L-argininy 5 mg w 1 mL DMSO (objňtoŜĺ podana 

na parň) 

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

7. Pipety automatyczne (20-200 ɛL, 100-1000 ɛL i 500-5000 ɛL) 

8. 30% kwas octowy 

9. Prob·wki zwykğe szklane 

10. Stoper 

 

Wykonanie ĺwiczenia 

A. Oznaczanie zaleŨnoŜci aktywnoŜci trypsyny od pH 

 

Przygotowaĺ 9 prob·wek szklanych. Do pierwszej dodaĺ 2 mL wody, do kolejnych dodaĺ po 2 mL 

bufor·w o r·Ũnym pH. Do prob·wki 1 (odnoŜnik) dodaĺ 50 ɛL wody, natomiast do pozostağych 

dodaĺ po 50 ɛL roztworu trypsyny. Nastňpnie, do wszystkich prob·wek dodaĺ jak najszybciej po     

50 ɛL roztworu substratu p-nitroanilidu benzoilo-D,L-argininy (rysunek 6). Delikatnie zamieszaĺ 

zawartoŜĺ prob·wek. Po 10 min przerwaĺ katalizowanŃ przez trypsynň reakcjň hydrolizy substratu 

poprzez dodanie po 100 ɛL 30% roztworu kwasu octowego. Nastňpnie ponownie delikatnie 

zamieszaĺ probówki. Zmierzyĺ absorbancjň uwolnionej p-nitroaniliny przy dğugoŜci fali 405 nm. 

WykreŜliĺ krzywŃ zaleŨnoŜci aktywnoŜci trypsyny od pH. Przedyskutowaĺ otrzymane wyniki. 

 

Rysunek 6. Produkty powstajŃce w trakcie hydrolizy substratu chromogenicznego p-nitroanilidu benzoilo-D,L-argininy 

przez trypsynň. PowstajŃca p-nitroanilina absorbuje Ŝwiatğo o dğugoŜci fali 410 nm. Stosowany na zajňciach substrat to 

mieszanina dw·ch izomer·w, hydrolizowanego przez trypsynň p-nitroanilidu benzoilo-L-argininy oraz p-nitroanilidu 

benzoilo-D-argininy (zawierajŃcego w swej strukturze enancjomer D-argininy), który nie ulega hydrolizie. 

 



Ĺwiczenia Laboratoryjne | Skrypt dla Studentów | Katedra Biochemii Molekularnej 

25 

 

B. Badanie przybliŨonej kinetyki hamowania aktywnoŜci trypsyny 

 

Do 9 prob·wek zawierajŃcych po 2 mL buforu o pH 8,3 dodaĺ po 50 ɛL roztworu trypsyny. Nastňpnie 

do prob·wek od 2 do 9 dodaĺ, moŨliwie w jak najkr·tszym czasie, nastňpujŃce objňtoŜci roztworu 

inhibitora (UWAGA: do probówki 1 nie dodajemy inhibitora): 20 ɛL, 40 ɛL, 60 ɛL, 70 ɛL, 80 ɛL, 

100 ɛL, 120 ɛL, 140 ɛL (objňtoŜci dodawanego inhibitora przekonsultowaĺ z prowadzŃcym zajňcia) 

i delikatnie zamieszaĺ zawartoŜĺ prob·wek. Po 15 minutach inkubacji enzymu z inhibitorem do 

wszystkich prob·wek dodaĺ po 50 ɛL roztworu substratu, p-nitroanilidu benzoilo-D,L-argininy i 

ponownie zamieszaĺ zawartoŜĺ prob·wek. Po kolejnych 15 minutach przerwaĺ reakcje poprzez 

dodanie do wszystkich prob·wek, moŨliwie jak najszybciej, po 100 ɛL 30% roztworu kwasu 

octowego. Nastňpnie delikatnie zamieszaĺ probówki. Za pomocŃ czytnika pğytek lub 

spektrofotometru UV-Vis zmierzyĺ absorbancjň roztwor·w z poszczeg·lnych prob·wek przy 

dğugoŜci fali 405 nm (dla czytnika pğytek) lub 410 nm (dla spektrofotometru), stosujŃc jako odnoŜnik 

prob·wkň 1 (wzorzec) z zadania A. 

WykreŜliĺ krzywŃ zaleŨnoŜci absorbancji od objňtoŜci dodanego roztworu inhibitora. 

Obliczyĺ przybliŨonŃ masň czŃsteczkowŃ stosowanego na zajňciach inhibitora wychodzŃc z 

zağoŨenia, Ũe reakcja miňdzy enzymem i inhibitorem przebiega wedğug stechiometrii 1:1 i jest 

nieodwracalna (E + I = EI) oraz ukazana na wykresie poğowa spadku aktywnoŜci trypsyny 

(E410(50%)) odpowiada poğowie zablokowania trypsyny. UWAGA: Enzym wykazuje 100% swej 

aktywnoŜci w prob·wce bez inhibitora. Z wykresu naleŨy odczytaĺ objňtoŜĺ inhibitora, kt·ra 

spowodowağa 50% spadek aktywnoŜci enzymu. Masa czŃsteczkowa trypsyny wynosi okoğo                 

24 000 Da. 

Zakres materiağu 

wzory strukturalne w projekcji Fischera oraz symbole jedno- i trójliterowe aminokwasów 

biağkowych, budowa i rola enzymów, równanie i wykres Michaelisa-Menten oraz Lineweavera-

Burka, rodzaje inhibicji odwracalnej, specyficznoŜĺ substratowa proteinaz serynowych (trypsyny, 

elastazy, chymotrypsyny), pojňcia: kieszeŒ substratowa (centrum aktywne), proteazy, endopeptydazy 

(proteinazy), egzopeptydazy, triada katalityczna, stağa Michaelisa, wz·r chemiczny p-nitroanilidu 

benzoilo-D,L-argininy oraz produkt·w powstağych podczas hydrolizy trypsynŃ 

Literatura uzupeğniajŃca 

1. Berg MJ, Tymoczko LJ, Stryer L, Biochemia, Wydanie V, Wydawnictwo Naukowe PWN, 

Warszawa 2019. 

2. BaŒkowski E, Biochemia. Podrňcznik dla student·w uczelni medycznych, Wydanie III, Edra 

Urban&Partner, Wrocğaw 2016. 

3. Copeland AR, Enzymes: A Practical Introduction to Structure, Mechanism, and Data Analysis, 

2nd Edition, Wiley 2000. 
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4. Wyodrňbnianie RNA z droŨdŨy 

 

Wprowadzenie 

BUDOWA KWASÓW NUKLEINOWYCH 

DNA i RNA, nazywane kwasami nukleinowymi, sŃ zbudowane z podstawowych cegieğek, jakimi sŃ 

nukleozydy i nukleotydy. Nukleozydy skğadajŃ siň z zasady organicznej oraz cukru (pentozy). 

Natomiast nukleotydy to estry fosforanowe nukleozyd·w. Zasady organiczne wystňpujŃce w 

kwasach nukleinowych sŃ pochodnymi pirymidyny i puryny (rysunek 1), dlatego rozr·Ũnia siň 

nukleotydy purynowe i pirymidynowe (rysunek 2).  

 

Rysunek 1. Wzory strukturalne zasad azotowych wystňpujŃcych z DNA i RNA. 

Cukrem wystňpujŃcym w DNA jest deoksyryboza, a w RNA jest to ryboza. Nukleotydy, z kt·rych 

powstaje DNA nazywamy deoksynukleotydami (deoksyadenozyno-5ô-monofosforan (dAMP), 

deoksyguanozyno-5ô-monofosforan (dGMP), deoksycytydyno-5ô-monofosforan (dCMP), 

deoksytymidyno-5ô-monofosforan (dTMP)). Z kolei nukleotydy wystňpujŃce w RNA to: adenozyno-

5ô-monofosforan (AMP), guanozyno-5ô-monofosforan (GMP), cytydyno-5ô-monofosforan (CMP) i 

urydyno-5ô-monofosforan (UMP). Wzory wybranych nukleotydów przedstawiono na rysunku 2. W 

kaŨdym z tych nukleotyd·w C1-cukru poğŃczony jest z zasadŃ poprzez jeden z atom·w azotu, tworzŃc 

wiŃzanie N-glikozydowe. JeŨeli zasadŃ jest pirymidyna, to w wiŃzanie cukru jest wğŃczony azot 1 

pierŜcienia (N-1). JeŨeli zasadŃ jest puryna, to cukier wiŃŨe siň poprzez azot w pozycji 9 (N-9) 

(rysunek 2). Nukleotydy w ğaŒcuchu DNA i RNA poğŃczone sŃ ze sobŃ wiŃzaniem                             

3ô,5ô-fosfodiestrowym (rysunek 3a).  

 

Rysunek 2. Wzory strukturalne wybranych nukleotydów. 
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Struktura DNA zostağa zaproponowana w 1953 roku przez Jamesa Watsona i Francisa Cricka, jako 

dwuniciowa prawoskrňtna helisa stabilizowana wiŃzaniami wodorowymi ğŃczŃcymi komplementarne 

zasady azotowe: adeninň (A) i tyminň (T), kt·re tworzŃ dwa wiŃzania wodorowe oraz guaninň (G) i 

cytozynň (C), kt·re tworzŃ trzy wiŃzania wodorowe (A=T, G¹C  (rysunek 3c). KaŨda z nici DNA 

ma na jednym koŒcu (oznaczanym jako koniec 5ô), przy ostatnim nukleotydzie wolnŃ grupň 

fosforanowŃ przy wňglu 5ô deoksyrybozy, a na drugim koŒcu (oznaczanym jako koniec 3ô) ostatni 

nukleotyd posiada wolnŃ grupň hydroksylowŃ przy wňglu 3ô deoksyrybozy (rysunek 3a). Informacja 

genetyczna przechowywana jest w postaci sekwencji nukleotyd·w. Sekwencjň nukleotyd·w zapisuje 

siň jako sekwencje zasad w kierunku od koŒca 5ô nici DNA (uwaŨany za poczŃtek ğaŒcucha) do koŒca 

3ô-koniec ğaŒcucha (w kierunku 5ô­ 3ôȢ Dwa ğaŒcuchy DNA w dwuniciowej helisie sŃ uğoŨone 
antyr·wnolegle wzglňdem siebie (jedna z nici zorientowana jest w kierunku 5ô­ 3ô, a druga w 

kierunku 3ô­ 5ô) (rysunek 3c).  

Podobnie jak w przypadku DNA, sekwencjň nukleotyd·w RNA zapisuje siň jako sekwencjň zasad w 

kierunku 5ô­ 3ô. RNA jest jednoniciowe, ale czŃsteczka RNA moŨe zawieraĺ regiony o budowie 

podobnej do dwuniciowej helisy. Dzieje siň tak, gdy ğaŒcuch RNA zakrňca i jeŜli wtedy w pobliŨu 

siebie znajdŃ siň zasady komplementarne, to tworzŃ siň miňdzy nimi wiŃzania wodorowe. Taki 

motyw RNA to tzw. spinka do wğos·w.  

W kom·rkach moŨe wystňpowaĺ kilka rodzaj·w RNA, w tym:  

Á informacyjny RNA (mRNA) - stanowi matrycň do syntezy biağek, czyli translacji, 

Á transportujŃcy RNA (tRNA) - przenosi zaktywowane aminokwasy do rybosomów, 

Á rybosomowy RNA (rRNA) - gğ·wny skğadnik rybosom·w, peğni funkcje katalityczne i 

strukturalne podczas biosyntezy biağka. 

 

Rysunek 3. Fragment ğaŒcucha kwasu nukleinowego o sekwencji AGTC; (a) peğny wz·r strukturalny ğaŒcucha 

polinukleotydowego z zaznaczeniem wiŃzaŒ 3ô,5ô-fosfodiestrowych, (b) skr·towy zapis sekwencji fragmentu ğaŒcucha 

RNA o sekwencji AUCG. (c) Fragment helisy DNA z zaznaczeniem wiŃzaŒ wodorowych pomiňdzy komplementarnymi 

parami zasad azotowych. (Rysunek wykonany w BioRender). 
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W kom·rkach eukariotycznych DNA zawarty jest w jŃdrze kom·rkowym. W jŃdrze kom·rkowym, 

helisa DNA nawiniňta jest na osiem zasadowych biağek histonowych (oktamer histonowy) tworzŃc 

strukturň zwanŃ nukleosomem. Nukleosomy poğŃczone ğŃcznikowym, niezwiŃzanym z histonami 

DNA tworzŃ nukleofilamenty (wğ·kna nukleosomalne) o Ŝrednicy 11 nm. Takie upakowanie pozwala 

na siedmiokrotne skr·cenie DNA. ZwijajŃce siň nukleofilamenty dajŃ poczŃtek solenoidowi o 

Ŝrednicy 30 nm (nazywanemu r·wnieŨ wğ·knem chromatynowym), kt·ry skrňcajŃc siň dalej, tworzy 

zrŃb chromatyny ï zwiniňtŃ spiralň o Ŝrednicy 300 nm. W tej postaci skr·cenie DNA jest juŨ 

czterdziestokrotne. Podczas podziağu kom·rkowego chromatyna ulega dalszemu zagňszczaniu i 

skrňcajŃc siň, tworzy superhelisň o Ŝrednicy 700 nm. Superhelisa z kolei zwija siň w chromosomy o 

Ŝrednicy 1400 nm (rysunek 4). 

 

Rysunek 4. Formy upakowania materiağu genetycznego w kom·rce. (Rysunek wykonany w BioRender). 

 

Informacja genetyczna w jŃdrze przepisywana jest z DNA na mRNA, kt·re ğŃczŃc siň nastňpnie z 

rybosomem, jest matrycŃ, na bazie kt·rej syntetyzowane jest biağko. NastňpujŃce po sobie procesy 

replikacji, transkrypcji i translacji, okreŜlane sŃ mianem ekspresji gen·w. Podczas replikacji, 

obydwie nici helisy DNA ulegajŃ rozpleceniu, stajŃc siň matrycŃ dla nowo powstajŃcych nici 

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

(w kierunku 5ô­ 3ô). Z kolei na rybosomach zachodzi ostatni etap ekspresji genów, czyli translacja. 

Podczas syntezy biağek tRNA dostarcza aktywowane aminokwasy do rybosomów, kt·re dziňki 

przyğŃczonemu mRNA ğŃczŃ je ze sobŃ, tworzŃc biağko o okreŜlonej sekwencji aminokwasowej. 

KaŨdy aminokwas syntezowanego biağka zapisany jest w sekwencji mRNA w postaci odpowiedniego 

dla niego kodonu (1 kodon = 3 zasady). 

SPEKTROFOTOMETRYCZNE OZNACZANIE ZAWARTOśCI KWASčW NUKLEINOWYCH 

Zarówno kwasy nukleinowe jak ich monomery (nukleotydy, a takŨe nukleozydy oraz zasady 

azotowe) absorbujŃ promieniowanie ultrafioletowe (nadfioletowe) w zakresie dğugoŜci fal od 249 nm 

do 276 nm. Wynika to z obecnoŜci sprzňŨonych wiŃzaŒ podw·jnych w pierŜcieniach zasad 

purynowych i pirymidynowych. Poszczeg·lne zasady azotowe majŃ r·ŨniŃce siň nieznacznie 

maksima absorbancji Ŝwiatğa. R·ŨniŃ siň one takŨe wyraŦnie intensywnoŜciŃ pochğaniania Ŝwiatğa w 

swoich maksimach, co uwidacznia siň w molowych wsp·ğczynnikach absorbancji ὑ poszczególnych 

zasad. Kwasy nukleinowe posiadajŃ kombinacjň wszystkich zasad azotowych, dlatego teŨ majŃ 

maksimum przy Ŝredniej dğugoŜci fali dla poszczeg·lnych zasad azotowych ï przy 260 nm. Jest to 

podstawŃ spektrofotometrycznych metod wykrywania i iloŜciowego oznaczania kwas·w 

nukleinowych.  

Przy spektrofotometrycznym oznaczaniu DNA przyjmuje siň, Ũe absorbancja promieniowania 

ultrafioletowego o dğugoŜci fali ɚ = 260 nm dla roztworu wodnego dwuniciowego DNA o stňŨeniu 
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50 µg/mL (przy dğugoŜci drogi optycznej (l) r·wnej 1 cm) wynosi 1,0. Dla jednoniciowego DNA 

oraz RNA absorbancja r·wna 1,0 oznacza, Ũe roztw·r powinien mieĺ stňŨenie 40 Õg/mL. 

Odczynniki i sprzňt laboratoryjny  

1. świeŨe droŨdŨe 

2. 2% wodny roztwór SDS (soli sodowej siarczanu dodecylu) 

3. 2 M wodny roztwór NaOH 

4. 2 M wodny roztwór HCl 

5. 95%Etanol 

6. Wodny roztwór octanu potasu (200 g/L, pH 5,0) 

7. 0,2 M wodny roztwór NaOH 

8. Wirówka 

9. Probówki wirówkowe 

10. Prob·wki zwykğe szklane 

11. ĞaŦnia wodna 

12. Kolby pğaskodenne i okrŃgğodenne 

13. Cylindry miarowe 

14. Zlewki 

 

Wykonanie ĺwiczenia 

A. Izolacja RNA 

 
Uwaga! Izolacjň RNA przeprowadzaĺ w rňkawiczkach. 

W kolbie pğaskodennej doprowadziĺ do wrzenia 20 mL 2% roztworu soli sodowej siarczanu 

dodecylu. Do wrzŃcego roztworu dodaĺ 2 g rozdrobnionych ŜwieŨych droŨdŨy i zawartoŜĺ ogrzewaĺ 

przez 3 minuty. Nastňpnie kolbň schğodziĺ strumieniem zimnej wody z kranu, przenieŜĺ zawartoŜĺ 

kolby do prob·wki wir·wkowej i odwirowaĺ przez 10 minut przy 6000 RPM. Supernatant przenieŜĺ 

do kolby pğaskodennej, dodaĺ 1 mL octanu potasu, a nastňpnie 22 mL etanolu. Mieszaninň z 

wytrŃcajŃcym siň  RNA pozostawiĺ na ğaŦni lodowej przez 0,5 godziny, a nastňpnie odwirowaĺ przez 

6 minut przy 6000 RPM. Roztwór znad osadu zdekantowaĺ, zaŜ otrzymany osad RNA rozpuŜciĺ w  

8 mL 0,2 M roztworu NaOH. Tak otrzymany roztw·r RNA zawiera stosunkowo duŨŃ frakcjň 

biağkowŃ, kt·rŃ moŨna dalej oddzieliĺ na drodze chromatograficznej. 

 

B. Oszacowanie zawartoŜci RNA i biağek 

 
Uwaga! Pomiary absorbancji wykonujemy w kuwetach kwarcowych. 

ZawartoŜĺ RNA i biağek moŨna oszacowaĺ wykorzystujŃc charakterystyczne dla tych grup zwiŃzk·w 

pasma absorbcji w ultrafiolecie. Kwasy nukleinowe wykazujŃ maksimum absorbcji przy 260 nm. 

Empirycznie stwierdzono, Ũe A260 = 1 odpowiada stňŨeniu okoğo 40 ɛg/mL. Podobnie dla biağek, 

wykorzystujŃc ich charakterystyczne pasma absorbcji w ultrafiolecie, wyznaczono empirycznie kilka 

wzor·w, pozwalajŃcych na oszacowanie ich stňŨenia. Kilka z nich przedstawiono poniŨej: 

C (mg/mL) = 0,4 (A235 ï A280 ) 

C (mg/mL) = 1,55 A280 ï 0,76 A260 

C (mg/mL) = 0,144 (A215 ï A225) 

Przed pomiarem wykonaĺ rozcieŒczenie wyizolowanego RNA. Z przygotowanego w pkt A roztworu 

pobraĺ 20 ÕL i dodaĺ do 2 mL 0,2 M roztworu NaOH. 
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Na podstawie pomiar·w absorbcji charakterystycznych pasm dla biağek i kwas·w nukleinowych 

oszacowaĺ iloŜĺ obydwu grup zwiŃzk·w w wyizolowanym preparacie (w obliczeniach uwzglňdniĺ 

rozcieŒczenie roztworu podstawowego ï 8 mL). 

C. OkreŜlenie rozpuszczalnoŜci RNA 

 

Á w roztworach kwasów i zasad 

Z otrzymanego w poprzednim doŜwiadczeniu roztworu RNA w 0,2 M roztworze NaOH 

(rybonukleinianu sodu) pobraĺ 1 mL, umieŜciĺ w prob·wce szklanej, a nastňpnie dodawaĺ 

kroplami 2 M roztw·r HCl. Zaobserwowaĺ wytrŃcanie siň RNA. Nastňpnie do tej samej prob·wki 

ponownie dodawaĺ kroplami 2 M roztw·r NaOH. Zaobserwowaĺ rozpuszczanie osadu.  

Á w etanolu 

Z otrzymanego w poprzednim doŜwiadczeniu roztworu RNA w 0,2 M roztworze NaOH 

(rybonukleinianu sodu) pobraĺ 1 mL, umieŜciĺ w prob·wce szklanej, a nastňpnie dodawaĺ 

kroplami etanol. Opisaĺ pojawiajŃce siň w prob·wce zmiany. 

 

Zakres materiağu 

budowa chemiczna (wzory chemiczne nukleotyd·w, nukleozyd·w, fragment·w ğaŒcucha DNA lub 

RNA) i przestrzenna kwasów nukleinowych, r·Ũnice w budowie DNA i RNA, sposoby upakowania 

DNA w komórce, procesy translacji, transkrypcji, replikacji  

Literatura uzupeğniajŃca 

1. Berg J, Tymoczko J, Stryer L, Biochemia, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2005. 

2. Murray RK, Biochemia Harpera, PZWL, Warszawa 2015. 

3. Bryszewska M, Leyko W, Biofizyka kwasów nukleinowych dla biologów, Wydawnictwo 

Naukowe PWN, Warszawa 2000. 

4. Hames BD, Hooper NM, Kr·tkie Wykğady Biochemia, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 

2009. 

5. Bartoszewski R, Laboratorium z biochemii dla studentów biologii, biotechnologii i ochrony 

Ŝrodowiska: praca zbiorowa. Zredagowane przez Antoni Polanowski, Biologica Silesiae, 2004. 
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5. Biağka ï sŃczenie molekularne 

 

Wprowadzenie 

Biağka sŃ polimerami aminokwas·w, w kt·rych pojedyncze podjednostki (reszty aminokwasowe) sŃ 

poğŃczone ze sobŃ wiŃzaniami amidowymi, okreŜlanymi w tym przypadku jako wiŃzanie peptydowe. 

WiŃzanie to jest tworzone pomiňdzy grupŃ Ŭ-karboksylowŃ jednego aminokwasu a grupŃ Ŭ-aminowŃ 

drugiego aminokwasu. Powstağy w ten spos·b ğaŒcuch peptydowy zapisuje siň umieszczajŃc wolnŃ 

grupň Ŭ-aminowŃ po lewej stronie, a wolnŃ grupň Ŭ-karboksylowŃ po stronie prawej. WiŃzanie 

peptydowe pomiňdzy atomami azotu i wňgla czňŜciowo wykazuje charakter wiŃzania podw·jnego. 

OdlegğoŜĺ miňdzy atomami C-N wynosi 0,132 nm i jest to wartoŜĺ poŜrednia miňdzy dğugoŜciŃ 

wiŃzania pojedynczego (0,149 nm) a wiŃzania podw·jnego (0,127 nm). Z tego wzglňdu rotacja wok·ğ 

tego wiŃzania jest zablokowana i wiŃzanie to moŨe przyjmowaĺ tylko dwie konformacje: cis/trans. 

Swobodna rotacja jest moŨliwa dopiero wok·ğ wiŃzaŒ CŬ-N i CŬ-C, czyli tych, kt·re znajdujŃ siň w 

sŃsiedztwie grupy peptydowej. Struktury rezonansowe wiŃzania peptydowego zostağy przedstawione 

na rysunku 1. 

 

 

Rysunek 1. Struktury rezonansowe wiŃzania peptydowego. 

Biağka moŨna podzieliĺ na proste (zbudowane jedynie z reszt aminokwasowych) oraz zğoŨone 

(posiadajŃce w swojej strukturze r·wnieŨ czňŜĺ niebiağkowŃ, kt·rŃ mogŃ byĺ np. wňglowodany, 

tğuszcze czy kwasy nukleinowe). Z kolei na podstawie wymiar·w og·lnych moŨna wyr·Ũniĺ dwie 

duŨe klasy biağek: 

Á Biağka globularne ï (kuliste, kğňbuszkowate), majŃ one stosunek osiowy (dğugoŜĺ do szerokoŜci) 

mniejszy od 10. CharakteryzujŃ siň one obecnoŜciŃ bardzo ŜciŜle uğoŨonych lub zwiniňtych 

ğaŒcuch·w peptydowych. Stosunki osiowe zwykle nie sŃ wiňksze od 3:1 lub 4:1. Pofağdowanie 

ğaŒcucha zachodzi w taki spos·b, Ũe fragmenty hydrofobowe odwracajŃ siň do wnňtrza czŃsteczki, 

przez co zbliŨajŃ siň do siebie, a odsuwajŃ siň od wody, natomiast fragmenty hydrofilowe (np. 

grupy o ğadunku elektrycznym) starajŃ siň ustawiĺ tak, aby utworzyĺ powierzchniň biağka, przez 

co zwiňksza siň ich kontakt z czŃsteczkami wody. WiŃzania wodorowe majŃ gğ·wnie charakter 

wewnŃtrzczŃsteczkowy. RozpuszczajŃ siň zar·wno w wodzie jak i w wodnych roztworach 

kwas·w, zasad czy soli. Ze wzglňdu na duŨŃ objňtoŜĺ czŃsteczek biağek ich roztwory sŃ koloidalne. 

Przykğadami biağek globularnych sŃ m.in. hemoglobina, rybonukleaza czy immunoglobuliny. 
 

Á Biağka fibrylarne ï (wğ·kniste, wğ·kienkowe), ich stosunek osiowy jest wiňkszy od 10. CzŃsteczki 

tych biağek sŃ dğugie i nitkowate, majŃ one skğonnoŜĺ do ukğadania siň obok siebie i tworzenia 

wğ·kien. Niekiedy wğ·kna te sŃ w wielu miejscach poğŃczone wiŃzaniami wodorowymi. SğuŨŃ 

jako gğ·wny Ămateriağ budulcowyò tkanek zwierzňcych, co jest moŨliwe dziňki ich 

nierozpuszczaniu siň w wodzie i skğonnoŜci do tworzenia siň wğ·kien. Przykğadami biağek 

fibrylarnych sŃ kolagen, keratyna czy miozyna. 

Jak wspomniano powyŨej rozpuszczalnoŜĺ biağek w wodzie jest zr·Ũnicowana i powiŃzana ze 

strukturŃ przestrzennŃ. ZaleŨy przede wszystkim od obecnoŜci polarnych aminokwas·w w ich 

strukturze. Roztwory biağek intensywnie pochğaniajŃ Ŝwiatğo ultrafioletowe o dğugoŜci fali 190-230 

nm, jednak absorpcja w tym zakresie nie jest swoista dla biağek, inne substancje r·wnieŨ dobrze 

absorbujŃ promieniowanie o tych dğugoŜciach fali. Charakterystycznym zakresem dla biağka jest   

278-280 nm, jest to ŜciŜle powiŃzane z wystňpowaniem w strukturze aminokwas·w posiadajŃcych 

pierŜcieŒ aromatyczny (przede wszystkim tryptofanu, w mniejszym stopniu tyrozyny i 

fenyloalaniny). 
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W opisie struktury biağek wyr·Ũniamy cztery poziomy ich strukturalnego uporzŃdkowania:  

pierwszo-, drugo-, trzecio- i czwartorzňdowy. Struktura pierwszorzňdowa jest liniowŃ sekwencjŃ 

aminokwas·w, w kt·rej uwzglňdnia siň r·wnieŨ poğoŨenie wszystkich wiŃzaŒ kowalencyjnych (np. 

mostk·w disulfidowych pomiňdzy resztami cysteiny). Struktura drugorzňdowa okreŜla przestrzenne 

uğoŨenie reszt aminokwas·w (przykğadami struktury drugorzňdowej sŃ Ŭ-helisa oraz struktury ɓ). 

Struktura trzeciorzňdowa odnosi siň do sposobu w jaki czŃsteczka biağka siň zwija, czyli do 

wzajemnego uğoŨenia reszt aminokwasowych oddalonych od siebie w sekwencji liniowej. Ostatni 

poziom, czyli struktura czwartorzňdowa, dotyczy biağek skğadajŃcych siň z wiňcej niŨ jednego 

ğaŒcucha polipeptydowego (podjednostek biağka) i opisuje wzajemne uğoŨenie w przestrzeni tychŨe 

podjednostek. 

Istnieje kilka technik umoŨliwiajŃcych rozdzielenie i wyizolowanie poszczeg·lnych biağek z ich 

mieszaniny. Zaliczyĺ do nich moŨna m.in. elektroforezň, dializň, sŃczenie molekularne, 

chromatografiň jonowymiennŃ czy powinowactwa. 

Chromatografia cieczowa na Ũelu Sephadex, okreŜlana teŨ jako sŃczenie molekularne lub 

chromatografia wykluczenia, jest technikŃ umoŨliwiajŃcŃ analityczny bŃdŦ preparatywny rozdziağ 

substancji r·ŨniŃcych siň masŃ czŃsteczkowŃ. W praktyce sŃczenie molekularne stosuje siň do: 

Á rozdziağu substancji r·ŨniŃcych siň masŃ czŃsteczkowŃ; 

Á odsalania substancji, kt·rych masy czŃsteczkowe sŃ znacznie wiňksze od masy czŃsteczkowej soli 
obecnej w próbce; 

Á wyznaczania mas czŃsteczkowych zwiŃzk·w; 

Á analizy polimer·w syntetycznych i zwiŃzk·w wielkoczŃsteczkowych pochodzenia biologicznego.  

W technice tej fazň stacjonarnŃ stanowi polimer - poliakryloamid lub polisachard. NajczňŜciej 

stosowanym polisacharydem jest Ũel znany pod nazwŃ handlowŃ Sephadex, bňdŃcy zğoŨem dekstranu 

o poprzecznie usieciowanych ğaŒcuchach. ŧel ten ma postaĺ granulek o Ŝrednicy 10-300 µm, które 

w zaleŨnoŜci od usieciowania, r·ŨniŃ siň zdolnoŜciŃ wchğaniania wody. Cecha ta decyduje o 

wğaŜciwoŜciach rozdzielczych Ũelu. Produkowane sŃ zğoŨa, kt·rych stopieŒ usieciowania okreŜla 

cyfra znajdujŃca siň przy duŨej literze ĂGò (od G-10 G-200), przy czym im wiňksza cyfra tym niŨsze 

usieciowanie, a wiňc wiňksze pory Ũelu. Z kolei fazŃ ruchomŃ, w przypadku rozdziağu z 

wykorzystaniem Ũelu Sephadex, sŃ roztwory wodne. 

SpoŜr·d technik chromatograficznych metoda ta charakteryzuje siň najprostszym mechanizmem 

rozdziağu, opierajŃcym siň na r·Ũnicach w wielkoŜciach frakcjonowanych czŃsteczek. Zasada 

rozdziağu w najwiňkszym uproszczeniu przedstawia siň nastňpujŃco: czŃsteczki wiňksze niŨ pory 

napňczniağych ziaren Ũelu nie mogŃ penetrowaĺ do ich wnňtrza, a wiňc przepğywajŃ wyğŃcznie wraz 

z fazŃ ruchomŃ i sŃ eluowane jako pierwsze. Mniejsze czŃsteczki wnikajŃce w r·Ũnym stopniu do 

wnňtrza granulek Ũelu, w zaleŨnoŜci od swego ksztağtu i rozmiaru, eluowane sŃ w kolejnoŜci 

zmniejszania siň ich masy czŃsteczkowej. Ze wzglňdu na fizyczny charakter rozdziağu, metoda 

charakteryzuje siň stosunkowo niskŃ rozdzielczoŜciŃ. Zasada rozdziağu zostağa schematycznie 

przedstawiona na rysunku 2. 
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Rysunek 2. Zasada rozdziağu czŃsteczek o r·Ũnej wielkoŜci przy pomocy filtracji Ũelowej. 

CharakteryzujŃc w doŜwiadczeniu stosowanŃ kolumnň chromatograficznŃ oraz zachowanie siň 

rozdzielanych substancji, stosuje siň nastňpujŃce pojňcia: 

Á objňtoŜĺ cağkowita zğoŨa Vtot 

Á objňtoŜĺ pusta kolumny V0, tzn. objňtoŜĺ eluentu znajdujŃcego siň pomiňdzy ziarnami Ũelu 

Á objňtoŜĺ rozpuszczalnika zwiŃzanego z Ũelem V i 

Á objňtoŜĺ matrycy Ũelu Vg 

Á objňtoŜĺ elucyjna Ve, charakterystyczna dla danej substancji 

Pomiňdzy tak zdefiniowanymi wielkoŜciami zachodzi nastňpujŃca zaleŨnoŜĺ: 

Vtot = V0 + V i + Vg 

RozpatrujŃc sŃczenie molekularne na Ũelu jako szczeg·lny przypadek chromatografii podziağowej, 

zastosowaĺ moŨna zaleŨnoŜĺ pomiňdzy objňtoŜciŃ elucyjnŃ substancji Ve a wsp·ğczynnikiem 

podziağu K tej substancji miňdzy fazň stacjonarnŃ i ruchomŃ (charakterystycznym dla tej substancji): 

Ve = V0 + KVg 

gdzie: K ï wsp·ğczynnik podziağu, V0 ï faza ruchoma, Vg ï faza stacjonarna. 

W chromatografii na Ũelu w zaleŨnoŜci od zdefiniowania fazy stacjonarnej stosuje siň dwa r·Ũne 

wsp·ğczynniki podziağu. 

JeŨeli jako fazň stacjonarnŃ traktuje siň rozpuszczalnik zwiŃzany z Ũelem (V i), otrzymujemy 

zaleŨnoŜĺ: 

KD 
ἤἭ  ἤ

ἤἱ
 

JeŜli jako fazň stacjonarnŃ przyjmujemy cağŃ fazň Ũelu (tzn. V i + Vg), otrzymujemy zaleŨnoŜĺ: 

KAV 
ἤἭ  ἤ

ἤἼἷἼ  ἤ
 

WartoŜĺ KAV jest ğatwiejsza do wyznaczenia, stŃd teŨ czňŜciej jest stosowana w praktyce. Jej wartoŜci 

w zaleŨnoŜci od wielkoŜci czŃsteczek leŨŃ w granicach 0-1. 
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Odczynniki i sprzňt laboratoryjny  

1. Kolumna chromatograficzna o wymiarach 2×30 cm 

2. Cylinder miarowy 50 mL 

3. Pipety miarowe 

4. Prob·wki szklane zwykğe 

5. Pipety Pasteura 

6. Zlewki 500 mL 

7. Kolba pğaskodenna 500 mL 

8. Spektrofotometr UV-Vis 

9. Sephadex G-75, 90 mL zawiesiny w 0,9% NaCl 

10. Eluent: 0,9% roztwór NaCl, 500 mL 

11. Pr·bka do rozdziağu: 7 mL 0,9% roztworu NaCl zawierajŃcego 2% sacharozy oraz 6 mg Blue 

Dextranu (M º 2000000 Da), 30 mg albuminy z osocza bydlňcego (BSA, M = 68000 Da) lub 

lizozymu (M = 14400 Da) i 130 mg CoCl2 (M  = 130 g/mol) 

12. Wata szklana 

13. Kuwety kwarcowe 

Wykonanie ĺwiczenia 

A. Przygotowanie kolumny 

 

JeŜli kolumna byğa wczeŜniej przygotowana przejŜĺ do punktu A3. 

1. Kolumnň chromatograficznŃ umieŜciĺ pionowo w statywie, zamknŃĺ jej wylot drenem z 

zaciskiem i napeğniĺ okoğo 10 mL roztworu NaCl. Nastňpnie przy pomocy bagietki umieŜciĺ na 

dnie kolumny niewielkŃ iloŜĺ waty szklanej uwaŨajŃc, aby nie powstağy pňcherzyki powietrza. 

OstroŨnie wprowadziĺ (po bagietce) do kolumny zamieszanŃ uprzednio zawiesinň Ũelu (przed jej 

zamieszaniem zawiesina w zlewce powinna byĺ przygotowana tak aby 2/3 jej objňtoŜci stanowiğ 

Ũel, a 1/3 roztw·r NaCl). 

2. Odczekaĺ, aŨ na dnie kolumny uformuje siň warstwa Ũelu (3-5 cm), po czym ostroŨnie otworzyĺ 

zacisk drenu. Roztw·r powinien wypğywaĺ z szybkoŜciŃ 1 kropli/sek. WysokoŜĺ uformowanego 

Ũelu powinna wynosiĺ 20 cm. 

3. Nastňpnie na powierzchni wypeğnienia kolumny ostroŨnie umieŜciĺ krŃŨek z bibuğy filtracyjnej i 

zamknŃĺ wylot kolumny, pozostawiwszy nad powierzchniŃ co najmniej 2 cm roztworu. 

Uwaga! Wypeğnienie kolumny musi byĺ zawsze przykryte warstwŃ roztworu. 

B. R·wnowaŨenie kolumny 

 

Przez kolumnň z uformowanym Ũelem Sephadex G-75 przepuŜciĺ ok. 80 mL eluentu. SzybkoŜĺ 

przepğywu powinna wynosiĺ ok. 1 mL/min. 

C. Rozdziağ na kolumnie 

 

Po przemyciu kolumny pozostawiĺ nad powierzchniŃ Ũelu minimalnŃ warstwň roztworu (wysokoŜĺ 

sğupka cieczy 2-3 mm) i zamknŃĺ wylot kolumny. Przy pomocy pipety Pasteura nanieŜĺ ostroŨnie 

(nie naruszajŃc zğoŨa) na czoğo kolumny 0,7 mL roztworu badanej pr·bki. Otworzyĺ ostroŨnie wylot 

kolumny, umieszczajŃc jako odbieralnik wycieku cylinder miarowy. Po wsiŃkniňciu pr·bki w Ũel 

naleŨy ponownie zamknŃĺ wylot kolumny, a nastňpnie przy uŨyciu czystej pipety Pasteura 

wprowadziĺ tyle roztworu eluentu, aby jego warstwa nad powierzchniŃ Ũelu wynosiğa minimum 2 

cm. Ponownie otworzyĺ wylot kolumny. Przez cağy czas rozdziağu, uzupeğniaĺ eluent ostroŨnie 

wlewajŃc ciecz przez lejek, po Ŝciance kolumny, aŨ do pojawienia siň pasma Blue Dextranu u doğu 
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kolumny, a nastňpnie zbieraĺ frakcje o objňtoŜci 2,5 mL do prob·wek, aŨ do momentu cağkowitego 

wyeluowania chlorku kobaltu (II). Przerwaĺ elucjň. Obliczyĺ objňtoŜĺ jakŃ zajmowağ Ũel (Vtot) 

poprzez zmierzenie wysokoŜci zğoŨa i pola krŃŨka z bibuğy filtracyjnej. 

D. Wyniki i obliczenia 

 

Zmierzyĺ absorpcjň frakcji zawierajŃcych: Blue Dextran przy l = 620 nm, albuminy z osocza 

bydlňcego (lub lizozymu) przy l = 280 nm i CoCl2 przy l = 510 nm. Zanotowaĺ wyniki: 

Numer 

frakcji  

Absorbancja 

l = 620 nm 

Blue Dextran 

l = 510 nm 

CoCl2 

l = 280 nm 

Albumina/ lizozym 

1    

2    

3    

é    
 

SporzŃdziĺ diagramy elucji dla kaŨdej substancji (wykresy zaleŨnoŜci absorbancji od objňtoŜci 

elucyjnej danej substancji Ve). Obliczyĺ dla rozdzielanych zwiŃzk·w wartoŜci KAV wg wzoru: 

KAV 
ἤἭ  ἤ

ἤἼἷἼ  ἤ
 

gdzie:  

 

 

 

Wyniki umieŜciĺ w tabeli: 

Substancja 
Ve 

[mL]  

Ve ï V0 

[mL]  

ἤἭ  ἤ

ἤἼἷἼ  ἤ
 K AV 

BSA (lub lizozym)     

CoCl2     
 

Zakres materiağu 

chromatografia cieczowa ï zasada rozdziağu, biağka ï budowa (jak zbudowane jest biağko, wiŃzanie 

peptydowe), podziağ biağek (proste, zğoŨone, fibrylarne, globularne), struktury przestrzenne biağek i 

oddziağywania, kt·re je stabilizujŃ (opis i rodzaje struktury drugorzňdowej: Ŭ-helisa, ɓ-kartka), 

funkcje biologiczne i wğaŜciwoŜci spektroskopowe biağek, Sephadex (czym jest, jak jest zbudowany, 

na czym polega zasada rozdziağu z wykorzystaniem tego Ũelu) 

Literatura uzupeğniajŃca 

1. Witkiewicz Z, Wardencki W, Malinowska I, Chromatografia cieczowa. Teoria i praktyka, 

Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2023. 

2. Berg JM, Stryer L, Tymoczko JL, Gatto GJ, Biochemia, Wydawnictwo Naukowe PWN, 

Warszawa 2019. 

3. Stellwagen E, Methods in Enzymology (Chapter 23 Gel Filtration), 463: 373-385 (2009). 

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

5. BaŒkowski E, Biochemia, Edra Urban & Partner, Wrocğaw, 2022. 

Ve ï  objňtoŜĺ elucyjna badanej substancji 

V0 ï  objňtoŜĺ pusta (objňtoŜĺ elucyjna* Blue Dextranu) 

Vtot ï  objňtoŜĺ cağkowita zğoŨa (obliczyĺ ze wzoru na objňtoŜĺ walca) 
 

*Do objňtoŜci elucyjnej badanej substancji naleŨy dodaĺ objňtoŜĺ martwŃ (zbieranŃ do cylindra) 
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6. Identyfikacja cukr·w w produktach spoŨywczych metodŃ chromatografii cienkowarstwowej 

 

Wstňp do cukr·w znajduje siň przy ĺwiczeniu Reakcje charakterystyczne i identyfikacja 

wňglowodan·w. 

Odczynniki i sprzňt laboratoryjny 

1. Pğytki chromatograficzne (20³10 cm) pokryte 0,25 mm warstwŃ Ũelu krzemionkowego 

2. Komora chromatograficzna 

3. Ukğad rozwijajŃcy: octan etylu : izopropanol : woda : pirydyna (26 : 14 : 7 : 2; v/v/v/v) 

4. Soki owocowe, mleko, sok z pomidora 

5. Etanol 

6. Prob·wki wir·wkowe 

7. Cylinder miarowy 

8. Wir·wka 

9. Cieplarka (105 C̄) 

10. Suszarka do wğos·w 

11. Kapilary 

12. Spryskiwacz do pğytek chromatograficznych 

13. Ukğad wywoğujŃcy (min. 50 mL na grupň) o skğadzie: 

Á 5 objňtoŜci acetonowego roztworu aniliny (10 g/L), 

Á 5 objňtoŜci acetonowego roztworu difenyloaminy (10 g/L), 

Á 1 objňtoŜĺ 85% kwasu fosforowego. 

Ukğad naleŨy przygotowaĺ na poczŃtku ĺwiczeŒ. 

14. Standardy cukr·w: glukoza, fruktoza, ksyloza, ryboza, laktoza, sacharoza, galaktoza i mannoza 
(stňŨenie 10 g/L w 10% roztworze izopropanolu w wodzie) 

 

Wykonanie ĺwiczenia 

W prob·wce wir·wkowej umieŜciĺ 1 mL soku lub mleka, a nastňpnie dodaĺ 3 mL etanolu. 

KorzystajŃc z wir·wki odwirowaĺ wytrŃcone biağka (6000 RPM przez 15 min). Na pğytce 

chromatograficznej o wymiarach 20Ĭ10 cm w odlegğoŜci 1 cm od brzegu narysowaĺ delikatnie 

miňkkim oğ·wkiem liniň r·wnolegğa do brzegu, na kt·rej co 1,5 cm zaznaczyĺ punkty. W 

zaznaczonych punktach nanieŜĺ kapilarŃ poszczeg·lne roztwory standardów cukrów oraz etanolowe 

ekstrakty soków i mleka, (podczas wszystkich operacji naleŨy unikaĺ dotykania zğoŨa pğytki 

palcami), odparowaĺ korzystajŃc z suszarki do wğos·w rozpuszczalnik, a nastňpnie wğoŨyĺ pğytkň do 

komory chromatograficznej nasyconej parami ukğadu rozwijajŃcego i pozostawiĺ do momentu, gdy 

czoğo ukğadu rozwijajŃcego osiŃgnie poziom okoğo 2 cm od przeciwlegğego brzegu pğytki. Po wyjňciu 

pğytki z komory chromatograficznej niezwğocznie zaznaczyĺ oğ·wkiem poziom czoğa ukğadu 

rozwijajŃcego, a nastňpnie dokğadnie wysuszyĺ pğytkň za pomocŃ suszarki do wğos·w i spryskaĺ (pod 

wğŃczonym wyciŃgiem!) ukğadem wywoğujŃcym. Pğytkň osuszyĺ pod wyciŃgiem korzystajŃc z 

suszarki, a nastňpnie wywoğaĺ poprzez umieszczenie jej w cieplarce nastawionej na temperaturň     

105 ̄C. Zaznaczyĺ delikatnie pojawiajŃce siň plamki. Wyznaczyĺ wartoŜci Rf dla standardów cukrów 

i badanej pr·bki. Na podstawie obliczonych wartoŜci Rf zidentyfikowaĺ cukry obecne w badanych 

sokach i mleku.  

Zakres materiağu 

klasyfikacja i stereochemia wňglowodan·w (konfiguracja wzglňdna i absolutna, diastereoizomery, 

epimery, anomery), znajomoŜĺ wzor·w strukturalnych monosacharyd·w (heksozy, ryboza), 

podstawowe reakcje chemiczne wňglowodan·w, pojňcie deoksycukr·w i cukr·w redukujŃcych, 

proces mutarotacji, budowa i funkcje biologiczne disacharyd·w (sacharoza, laktoza i maltoza), 
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budowa i funkcje polisacharyd·w (skrobia, glikogen, celuloza), glikoproteiny i ich funkcje 

biologiczne, podstawy chromatografii cienkowarstwowej (zasada rozdziağu, wsp·ğczynnik podziağu 

i spos·b jego wyznaczania, od czego zaleŨy wartoŜĺ wsp·ğczynnika podziağu, ukğady rozwijajŃce i 

wywoğujŃce w chromatografii cienkowarstwowej) 

Literatura uzupeğniajŃca 

1. McMurry J, Chemia Organiczna, Wydawnictwo naukowe PWN, Warszawa. 

2. Morrison RT, Boyd RN, Chemia Organiczna, Wydawnictwo naukowe PWN, Warszawa. 

3. Stryer L, Biochemia, Wydawnictwo naukowe PWN, Warszawa. 
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7. Wyodrňbnianie i analiza jakoŜciowa cholesterolu 

 

Wprowadzenie 

Wstňp do lipid·w znajduje siň przy ĺwiczeniu Wyodrňbnianie i identyfikacja fosfolipid·w z m·zgu. 

CHOLESTEROL 

Cholesterol naleŨy do pochodnych lipid·w i stanowi najbardziej rozpowszechniony ze steroli wŜr·d 

zwierzŃt. Jego obecnoŜĺ stwierdzono we wszystkich kom·rkach ssak·w, gdzie jest kluczowym 

skğadnikiem bğon kom·rkowych. Jest skğadnikiem otoczek mielinowych kom·rek nerwowych, a w 

wŃtrobie stanowi prekursor do syntezy hormon·w (progesteron, testosteron, kortyzol), a takŨe 

witaminy D czy kwas·w Ũ·ğciowych. Ponadto, wysokie stňŨenie cholesterolu obserwuje siň w 

podsk·rnej tkance tğuszczowej oraz we krwi w postaci lipoprotein, w bğonach ukğadu nerwowego, 

m·zgu oraz rdzenia krňgowego. W stanach patologicznych odkğada siň on w Ŝcianach tňtnic, a takŨe 

prowadzi do tworzenia siň kamieni Ũ·ğciowych. Cholesterol wystňpuje gğ·wnie w organizmach 

zwierzŃt, a w roŜlinach czňŜciej spotyka siň stygmasterol lub ɓ-sitosterol, w droŨdŨach znajduje siň 

ergosterol. Wszystkie te steroidy od cholesterolu r·ŨniŃ siň budowŃ ğaŒcucha alifatycznego. 

Sterole, jak wszystkie sterydy, zawierajŃ wsp·lny element strukturalny ï steran 

(cyklopentanoperhydrofenantren), czyli cztery poğŃczone ze sobŃ pierŜcienie oznaczane literami A, 

B, C, D. Cholesterol jest sterolem, z jednŃ grupŃ hydroksylowŃ przy atomie C3 i wiŃzaniem 

podw·jnym w pierŜcieniu B, miňdzy C5 i C6, z dwoma grupami metylowymi przy C10 i C13 oraz 

oŜmiowňglowym ğaŒcuchem przy C17 (rysunek 1). Grupa -OH cholesterolu nadaje czŃsteczce 

charakter amfifilowy, a rozbudowana, sztywna czňŜĺ hydrofobowa wpğywa na wğaŜciwoŜci bğony 

kom·rkowej. Cholesterol nie jest w stanie samodzielnie utworzyĺ dwuwarstwy.  

 

 

 

 

Rysunek 1. Cyklopentanohydrofenantren (steran), czňŜĺ wsp·lna steroid·w oraz wz·r strukturalny cholesterolu. 

LIPOPROTEINY LDL  I HDL 

Lipoproteiny to biağka zğoŨone, skğadajŃce siň z powiŃzanych kowalencyjnie czňŜci biağkowej i 

lipidowej. Te globularne czŃstki, przypominajŃce pňcherzyki, wykazujŃ zdolnoŜĺ do wiŃzania 

lipid·w (triacyloglicerole, cholesterol) w swoim wnňtrzu i transportowania ich we krwi, pğynie 

mózgowo-rdzeniowym i limfie. Biağka wchodzŃce w skğad lipoprotein (apolipobiağka) wspierajŃ 

r·wnoczeŜnie proces emulgacji, oraz sŃ rozpoznawane przez kom·rki.  

Wyr·Ũnia siň piňĺ klas lipoprotein zaangaŨowanych w transport lipid·w, zaleŨnie od zawartoŜci i 

rodzaju transportowanych lipid·w. Chylomikrony, o najmniejszej gňstoŜci, transportujŃ 

triacyloglicerole i cholesterol dostarczony z poŨywieniem z jelit do wŃtroby, gdzie sŃ przeksztağcane 

w lipoproteiny o bardzo mağej gňstoŜci (ang. very low density lipoprotein, VLDL), lipoproteiny o 

poŜredniej gňstoŜci (ang. intermediate density lipoprotein, IDL) oraz lipoproteiny o mağej gňstoŜci 

(ang. low density lipoprotein, LDL). VLDL, IDL oraz LDL to pokrewne proteiny, kt·re biorŃ udziağ 

w transporcie endogennych lipid·w z wŃtroby do tkanek, gğownie tğuszczowej i do miňŜni 

szkieletowych. VLDL powstajŃ w wŃtrobie,  zawarte w nich triacyloglicerole sŃ trawione przez 

lipazy. PowstajŃce w ten spos·b wolne kwasy tğuszczowe sŃ przekazywane do kom·rek 

tğuszczowych. W efekcie, gňstoŜĺ VLDL roŜnie i tym samym przeksztağcajŃ siň one w lipoproteiny 

IDL a nastňpnie LDL.  

steran cholesterol 
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W osoczu krwi wystňpuje jeszcze jeden rodzaj lipoprotein, tj. lipoproteiny o duŨej gňstoŜci HDL 

(ang. high density lipoprotein), kt·re gromadzŃ nadmiar cholesterolu usuwany z bğon kom·rek i 

transportujŃ go do wŃtroby. W wŃtrobie cholesterol jest przeksztağcany w postaci soli Ũ·ğciowych. 

WŃtroba to jedyny organ zdolny do usuwania znacznych iloŜci cholesterolu. Cholesterol zawarty w 

HDL jest nazywany Ădobrym cholesterolemò, w przeciwieŒstwie do tego zawartego w LDL, 

nazywanego Ăzğym cholesterolemò.  

Cholesterol jest niezbňdnŃ substancjŃ dla prawidğowego funkcjonowania organizmu, ale jego 

nadmiar jest szkodliwy. MoŨe odkğadaĺ siň w tňtnicach, prowadzŃc do zwňŨenia ich Ŝwiatğa, a dalej 

chor·b takich jak miaŨdŨyca, choroba wieŒcowa, zawağ serca, udar m·zgu.   

BĞONA KOMčRKOWA 

Bğona komórkowa (schemat na rysunku 2) zapewnia odseparowanie kom·rki od Ŝrodowiska 

zewnňtrznego. R·wnieŨ skğadowe kom·rki, jak jŃdro czy mitochondria, sŃ oddzielone od cytozolu 

bğonami. StanowiŃ one nie tylko barierň, ale r·wnieŨ zapewniajŃ kontrolowany kontakt ze 

Ŝrodowiskiem zewnňtrznym. ZawierajŃ receptory, przekazujŃ sygnağy chemiczne i elektrochemiczne, 

i sŃ selektywnie przepuszczalne. Ich gğ·wnymi budulcami sŃ lipidy (fosfolipidy, steroidy), biağka 

oraz cukry. Dwuwarstwa lipidowa jest strukturŃ preferowanŃ, tworzŃcŃ siň samoistnie w Ŝrodowisku 

wodnym z fosfolipidów, w której hydrofilowe grupy sŃ skierowane do Ŝrodowiska wodnego, a 

hydrofobowe ğaŒcuchy kierujŃ siň do wnňtrza. Struktura jest utrzymywana gğ·wnie przez 

oddziağywania, nie ma tu Ũadnych oddziağywaŒ kowalencyjnych, stŃd dwuwarstwa wykazuje 

pğynnoŜĺ.  

 
Rysunek 2. Schemat budowy bğony kom·rkowej. 

PĞYNNOśĹ BĞONY 

Z uwagi na brak wiŃzaŒ kowalencyjnych miňdzy lipidami w bğonie kom·rkowej wykazujŃ one pewnŃ 

swobodň i mogŃ siň przemieszczaĺ. Zjawisko to nazywamy pğynnoŜciŃ bğony. NajczňŜciej obserwuje 

siň ruch obrotowy lipid·w lub przemieszczenia boczne, natomiast przemieszczenie poprzeczne 

(nazywane teŨ Ăflipò) jest rzadkie i bardzo wolne, z uwagi na trudne, niekorzystne energetycznie 

przemieszczenie hydrofilowej gğowy poprzez hydrofobowy rdzeŒ. Ruch fosfolipid·w w bğonach 

przedstawiono schematycznie na rysunku 3. 

PğynnoŜĺ bğony zaleŨy od temperatury i im jest ona wyŨsza, tym bardziej pğynna jest bğona. Podobny 

wpğyw ma iloŜĺ wiŃzaŒ nienasyconych w ğaŒcuchach wňglowodorowych - obecnoŜĺ podw·jnych 

wiŃzaŒ cis uniemoŨliwia Ŝcisğe dopasowanie ğaŒcuch·w do siebie i ogranicza iloŜĺ oddziağywaŒ. 

Wzrost dğugoŜci ğaŒcuch·w wňglowodorowych bňdzie natomiast zmniejszağ pğynnoŜĺ bğony, bo 

wzroŜnie teŨ iloŜĺ oddziağywaŒ miňdzy fosfolipidami. ObecnoŜĺ cholesterolu r·wnieŨ bňdzie 

zmniejszaĺ pğynnoŜĺ, z uwagi na utrudnienia w bocznym przemieszczaniu lipidów, ograniczenia w 

ruchu ğaŒcuch·w wňglowodorowych kwas·w tğuszczowych, co zwiňksza ich uporzŃdkowanie. 

JednakŨe, z uwagi na swoje rozmiary, cholesterol nie siňga w bğonie tak daleko jak ğaŒcuchy kwas·w 

tğuszczowych i dziağa teŨ jako element dystansowy, kt·ry zwiňksza ruchomoŜĺ koŒcowych czňŜci 

kwas·w tğuszczowych.  
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Rysunek 3. Ruch fosfolipid·w w bğonach. 

MODEL PĞYNNO-MOZAIKOWY  

Innym modelem budowy bğon biologicznych jest zyskujŃcy coraz wiňksze poparcie model pğynno-

mozaikowy, kt·ry zostağ zaproponowany przez S.J. Singer i G. Nicholson w 1972 r. Zakğada on, Ũe 

bğona to dwuwymiarowy roztw·r lipid·w, w kt·rym ĂpğywajŃò biağka bğonowe. Biağka bğonowe, 

podobnie jak lipidy, mogŃ swobodnie przemieszczaĺ siň w pğaszczyŦnie dwuwarstwy (ruch boczny), 

ale nie mogŃ przemieszczaĺ siň w poprzek bğony, tj. ruchem Ăflipò, poprzecznym, dlatego bğony 

zachowujŃ pierwotnŃ asymetriň budowy. 

PRZEPUSZCZALNOśĹ BĞON - TRANSPORT BIERNY I AKTYWNY 

Bğony biologiczne, zar·wno kom·rkowa, jak i te otaczajŃce poszczeg·lne organelle sŃ selektywnie 

przepuszczalne, co oznacza, Ũe niekt·re czŃsteczki jak woda, takŨe niekt·re gazy (np. O2, CO2), 

czŃsteczki lipofilowe np. hormony steroidowe oraz mağe czŃsteczki polarne  (np. etanol) mogŃ przez 

niŃ przejŜĺ samoistnie, bez udziağu dodatkowych czynnik·w czy nakğadu energii. Natomiast transport 

wiňkszych czŃstek (np. glukoza, ATP, aminokwasy), czy jonów (np. Na+, K+) wymaga nakğadu 

energii i/lub dodatkowych biağek transportujŃcych.  

Transport bierny zachodzi zgodnie z gradientem stňŨeŒ danej substancji, tzn. Ũe czŃsteczki 

przemieszczajŃ siň z miejsca o ich wyŨszym stňŨeniu do miejsca o niŨszym stňŨeniu. Wyr·Ũniamy 

dyfuzjň prostŃ i dyfuzjň uğatwionŃ. Ta pierwsza dotyczy mağych, nienağadowanych lub lipofilowych 

czŃsteczek jak np. etanol, woda, mocznik. Substancja dyfunduje przez bğonň zgodnie z gradientem 

stňŨeŒ, a w transporcie nie biorŃ udziağu Ũadne biağka bğonowe, dlatego proces nie jest specyficzny. 

W efekcie dochodzi do wyrównania stňŨeŒ substancji. Dyfuzja uğatwiona, kt·rej ulegajŃ np. glukoza, 

czy aminokwasy, r·wnieŨ zachodzi zgodnie z gradientem stňŨeŒ, ale przy udziale biağek bğonowych. 

Przykğadem takich biağek sŃ translokazy, kt·re wiŃŨŃ czŃsteczkň po jednej stronie bğony, a nastňpnie 

ulegajŃ zmianom konformacyjnym transportujŃc i uwalniajŃc czŃsteczkň po drugiej stronie (uniport). 

Transport bierny moŨe zachodziĺ r·wnieŨ przez kanağy, kt·re mogŃ byĺ stale otwarte lub otwieraĺ 

siň dopiero w obecnoŜci odpowiedniego ligandu albo na skutek zmiany napiňcia. Biağka 

transportujŃce sŃ specyficzne i wiŃŨŃ okreŜlony typ czŃsteczek. W przypadku transportu z udziağem 

biağek bğonowych, tzw. kanağ·w, kiedy energia potrzebna do transportu pochodzi z gradientu stňŨeŒ, 

mówimy o transporcie biernym. 

Biağka bğonowe odpowiedzialne za transport aktywny, tj. wymagajŃcy nakğadu energii, kt·ra 

pochodzi z innego Ŧr·dğa niŨ gradient stňŨeŒ to tzw. pompy. Przykğadem jest przemieszczanie jon·w 

Na+ i K+ przez pompň sodowo-potasowŃ (Na+/K+-ATP-azň), gdzie energia pochodzi ze sprzňŨonej 

hydrolizy ATP. Innym Ŧr·dğem energii do transportu niekorzystnych termodynamicznie substancji 

moŨe byĺ energia pochodzŃca z innego, korzystnego energetycznie, transportu. Takie biağka 

wykorzystujŃ transport zgodny z gradientem stňŨeŒ do pozyskania energii do transportu wbrew 

gradientowi. W przypadku, kiedy transport czŃsteczki jest sprzňŨony z transportem innej czŃsteczki 

przemieszczanej w tym samym kierunku mówimy o symporcie, a jeŜli przemieszczajŃ siň one w 

przeciwnych kierunkach to transport nazywamy antyportem, a biağka biorŃce udziağ w transporcie 

odpowiednio przenoŜnikami symportowymi i przenoŜnikami antyportowymi. 
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Odczynniki i sprzňt laboratoryjny 

1. M·zg cielňcy lub wieprzowy 

2. Aceton 

3. Etanol 

4. StňŨony H2SO4 

5. Bezwodnik kwasu octowego 

6. Chloroformowy roztwór cholesterolu 

7. Homogenizator 

8. Sprzňt do sŃczenia pod obniŨonym ciŜnieniem (kolba ssawkowa + lejek B¿chnera) 

9. Wyparka rotacyjna pr·Ũniowa 

10. ĞaŦnia wodna 

11. Szkğo laboratoryjne: zlewki, kolby okrŃgğodenne i pğaskodenne, cylindry miarowe, prob·wki 

 

Wykonanie ĺwiczenia 

A. Wyodrňbnianie cholesterolu z m·zgu 

 

Metoda wyodrňbniania cholesterolu z tkanek biologicznych wykorzystuje r·Ũnice w 

rozpuszczalnoŜci cholesterolu i pozostağych lipid·w w acetonie. 

Do 5 g m·zgu dodaĺ 25 mL acetonu i dokğadnie zhomogenizowaĺ. Zawiesinň odsŃczyĺ na lejku 

B¿chnera. StağŃ pozostağoŜĺ ponownie zawiesiĺ w 12 mL acetonu i odsŃczyĺ jak poprzednio. Z 

poğŃczonych roztwor·w acetonowych usunŃĺ rozpuszczalnik pod obniŨonym ciŜnieniem. Surowy 

cholesterol rozpuŜciĺ w minimalnej objňtoŜci gorŃcego etanolu (3-5 mL). Otrzymany roztwór 

cholesterolu w etanolu zebraĺ pipetŃ do suchego, zwaŨonego naczynka wagowego i pozostawiĺ do 

odparowania w temperaturze pokojowej (do kolejnych zajňĺ). Osad zwaŨyĺ i obliczyĺ zawartoŜĺ 

cholesterolu w tkance. 

PozostağoŜĺ cholesterolu znajdujŃcŃ siň na Ŝciankach kolby rozpuŜciĺ w 3 mL chloroformu i 

wykorzystaĺ do analizy jakoŜciowej cholesterolu (czňŜĺ B).  

 

B. Analiza jakoŜciowa cholesterolu 

 

Pod wpğywem stňŨonego H2SO4 nastňpuje odğŃczenie od cholesterolu czŃsteczki wody i powstaje 

kwas disulfonowy bicholestadienu (odczyn Salkowskiego), natomiast w obecnoŜci kwasu 

siarkowego i bezwodnika kwasu octowego tworzy siň kwas monosulfonowy bicholestadienu (odczyn 

Liebermana-Burcharda). 

Wykonaĺ pokazowe doŜwiadczenie dla komercyjnego cholesterolu (przygotowaĺ ok. 3-5 mL 

cholesterolu w chloroformie ï 10 mg/mL) oraz dla cholesterolu wyodrňbnionego w pierwszej czňŜci 

ĺwiczenia.  

B1. ODCZYN SALKOWSKIEGO 

W suchej prob·wce umieŜciĺ 1 mL chloroformowego roztworu cholesterolu i podwarstwiĺ stňŨonym 

kwasem siarkowym. Warstwa chloroformowa barwi siň na kolor malinowy, natomiast dolna warstwa 

wykazuje zielonŃ fluorescencjň (umieŜciĺ prob·wkň pod lampŃ UV). 

B2. ODCZYN LIEBERMANA-BURCHARDA 

W suchej prob·wce umieŜciĺ 1-2 mL chloroformowego roztworu cholesterolu, dodaĺ 5-6 kropli 

bezwodnika kwasu octowego i 2 krople stňŨonego kwasu siarkowego. Pojawia siň czerwone 

zabarwienie, kt·re szybko przechodzi w barwň zielonŃ. 
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Zakres materiağu 

budowa steroid·w, funkcje cholesterolu, pojňcie Ădobryò i Ăzğyò cholesterol (HDL, LDL), budowa 

fosfolipidów, budowa bğon kom·rkowych, transport aktywny i bierny przez bğonň kom·rkŃ, rola 

nasyconych i nienasyconych kwas·w tğuszczowych w budowie bğon biologicznych, kwasy 

tğuszczowe: palmitynowy, stearynowy, oleinowy, arachidowy, arachidonowy, linolowy, linolenowy, 

amfifilowoŜĺ (amfipatycznoŜĺ), liposom, mydğo, micela 
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8. Analiza kofeiny w produktach spoŨywczych lub pochodzenia naturalnego metodŃ 

wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) 

 

Wprowadzenie 

Alkaloidy stanowiŃ niejednorodnŃ grupň zwiŃzk·w organicznych. SŃ to gğ·wnie zwiŃzki 

heterocykliczne pochodzenia roŜlinnego lub syntetycznego, zwykle o wğaŜciwoŜciach zasadowych. 

W stanie naturalnym wystňpujŃ zazwyczaj w postaci soli, gğ·wnie z kwasami organicznymi. Obecnie 

znanych jest kilkadziesiŃt tysiňcy struktur alkaloid·w, wystňpujŃcych u okoğo 20% znanych 

gatunk·w roŜlin wyŨszych. R·ŨnorodnoŜĺ budowy chemicznej alkaloid·w Ŝwiadczy o tym, iŨ nie 

posiadajŃ one jednorodnego mechanizmu biosyntezy. WykazujŃ r·wnieŨ szerokie spektrum dziağania 

fizjologicznego, od stymulujŃcego (kofeina, lobelina), poprzez narkotyczne (morfina, kokaina), do 

toksycznego (nikotyna, strychnina). 

Gğ·wnŃ podstawň klasyfikacji alkaloid·w stanowi rodzaj pierŜcienia heterocyklicznego 

wystňpujŃcego w ich strukturze. Wyr·Ũnia siň nastňpujŃce gğ·wne grupy alkaloid·w: 

Á alkaloidy nie zawierajŃce ukğad·w heterocyklicznych (protoalkaloidy) 

Á alkaloidy pochodne pirolu 

Á alkaloidy pochodne 1-metylopirolizydyny 

Á alkaloidy pochodne pirydyny i piperydyny 

Á alkaloidy zawierajŃce nieskondensowane pierŜcienie 5- lub/i 6-czğonowe 

Á alkaloidy zawierajŃce skondensowane 5- lub/i 6(7)-czğonowe z atomem azotu w pierŜcieniu (grupa 

tropanu) 

Á alkaloidy zawierajŃce dwa skondensowane pierŜcienie piperydynowe 

Á alkaloidy pochodne chinoliny lub izochinoliny 

Á alkaloidy pochodne indolu 

Á alkaloidy pochodne imidazolu 

Á alkaloidy purynowe 

Á alkaloidy terpenoidowe 

Á alkaloidy pochodne cyklopentanoperhydrofenantrenu (steroidowe) 

Á alkaloidy peptydowe 

 

Alkaloidy purynowe to pochodne puryny, zbudowanej z fragmentu pirymidynowego 

skoniugowanego z fragmentem imidazolowym. Do alkaloidów purynowych zaliczana jest teofilina, 

teobromina oraz kofeina. SpoŜr·d znanych alkaloid·w purynowych kofeina jest najbardziej 

rozpowszechnionŃ substancjŃ o dziağaniu psychoaktywnym. ChociaŨ ludzie spoŨywali kofeinň wiele 

wiek·w przed naszŃ erŃ, to dopiero w 1819 r. niemiecki chemik Friedrich Ferdinand Runge odkryğ 

jej istnienie w trakcie analizy skğadnik·w kawy, zaŜ jej struktura zostağa potwierdzona w 1897 r. 

przez Emila Fischera (rysunek 1). 

 

Rysunek 1. Struktura kofeiny. 

Kofeina (3,7-dihydro-1,3,7-trimetylo-1H-puryno-2,6-dion lub 1,3,7-trimetyloksantyna) jest 

zwiŃzkiem heterocyklicznym o wzorze C8H10N4O2 i masie molowej 194,19 g/mol. Czysta kofeina to 
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biağy proszek lub krysztağy o ksztağcie igieğ (temperatura topnienia 236 C̄, topnieniu towarzyszy 

sublimacja), bez zapachu, o gorzkim smaku i sğabych wğaŜciwoŜciach zasadowych. Dobrze 

rozpuszcza siň w gorŃcej wodzie, chloroformie i benzenie. Wystňpuje w ziarnach kawy (1-3%) i 

kakao, a takŨe w liŜciach herbaty (okoğo 5%) i orzeszkach Cola sp. (okoğo 3%). 

Kofeina jest Ŝrodkiem psychoaktywnym z grupy stymulant·w. Z przewodu pokarmowego kofeina 

wchğaniana jest niezwykle szybko, niemal cağkowicie. Przenika przez barierň krew-mózg. 

Charakteryzuje siň dziağaniem oŜrodkowym, polegajŃcym na nieselektywnym blokowaniu 

receptorów adenozynowych A1 i A2. Powinowactwo kofeiny do tkanek zaleŨy od ich stopnia 

uwodnienia oraz stňŨenia tego alkaloidu we krwi. W ustroju kofeina metabolizowana jest do kwasu 

1-metylomoczowego i 1-metyloksantyny.  

Najsilniejszy wpğyw kofeina wywiera na oŜrodkowy ukğad nerwowy i korň m·zgowŃ. Aktualnie 

naleŨy do najbardziej rozpowszechnionych substancji psychoaktywnych na Ŝwiecie. WaŨniejsze 

funkcje fizjologiczne kofeiny to: 

Á zwiňksza percepcjň (odbi·r) i analizowanie wraŨeŒ, przyŜpiesza i usprawnia procesy myŜlowe 

Á w mağych i Ŝrednich dawkach uğatwia pracň umysğowŃ, polepsza procesy zapamiňtywania i 
kojarzenia 

Á znosi uczucie znuŨenia, niechňci i zmňczenia 

Á przyŜpiesza przemianň materii 

Á rozszerza naczynia m·zgowe i wieŒcowe 

Á dziağa antyoksydacyjnie 

Á w wiňkszych dawkach powoduje Ăgonitwň myŜliò i og·lne rozbicie myŜlowe 

Á naduŨywana i przedawkowywana osğabia koncentracjň i powoduje bezsennoŜĺ, niepok·j, drŨenie 
miňŜniowe, zaburzenia myŜlenia, rozkojarzenie, czňstomocz, pocenie siň, uderzenia gorŃca, 

dreszcze, szum w uszach, kr·tkotrwağe zaciemnienia i bğyski w widzeniu, nudnoŜci, skurcze jelit, 

b·l brzucha, zawroty gğowy, niemiarowoŜĺ serca i tňtna 

Á okoğo 10-12 g kofeiny powoduje poraŨenie miňŜnia sercowego i oŜrodka oddechowego oraz zgon 

(filiŨanka kawy z jednej Ăczubatejò ğyŨeczki kawy zawiera okoğo 80-100 mg kofeiny). 

 

Kofeina wchodzi r·wnieŨ w skğad wielu lek·w oraz napoj·w typu Ăenergy drinkò (np. Red-Bull) i 

tzw. Ăsoft drinkò (np. Coca-Cola, Pepsi). Wykazuje zr·Ũnicowane wğaŜciwoŜci lecznicze. Jest 

skğadnikiem preparat·w przeciwb·lowych i przeciwgorŃczkowych. Ponadto stosowana jest w 

zaburzeniach pracy serca, w stanach og·lnego przemňczenia, sennoŜci, trudnoŜciach w 

zapamiňtywaniu oraz problemach zwiŃzanych z nadwagŃ. 

Analiza zawartoŜci kofeiny w produktach spoŨywczych ma kluczowe znaczenie zar·wno dla zdrowia 

oraz bezpieczeŒstwa konsument·w, jak i zgodnoŜci z przepisami prawa. Nadmierne spoŨycie kofeiny 

moŨe prowadziĺ do niekorzystnych skutk·w zdrowotnych, takich jak bezsennoŜĺ, stany lňkowe i 

przyspieszone tňtno. W wielu krajach obowiŃzujŃ przepisy prawne wymagajŃce oznaczania 

zawartoŜci kofeiny w napojach oraz umieszczania informacji o jej iloŜci na etykietach, co umoŨliwia 

konsumentom dokonywanie Ŝwiadomych wybor·w. Dokğadna analiza zawartoŜci kofeiny w 

produktach pomaga takŨe producentom kontrolowaĺ proces produkcyjny. Stağy poziom kofeiny ma 

kluczowe znaczenie dla utrzymania jakoŜci produktu i speğnienia oczekiwaŒ konsument·w.  

Do okreŜlenia zawartoŜci kofeiny w produktach spoŨywczych stosuje siň takie metody analityczne 

jak spektrofotometria UV-Vis, chromatografia gazowa sprzňŨona ze spektrometriŃ mas (GC-MS) czy 

wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC). Spektrofotometria UV-Vis to najprostsza i 

najtaŒsza metoda analizy kofeiny. Polega na pomiarze absorbancji kofeiny przy okreŜlonej dğugoŜci 

fali, zwykle l = 272 nm. Jest powszechnie stosowana do wstňpnego sprawdzania poziomu kofeiny w 

produktach przed bardziej szczeg·ğowŃ analizŃ. Natomiast technika GC-MS sğuŨy do szczeg·ğowej 

analizy kofeiny, zwğaszcza gdy konieczne jest rozdzielenie i identyfikacja kofeiny spoŜr·d innych 
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lotnych zwiŃzk·w w zğoŨonych mieszaninach. JednakŨe najpowszechniej stosowanŃ metodŃ analizy 

kofeiny jest technika HPLC, ze wzglňdu na jej wysokŃ czuğoŜĺ, dokğadnoŜĺ i zdolnoŜĺ do oddzielania 

kofeiny od innych skğadnik·w w zğoŨonych matrycach. Metoda ta polega na zastosowaniu kolumny 

chromatograficznej (zwykle wypeğnionej Ũelem krzemionkowym modyfikowanym grupami 

oktadecyloalkilowymi ï C18) w odwr·conym ukğadzie faz i detekcji UV, zazwyczaj przy l = 272 

nm. Jako fazň ruchomŃ najczňŜciej stosuje siň ukğad woda/acetonitryl lub woda/metanol. 

Odczynniki i sprzňt laboratoryjny 

1. Materiağ analizowany: kawa, herbata, Pepsi, Coca-Cola, napój wysokoenergetyczny lub inne 

produkty zawierajŃce kofeinň 

2. Szkğo laboratoryjne: rozdzielacz, cylindry miarowe, pipety miarowe, kolby pğaskodenne, kolba 
okrŃgğodenna, lejek zwykğy, mağe zlewki, strzykawka Hamiltona 

3. Probówki Eppendorfa 

4. Bibuğa filtracyjna 

5. Bezwodny Na2SO4 

6. Roztwory wzorcowe zawierajŃcy kofeinň rozpuszczonŃ w wodzie, o stňŨeniu 0,5 mg/mL, 0,25 
mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,075 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,025 mg/mL, 0,01 mg/mL 

7. Kontrolny roztw·r wzorcowy kofeiny o stňŨeniu 0,1 mg/mL 

8. 0,2 M wodny roztwór NaOH 

9. Dichlorometan 

10. Roztwory do wysokosprawnej chromatografii cieczowej: 

roztwór A: metanol 

roztwór B: woda z dodatkiem 0,08% kwasu trifluorooctowego (TFA) 

roztwór C: acetonitryl (ACN) z dodatkiem 0,08% TFA 

11. Wyparka rotacyjna pr·Ũniowa 

12. Zestaw do wysokosprawnej chromatografii cieczowej skğadajŃcy siň z degazera, pompy, 
detektora UV oraz komputera wraz z oprogramowaniem 

 

Wykonanie ĺwiczenia 

A. Izolacja kofeiny 

 

OdpowiedniŃ iloŜĺ pğynu (20 mL) zawierajŃcego kofeinň umieŜciĺ w kolbie pğaskodennej i dodaĺ    

15 mL dichlorometanu (DCM) oraz 15 mL 0,2 M roztworu NaOH. Tak przygotowanŃ mieszaninň 

wytrzŃsaĺ przez 5 minut. Nastňpnie mieszaninň przenieŜĺ do rozdzielacza i wytrzŃsaĺ przez kolejne 

5 min. Oddzieliĺ warstwň organicznŃ i przenieŜĺ do uprzednio przygotowanego naczynia (kolba 

pğaskodenna). Do warstwy wodnej w rozdzielaczu dodaĺ 20 mL DCM i ponownie ekstrahowaĺ. 

Warstwy organiczne poğŃczyĺ i osuszyĺ nad Na2SO4. Po 15 minutach roztw·r przesŃczyĺ do kolby 

okrŃgğodennej oraz usunŃĺ rozpuszczalnik pod obniŨonym ciŜnieniem, a otrzymany osad rozpuŜciĺ 

w 20 mL dejonizowanej wody. Do czasu wykonania analizy HPLC pr·bkň przechowywaĺ w 

temperaturze +4 ̄C. 

B. SporzŃdzenie krzywej wzorcowej 

 

W celu sporzŃdzenia krzywej wzorcowej przeprowadziĺ analizy HPLC roztwor·w wzorcowych 

kofeiny otrzymanych przez odpowiednie rozcieŒczenie roztworu wzorcowego kofeiny o stňŨeniu        

1 mg/mL do nastňpujŃcych stňŨeŒ (po uzgodnieniu z prowadzŃcym zajňcia): 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL, 

0,1 mm/mL, 0,075 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,025 mg/mL oraz 0,01 mg/mL. Na podstawie analizy pól 

powierzchni pik·w w otrzymanych chromatogramach wykreŜliĺ krzywŃ wzorcowŃ przedstawiajŃcŃ 

zaleŨnoŜĺ powierzchni piku od stňŨenia wzorca. Otrzymana wartoŜĺ wsp·ğczynnika korelacji 

powinna byĺ wiňksza niŨ 0,95. Przykğadowy chromatogram wzorca kofeiny i krzywa wzorcowŃ dla 

wyŨej wymienionych stňŨeŒ kofeiny przedstawia rysunek 2 i 3. 
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Rysunek 2. Przykğadowy chromatogram HPLC dla wzorca kofeiny o stňŨeniu 0,1 mg/mL. 

 

StňŨenie wzorca [mg/mL] Powierzchnia piku [mV] 

0,01 301019 

0,025 660774 

0,05 1300752 

0,075 1888967 

0,10 2305877 

0,25 6027516 

0,50 12387279 

 

 

Rysunek 3. Przykğadowa krzywa wzorcowa dla roztwor·w wzorcowych kofeiny o nastňpujŃcych stňŨeniach: 0,5, 0,25, 

0,1, 0,075, 0,05, 0,025 oraz 0,01 mg/mL. 
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WARUNKI ANALIZY HPLC  

Á wysokosprawny chromatograf cieczowy firmy Shimadzu skğadajŃcy siň z degazera, pompy 
(czterokanağowa) i detektora UV 

Á kolumna Phenomenex PhenoSphere-Next C18 (5 µm), o wymiarach 4,6×150 mm 

Á objňtoŜĺ dozowania: 10 µL 

Á temperatura kolumny: 25 ̄C 

Á faza ruchoma: gradient 10-60% roztworu C 

Á natňŨenie przepğywu fazy ruchomej: 1 mL/min 

Á czas analizy: 15 min 

Á detekcja: l = 272 nm 

 

C. Analiza chromatograficzna kofeiny w wybranych produktach spoŨywczych lub 

pochodzenia naturalnego 

 

Przed rozpoczňciem wğaŜciwej analizy badanej pr·bki naleŨy wykonaĺ analizň chromatograficznŃ 

roztworu kontrolnego kofeiny o stňŨeniu 0,1 mg/mL i por·wnaĺ zgodnoŜĺ wyniku z krzywŃ 

wzorcowŃ. W wypadku braku zgodnoŜci wyniku naleŨy przygotowaĺ nowe roztwory wzorcowe 

kofeiny oraz sporzŃdziĺ nowŃ krzywŃ wzorcowŃ. JeŜli roztw·r kontrolny speğnia powyŨsze kryterium 

wykonaĺ analizň pr·bki posğugujŃc siň tŃ samŃ metodŃ chromatograficznŃ jak dla roztwor·w 

wzorcowych i mieszaniny kontrolnej. 

D. Przedstawienie wynik·w koŒcowych 

 

Na podstawie czas·w retencji zidentyfikowaĺ kofeinň w badanej pr·bce, a jej zawartoŜĺ wyznaczyĺ 

na podstawie powierzchni pik·w, posğugujŃc siň krzywŃ wzorcowŃ. Wynik koŒcowy oznaczenia 

przedstawiĺ w mg/L oraz w mg/wielkoŜĺ porcji z dokğadnoŜciŃ do 0,1. 

Zakres materiağu 

klasyfikacja, wystňpowanie oraz wğaŜciwoŜci alkaloid·w, struktura i wğaŜciwoŜci kofeiny, podstawy 

teoretyczne chromatografii cieczowej (rodzaje chromatografii cieczowej, podstawowe pojňcia z 

zakresu chromatografii cieczowej), zasada rozdziağu w wykorzystaniem wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej (w tym stosowane wypeğnienia kolumn, fazy ruchome i rodzaje detekcji) 

Literatura uzupeğniajŃca 
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2013.  
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3. Witkiewicz W, Podstawy chromatografii, Wydawnictwo Naukowo-Techniczne, Warszawa 
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4. Szczepaniak W, Metody instrumentalne w analizie chemicznej, Wydawnictwo Naukowe PWN, 
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wybranych rodzajach kawy, Postňpy Techniki Przetw·rstwa SpoŨywczego, 2: 68ï71 (2019). 
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9. Oznaczenie stňŨenia biağka metodŃ Bradforda 

 

Wprowadzenie 

Biağka naleŨŃ do podstawowych biopolimer·w wchodzŃcych w skğad kom·rki. Ze wzglňdu na 

globalnŃ strukturň dzielŃ siň na globularne (zwykle rozpuszczalne w wodzie) i fibrylarne (zwykle 

nierozpuszczalne). Zmiany stňŨenia biağek kontrolujŃ procesy metaboliczne komórki. Oznaczenie 

stňŨenia biağka umoŨliwia r·wnieŨ okreŜlenie wartoŜci energetycznej spoŨywczych produkt·w 

biağkowych. Odczynnik Bradforda uŨywany jest do okreŜlenia stňŨenia biağka. Procedura oznaczenia 

stňŨenia biağek wykorzystuje zjawisko tworzenia siň kompleksu pomiňdzy barwinkiem (Brilliant 

Blue G ï rysunek 1), a biağkami. 

 
Rysunek 1. Struktura barwnika Brilliant Blue G. 

Barwnik Brilliant Blue G (niezwiŃzany) w Ŝrodowisku kwasowym ma zabarwienie brunatne, 

natomiast po zwiŃzaniu z biağkiem ï niebieskie. Powstanie kompleksu biağko-barwnik powoduje 

przesuniňcie batochromowe dğugoŜci fali odpowiadajŃcej maksimum absorpcji barwnika z 465 do 

595 nm. WartoŜĺ absorbancji jest proporcjonalna do stňŨenia biağka. Jako wzorzec biağka stosuje siň 

albuminň bydlňcŃ. Liniowa zaleŨnoŜĺ absorbancji od stňŨenia leŨy w zakresie stňŨenia biağka 0,1-1,4 

mg/mL. Za wiŃzanie barwnika przez biağko odpowiedzialne sŃ gğ·wnie oddziağywania 

elektrostatyczne (gğ·wnie z resztami argininy) i hydrofobowe (gğ·wnie z resztami tryptofanu). Reszty 

lizyny, histydyny, tyrozyny i fenyloalaniny r·wnieŨ biorŃ w nich udziağ, jednak sŃ mniej istotne. 

Mleko jest biağŃ, nieprzeŦroczystŃ wydzielina gruczoğu mlekowego samic ssak·w, stanowiŃcŃ 

pokarm dla urodzonego potomstwa. Jest mieszaninŃ zwiŃzk·w chemicznych, tworzŃcych 

r·wnoczeŜnie wğaŜciwy roztw·r wodny (laktozy i sole mineralne), roztw·r koloidalny (kazeiny) oraz 

emulsjň, kt·rej fazň rozproszonŃ stanowiŃ skğadniki tğuszczowe. W mleku wystňpujŃ dwie grupy 

biağek. Skrzep biağkowy (ser) tworzŃ biağka kazeinowe, a w serwatce znajdujŃ siň biağka serwatkowe. 

Kazeina jest mieszaninŃ ponad dwudziestu biağek r·ŨniŃcych siň strukturŃ.  W mleku krowim prawie 

40% tego biağka to Ŭs-kazeina, 30% ɓ-kazeina, a 15% ə-kazeina. W rozpuszczalnej frakcji 

serwatkowej prawie poğowň stanowi ɓ-laktoglobulina, 25% Ŭ-laktoalbumina, okoğo 15% to 

immunoglobuliny i albumina surowicy krwi. W mleku znajdujŃ siň r·wnieŨ laktoferyna, lizozym i 

laktoperoksydaza, peğniŃce rolň czynnik·w antybakteryjnych. 

Jaja kurze sŃ bogatym Ŧr·dğem biağka, tğuszczy oraz witamin.  Biağko stanowi wiňkszoŜĺ masy jajka. 

Jest jednoczeŜnie materiağem zapasowym (odŨywczy) i warstwŃ ochronnŃ dla Ũ·ğtka. Z dietetycznego 

punktu widzenia zawarte w nim biağka okreŜlane sŃ jako wzorcowe, gdyŨ zawierajŃ w swoim skğadzie 

wszystkie egzogenne, niezbňdne dla czğowieka aminokwasy. Biağko jaja stanowi okoğo 60-65% masy 

cağego jaja. Gğ·wnym jego skğadnikiem jest woda, stanowiŃca okoğo 85-90% cağej masy. Resztň     

10-15% stanowi koloidalna mieszanina r·Ũnorodnych biağek. średnio 100 gram·w biağka jaja 

zawiera okoğo 10,9 g biağka.  SŃ to gğownie albuminy (67%, w tym owoalbumina 54% i konalbumina 

13%). Pozostağe biağka to owomukoid (11%), globuliny (do 8%), lizozym (3,5%), owomucyna 

(1,5%), flawoproteiny (0,8%, awidyna (0,05%).  
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Odczynniki i sprzňt laboratoryjny  

1. Pr·bka biağka o nieznanym stňŨeniu (np. mleko, jajko) 

2. Roztw·r wzorcowy albuminy o stňŨeniu 1 mg/mL 

3. Odczynnik Bradforda 

4. 1% roztwór kwasu octowego 

5. Cylinder miarowy (10 mL), zlewka i kolbka pğaskodenna ze szlifem 

6. Prob·wki zwykğe szklane oraz wir·wkowe 

7. Pipety miarowe automatyczne: 20-200 µL oraz 200-1000 µL 

8. Wirówka 

9. Kuwety pomiarowe plastikowe lub plastikowa pğytka mikrotitracyjna 

10. Spektrofotometr UV-Vis lub spektrofotometryczny czytnik pğytek 

 

Wykonanie ĺwiczenia 

A. Przygotowanie pr·bki biağka z mleka 

 

Do probówki wirówkowej z 5 mL lekko ogrzanego mleka dodaĺ powoli, mieszajŃc, 2 mL 1% kwasu 

octowego. WytrŃcony osad kazeiny odwirowaĺ przy 5000 RPM przez 5 min. Supernatant 

wykorzystaĺ do iloŜciowego oznaczenia sumarycznej zawartoŜci globulin i albumin w mleku. 

B. Przygotowanie pr·bki biağka z jaja kurzego 

 

Delikatnie stğuc skorupkň jajka i oddzieliĺ biağko od Ũ·ğtka (Ũ·ğtko nie bňdzie potrzebne w tym 

eksperymencie). UwaŨaĺ aby biağko nie wymieszağo siň z Ũ·ğtkiem. Biağko zebraĺ do mağej zlewki i 

zwaŨyĺ, a nastňpnie przenieŜĺ do cylindra miarowego i zmierzyĺ jego objňtoŜĺ). Do cylindra 

miarowego zawierajŃcego biağko jaja dodaĺ wodň destylowanŃ, aby rozcieŒczyĺ biağko jaja 2-krotnie. 

Roztwór przenieŜĺ do mağej kolbki pğaskodennej, a nastňpnie dobrze wymieszaĺ poprzez delikatne 

wytrzŃŜniňcie (unikaĺ tworzenia siň piany). Z kolbki pobraĺ pr·bkň 0,2 mL i rozcieŒczyĺ wodŃ 

destylowanŃ 50-krotnie. 

C. Przygotowanie roztwor·w wzorcowych biağka 

 

Roztw·r wzorcowy biağka o znanym stňŨeniu poczŃtkowym (1 mg/mL) rozcieŒczyĺ wodŃ 

destylowanŃ w taki spos·b, aby otrzymaĺ po 0,1 mL rozcieŒczonych roztwor·w wzorca o stňŨeniach 

pokazanych w tabeli poniŨej (kolumna 4). 

 

Numer 

próbki  

ObjňtoŜĺ odczynnika 

Bradforda 

ObjňtoŜĺ roztworu 

biağka 

StňŨenie roztworu 

biağka 

1 0,5 mL 0,1 mL (woda destylowana) 0 mg/mL 

2 0,5 mL 0,1 mL (roztwór wzorca) 0,25 mg/mL 

3 0,5 mL 0,1 mL (roztwór wzorca) 0,50 mg/mL 

4 0,5 mL 0,1 mL (roztwór wzorca) 0,75 mg/mL 

5 0,5 mL 0,1 mL (roztwór wzorca) 1,00 mg/mL 

6 0,5 mL 0,1 mL (nieznana próbka) X1 mg/mL 

7 0,5 mL 0,1 mL (nieznana próbka) X2 mg/mL 

8 0,5 mL 0,1 mL (nieznana próbka) X3 mg/mL 

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

X1, X2 ï pr·bka biağka mleka; X3, X4 ï pr·bka biağka jaja kurzego. Do obliczeŒ uŨyĺ Ŝredniej wartoŜci stňŨenia. 
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D. Oznaczanie zawartoŜci biağka w mleku i biağku jaja 

 

W 9 suchych probówkach umieŜciĺ po 0,5 mL odczynnika Bradforda i dodaĺ jak najszybciej po 0,1 

mL roztworu biağka*  zgodnie z opisem umieszczonym w tabeli powyŨej. Delikatnie wymieszaĺ 

zawartoŜĺ kaŨdej prob·wki i inkubowaĺ w temperaturze pokojowej przez 20 min. 

* Uwaga! Roztwory biağka wzorcowego i pr·bek o nieznanym stňŨeniu biağka muszŃ byĺ dodane do 

odczynnika Bradforda w tym samym (jak najkrótszym) czasie. 

Po inkubacji, przy pomocy spektrofotometru UV-Vis (lub czytnika pğytek), zmierzyĺ absorbancjň 

pr·bek przy ɚ = 595 nm (lub l = 620 nm). W wypadku stosowania czytnika mikropğytek, do 

pojedynczej studzienki nanosiĺ 200 µL kaŨdego roztworu (prob·wki 1-9). KaŨdy roztwór nanieŜĺ 

2-krotnie na pğytkň. Kompleks biağko-barwnik jest trwağy przez 60 minut. Po wykonaniu pomiaru 

pğytkň naleŨy przepğukaĺ alkoholem. 

E. Przedstawienie wynik·w koŒcowych 

 

Na podstawie uzyskanych wynik·w, wykreŜliĺ krzywŃ wzorcowŃ. Od wartoŜci absorbancji dla 

kaŨdej pr·bki naleŨy odjŃĺ wartoŜĺ absorbancji prob·wki nr 1 (tylko odczynnik Bradforda). Z 

krzywej odczytaĺ stňŨenie biağka w nieznanej pr·bce (prob·wki nr 6-9). OkreŜliĺ cağkowitŃ 

zawartoŜĺ globulin i albumin w mleku (w mg/mL), a takŨe zawartoŜĺ biağek w biağku jaja kurzego 

wyraŨajŃc jŃ w g/100g i g/100 mL biağka jaja kurzego. W obliczeniach naleŨy uwzglňdniĺ 

rozcieŒczenie badanych pr·bek pochodzŃcych z mleka i biağka jaja kurzego. 

Zakres materiağu 

metody oznaczania stňŨenia biağek, budowa i funkcje biağek, wiŃzanie peptydowe, aminokwasy 

(wzory, skróty jednoliterowe i trzyliterowe), wiŃzanie peptydowe - struktura przestrzenna, podziağ 

biağek (fibrylarne, globularne, proste, zğoŨone), struktury przestrzenne biağek i oddziağywania, kt·re 

je stabilizujŃ, spektrometria UV-Vis, charakterystyka biağek mleka i jaja kurzego 

Literatura uzupeğniajŃca 

1. Kğyszejko-Stefanowicz L, Ĺwiczenia z biochemii, PWN, Warszawa 2011. 

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

3. Kijowski J, LeŜnierowski G, Cegielska-Radziejewska R, Jaja cennym Ŧr·dğem skğadnik·w 

bioaktywnych, ŧYWNOśĹ. Nauka. Technologia. JakoŜĺ, 5(90): 29ï41 (2013). 

4. Guha S, Majumder K, Mine Y, Egg Proteins. Encyclopedia of Food Chemistry, p. 74-84, 

Academic Press 2019. 
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10. Izolacja i analiza spektroskopowa chlorofilu 

 

Wprowadzenie 

Barwniki roŜlinne sŃ grupŃ organicznych zwiŃzk·w chemicznych odpowiedzialnych za barwň 

organ·w roŜlinnych. W procesach fizjologicznych uczestniczŃ w absorpcji Ŝwiatğa niezbňdnego do 

fotosyntezy, ochronie przed stresem oksydacyjnym, a takŨe w mechanizmach adaptacyjnych, takich 

jak przyciŃganie zapylaczy czy ochrona przed promieniowaniem UV. Do najwaŨniejszych grup 

barwnik·w roŜlinnych naleŨŃ: 

Á Antocyjany ï sŃ glikozydami rozpuszczalnymi w wodzie, kt·rych barwa zmienia siň w zaleŨnoŜci 

od pH Ŝrodowiska ï od czerwonej w Ŝrodowisku kwaŜnym, po niebieskŃ w zasadowym. 

WystňpujŃ w kwiatach, owocach i liŜciach, chroniŃc roŜliny jako przeciwutleniacze i czynniki 

przeciwbakteryjne.  

Á Flawonoidy - naleŨŃ do polifenoli. SŃ Ũ·ğtymi lub bezbarwnymi barwnikami, dodatkowo 

odpowiadajŃ za ochronň roŜlin przed r·Ũnymi czynnikami stresowymi, takimi jak: 

promieniowanie sğoneczne, temperatura, a takŨe, ze wzglňdu na zdolnoŜĺ wymiatania wolnych 

rodnik·w, zmniejszajŃ stres oksydacyjny. 

Á Karotenoidy - naleŨŃ do grupy tetraterpen·w. StanowiŃ Ũ·ğte, pomaraŒczowe i czerwone 

pigmenty, które oprócz roli barwników pomocniczych, chroniŃ chlorofile przed nadmiernŃ 

intensywnoŜciŃ Ŝwiatğa. 

Á Chlorofil - zielony barwnik fotosyntetyczny obecny w chloroplastach roŜlin wyŨszych, glon·w i 

cyjanobakterii, umoŨliwiajŃcy proces fotosyntezy, w kt·rym energia Ŝwietlna jest przeksztağcana 

w energiň chemicznŃ. Dziňki niemu z wody i dwutlenku wňgla powstajŃ glukoza i tlen: 

6 CO2 + 6 H2O Ÿ C6H12O6 + 6 O2ŷ 

Pod wzglňdem budowy, chlorofil (rysunek 1) skğada siň z czterech poğŃczonych pierŜcieni 

pirolowych, tworzŃcych rdzeŒ porfirynowy, w kt·rego centrum znajduje siň atom magnezu. Dziňki 

ukğadowi sprzňŨonych wiŃzaŒ podw·jnych i pojedynczych, chlorofil efektywnie absorbuje Ŝwiatğo w 

zakresie widzialnym. 

 

Rysunek 1. Wzór strukturalny chlorofilu. 

 

Wyr·Ũnia siň kilka typ·w chlorofilu, z kt·rych najwaŨniejsze to: 

Á Chlorofil a ï podstawowy pigment fotosyntetyczny, obecny we wszystkich organizmach 

przeprowadzajŃcych fotosyntezň. Jest odpowiedzialny za absorpcjň Ŝwiatğa czerwonego (680 nm) 

i fioletowego (440 nm), stŃd w widmie chlorofilu obecne sŃ dwa maksima absorpcji. 
 

Á Chlorofil b ï pigment pomocniczy, charakterystyczny dla roŜlin wyŨszych i niekt·rych glon·w, 

kt·ry absorbuje Ŝwiatğo niebieskie i pomaraŒczowoczerwone, przekazujŃc energiň do chlorofilu a. 
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Inne formy, takie jak chlorofil c, d i e, wystňpujŃ w specyficznych grupach organizm·w i peğniŃ 

funkcje adaptacyjne w r·Ũnych warunkach Ŝrodowiskowych. 

Chlorofil znajduje szerokie zastosowanie w przemyŜle spoŨywczym, kosmetycznym i 

farmaceutycznym. Ze wzglňdu na intensywnŃ zielonŃ barwň, chlorofil a stosuje siň jako naturalny 

barwnik do oliwy, mydeğ, wosk·w i tekstyli·w. Modyfikacja jego struktury, np. poprzez zastŃpienie 

atomu magnezu atomem miedzi uzyskuje siň pigment o barwie jasno niebieskiej.  

Barwniki roŜlinne charakteryzujŃ siň r·Ũnorodnymi wğaŜciwoŜciami fizykochemicznymi, kt·re 

determinujŃ wyb·r odpowiednich metod ich izolacji i analizy. WğaŜciwoŜci te, jak rozpuszczalnoŜĺ, 

polarnoŜĺ czy stabilnoŜĺ w okreŜlonych warunkach, wpğywajŃ na skutecznoŜĺ procesu rozdzielania i 

identyfikacji. Do najczňŜciej stosowanych metod naleŨŃ ekstrakcja, chromatografia 

cienkowarstwowa (TLC), chromatografia kolumnowa oraz spektrofotometria UV-Vis. 

Izolacja barwnik·w rozpoczyna siň od ekstrakcji, kt·rej celem jest efektywne wydzielenie zwiŃzk·w 

z tkanek roŜlinnych do odpowiedniego rozpuszczalnika. Proces ekstrakcji obejmuje homogenizacjň 

materiağu roŜlinnego z rozpuszczalnikiem, po czym mieszanina jest najczňŜciej filtrowana lub 

wirowana w celu oddzielenia osadu od roztworu zawierajŃcego barwniki. Barwniki roŜlinne 

najczňŜciej ekstrahuje siň w rozpuszczalnikach organicznych, takich jak aceton, metanol czy etanol, 

co umoŨliwia wydzielenie tych zwiŃzk·w z tkanek roŜlinnych. 

Izolowane barwniki rzadko wystňpujŃ w pr·bkach w postaci czystej, dlatego wymagajŃ dalszego 

rozdziağu przy uŨyciu technik chromatograficznych. Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) jest 

prostŃ i szybkŃ metodŃ pozwalajŃcŃ na rozdzielenie i wstňpnŃ identyfikacjň barwnik·w roŜlinnych. 

Na pğytkň chromatograficznŃ z naniesionŃ fazŃ stacjonarnŃ (np. Ũelem krzemionkowym) aplikuje siň 

ekstrakt, kt·ry nastňpnie rozwija siň w ukğadzie rozpuszczalnik·w (np. heksan : aceton). Identyfikacji 

barwnik·w dokonuje siň na podstawie wyznaczonego dla nich wsp·ğczynnika op·Ŧnienia (Rf). 

Chromatografia kolumnowa pozwala z kolei na skuteczne rozdzielenie barwnik·w w wiňkszej skali. 

W tej technice pr·bkň rozdziela siň w kolumnie chromatograficznej wypeğnionej fazŃ stacjonarnŃ, 

przez kt·rŃ przepuszcza siň odpowiednio dobranŃ pod wzglňdem polarnoŜci fazň ruchomŃ. W obu 

przypadkach rozdziağ barwnik·w zachodzi na podstawie ich r·Ũnic w polarnoŜci i powinowactwie do 

fazy stacjonarnej. 

Po rozdziale barwnik·w ich identyfikacjň wspiera analiza spektrofotometryczna. JednŃ z 

podstawowych metod analizy jest spektrofotometria UV-Vis. KaŨdy barwnik posiada 

charakterystyczny profil absorpcji Ŝwiatğa, co pozwala na jego identyfikacjň i oznaczenie iloŜciowe. 

Jak juŨ wspomniano: chlorofil a wykazuje maksimum absorpcji w zakresie 430ï440 nm (Ŝwiatğo 

fioletowe) oraz 660ï680 nm (Ŝwiatğo czerwone); chlorofil b absorbuje intensywnie przy 450ï470 nm 

oraz 640ï660 nm; karotenoidy wykazujŃ maksimum absorpcji w zakresie 400ï500 nm; natomiast 

antocyjany zaleŨnie od pH zmieniajŃ profil absorpcji. 

Odczynniki i sprzňt: 

1. świeŨe zielone liŜcie 

2. ŧel krzemionkowy Silica Gel 60 (Merck) 

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

4. Mieszanina eter naftowy : aceton (7:3; v/v) 

5. 10% wodny roztwór NaCl 

6. CaCO3 

7. Bezwodny Na2SO4 (lub MgSO4) 

8. Szkğo laboratoryjne: moŦdzierz, rozdzielacz o pojemnoŜci 100 mL, lejek zwykğy, kolby 
stoŨkowe, kolby okrŃgğodenne, zlewki, prob·wki, pipety miarowe, cylindry miarowe 

9. Zestaw do chromatografii kolumnowej 

10. Bibuğa filtracyjna 
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11. Wyparka rotacyjna próŨniowa 

12. Spektrofotometr UV-Vis wraz kuwetami kwarcowymi 

 

Wykonanie ĺwiczenia 

A. Ekstrakcja barwnik·w z liŜci 

 

W moŦdzierzu utrzeĺ 1 g rozdrobnionych ŜwieŨych liŜci w 20 mL mieszaniny aceton : eter naftowy 

(22:3; v/v). W trakcie rozcierania dodaĺ niewielkŃ iloŜĺ CaCO3 (peğna ğopatka dentystyczna). 

Mieszaninň przesŃczyĺ do rozdzielacza przez sŃczek z bibuğy. Do ekstraktu dodaĺ 20 mL eteru 

naftowego i 20 mL 10% roztworu NaCl. WytrzŃsaĺ 2-3 min. Po rozdzieleniu siň warstw, usunŃĺ 

dolnŃ warstwň wodnŃ, a g·rnŃ warstwň organicznŃ przemyĺ wodŃ destylowanŃ (3³5 mL). Przemyty 

ekstrakt wysuszyĺ w kolbie pğaskodennej za pomocŃ bezwodnego Na2SO4 (lub MgSO4). Po 

wysuszeniu, roztw·r przesŃczyĺ do kolbki okrŃgğodennej i zagňŜciĺ do 20-30% poczŃtkowej 

objňtoŜci. 

B. Przygotowanie kolumny 

 

Kolumnň chromatograficznŃ umieŜciĺ pionowo w statywie, zamknŃĺ jej wylot zaciskiem i wypeğniĺ 

jŃ okoğo 10 mL mieszaniny eter naftowy : aceton (7:3; v/v). Nastňpnie przy pomocy bagietki umieŜciĺ 

na dnie kolumny niewielkŃ iloŜĺ waty uwaŨajŃc, aby nie powstağy pňcherzyki powietrza. OstroŨnie 

wprowadziĺ (po bagietce) do kolumny zamieszanŃ uprzednio zawiesinň Ũelu krzemionkowego Silica 

Gel 60 (Merck). Zawiesina w zlewce powinna byĺ przygotowana tak, aby 2/3 jej objňtoŜci stanowiğ 

Ũel, a 1/3 mieszanina eter naftowy : aceton (7:3; v/v). Nastňpnie odczekaĺ, aŨ na dnie kolumny 

uformuje siň warstwa Ũelu 3-5 cm, po czym ostroŨnie otworzyĺ wylot kolumny. Roztwór powinien 

wypğywaĺ z szybkoŜciŃ 1 kropli/sek. WysokoŜĺ uformowanego Ũelu powinna wynosiĺ 20 cm. 

Nastňpnie na szczycie kolumny ostroŨnie umieŜciĺ krŃŨek z bibuğy filtracyjnej i zamknŃĺ wylot 

kolumny, pozostawiwszy nad powierzchniŃ co najmniej 2 cm roztworu. 

C. R·wnowaŨenie kolumny 

 

Otworzyĺ wylot kolumny z uformowanym Ũelem krzemionkowym i przepuŜciĺ przez niŃ okoğo 60 

mL mieszaniny eter naftowy : aceton (7 : 3; v/v). Podczas r·wnowaŨenia naleŨy utrzymywaĺ nad 

powierzchniŃ Ũelu co najmniej 2 cm roztworu przez ostroŨne dodawanie pipetkŃ niewielkich porcji 

eluentu. SzybkoŜĺ przepğywu powinna wynosiĺ okoğo 1 mL/min. 

D. Chromatografia barwnik·w roŜlinnych 

 

2 mL zatňŨonego ekstraktu barwnik·w roŜlinnych nanieŜĺ na czoğo kolumny. Po wsiŃkniňciu w Ũel 

ostroŨnie dodaĺ 4-5 mL eluentu. Otworzyĺ wylot na dole kolumny i rozpoczŃĺ elucjň barwnik·w. W 

trakcie elucji utrzymywaĺ nad powierzchniŃ Ũelu co najmniej 2 cm roztworu poprzez ostroŨne 

dodawanie niewielkich porcji eluentu za pomocŃ pipetki. Eluat zbieraĺ do prob·wek, do kaŨdej po 3 

mL. Zaobserwowaĺ pojawianie siň r·Ũnokolorowych stref w trakcie rozdziağu.  

E. Identyfikacja barwnik·w roŜlinnych 

 

Zanotowaĺ kolejnoŜĺ elucji poszczeg·lnych barwnik·w i zidentyfikowaĺ je na podstawie barwy, 

fluorescencji i widma absorbancji. Zaobserwowaĺ zabarwienie zawartoŜci zebranych frakcji pod 

lampŃ UV. Eluent zawierajŃcy chlorofil i feofitynň wykazuje czerwonawŃ fluorescencjň. Frakcje 

zawierajŃce chlorofil zidentyfikowaĺ na podstawie wykonanych widm absorbancji (maksimum 

absorbancji dla chlorofilu znajduje siň przy dğugoŜciach fal 420-440 i 680 nm). W tabeli 1 

przedstawiono kolory poszczeg·lnych barwnik·w roŜlinnych. 
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Tabela 1. Barwa i budowa chemiczna barwnik·w roŜlinnych. 

Barwnik  Kolor  

karoten zğoty 

feofityna oliwkowozielony 

chlorofil a niebieskozielony 

chlorofil b Ũ·ğtozielony 

luteina Ũ·ğty 

ksantofile Ũ·ğty 
 

 

Zakres materiağu 

zasada rozdziağu w chromatografii cieczowej, wğaŜciwoŜci barwnik·w roŜlinnych i ich funkcja 

biologiczna, antocyjany, flawonoidy, karotenoidy, budowa chlorofilu (rdzeŒ porfirynowy, chlorofil 

a i b), postrzeganie barw, fotosynteza 

Literatura uzupeğniajŃca 

1. Stryer L, Biochemia, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 1999. 

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

3. Boğonkowska O, Pietrosiuk A, Sykğowska-Baranek K, RoŜlinne zwiŃzki barwne ich wğaŜciwoŜci 

biologiczne oraz moŨliwoŜci wytwarzania w kulturach in vitro, Biul. Wydz. Farm. WUM, 1, 1-27, 

Warszawa 2011. 

4. Szczepaniak W, Metody instrumentalne w analizie chemicznej, PWN, Warszawa, 1996. 
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11. Oznaczanie witaminy C w ŨywnoŜci przez miareczkowanie wskaŦnikiem redoksowym ï               

2,6-dichlorofenoloindofenolem (DCIP) 

 

Wprowadzenie 

Witaminy sŃ to niezbňdne do Ũycia zwiŃzki organiczne o zr·Ũnicowanej budowie chemicznej, 

speğniajŃce w Ũywym organizmie waŨne funkcje biologiczne. ZwiŃzki te sŃ katalizatorami ogólnych 

lub swoistych reakcji biochemicznych, wchodzŃ w skğad enzym·w i koenzym·w. Obecnie znamy 
kilkaset enzym·w i ogromnŃ liczbň reakcji, w kt·rych istotnŃ rolň odgrywajŃ witaminy w postaci 

koenzym·w (np. koenzymy FMN i FAD, w skğad kt·rych wchodzi ryboflawina, posiadajŃ zdolnoŜĺ 

przenoszenia elektronów, biorŃc udziağ w licznych reakcjach utleniania i redukcji). Witaminy sŃ 
niezbňdne do wzrostu i podtrzymania funkcji Ũyciowych. UczestniczŃ w procesach rozkğadu 

substancji odŨywczych i wyzwalania zawartej w nich energii. SŃ teŨ niezbňdne do syntezy nowych 

zwiŃzk·w. Dla wielu organizm·w, w tym zwierzŃt i czğowieka, sŃ to na og·ğ zwiŃzki egzogenne i 

muszŃ byĺ dostarczane z poŨywieniem. Nazwň Ăwitaminaò zaproponowağ polski biochemik 

Kazimierz Funk, kt·ry nazwağ je aminami warunkujŃcymi Ũycie (ğac. vita-Ũycie). 

WŜr·d witamin znane sŃ zwiŃzki alifatyczne, alicykliczne, aromatyczne oraz heterocykliczne (ich 

masy czŃsteczkowe wynoszŃ od 122 do nawet 1355 Da). Producentami witamin w przyrodzie sŃ 

roŜliny i mikroorganizmy, bakterie ŨyjŃce w przewodzie pokarmowym, a takŨe tkanki zwierzŃt. 

Zapotrzebowanie czğowieka na witaminy zaleŨy od r·Ũnych czynnik·w, ale og·lnie wynosi od 

mikrogram·w do kilkudziesiňciu miligram·w dziennie. Objawy wywoğane cağkowitym brakiem 

witamin zwane sŃ awitaminozami. Z kolei stan poŜredni miňdzy awitaminozŃ, a optymalnym 

zaspokojeniem zapotrzebowania organizmu na okreŜlonŃ witaminň nazywamy hipowitaminozŃ. 

Natomiast nadmierne przyjmowanie preparat·w witaminowych, gğ·wnie witamin rozpuszczalnych 

w tğuszczach, moŨe prowadziĺ do szkodliwych dla organizmu objaw·w, zwanych hiperwitaminozŃ. 

Na poniŨszym schemacie przedstawiono podstawowŃ klasyfikacjň witamin: 

 

 

BUDOWA I FUNKCJE WITAMINY C - KWASU ASKORBINOWEGO 

Kwas askorbinowy jest produktem przemiany glukozy. Czğowiek jest jednym z niewielu gatunk·w 

(obok Ŝwinek morskich, naczelnych i niekt·rych nietoperzy), kt·re nie majŃ zdolnoŜci biosyntezy 

kwasu askorbinowego (nie produkuje enzymu-oksydazy L-glukonolaktonowej, przeksztağcajŃcego 

lakton kwasu L-gulonowego w kwas askorbinowy). U ludzi, witamina C musi byĺ dostarczana z 
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poŨywieniem. Dobrym Ŧr·dğem pokarmowym witaminy C sŃ ŜwieŨe owoce i warzywa. 

Zapotrzebowanie czğowieka na witaminň C jest bardzo duŨe, wynosi Ŝrednio 50-100 mg na dobň, ale 

juŨ dawka trzykrotnie mniejsza zapobiega objawom jej niedoboru. Wchğanianie witaminy C u 

czğowieka odbywa siň w dwunastnicy i jelicie cienkim, a gromadzona jest w wŃtrobie, trzustce czy 

m·zgu, czyli tkankach o wzmoŨonym metabolizmie. Nadmiar witaminy C wydalany jest z moczem 

i potem, a znaczne ubytki kwasu askorbinowego w organizmie powodowane sŃ przez stres, nikotynň 

czy promieniowanie UV. Przyjmowanie zbyt wysokich dawek witaminy C prowadzi do  zakwaszenia 

moczu, co powoduje utrudnienie w wydalaniu stağych kwas·w i moŨe przyczyniĺ siň do wytrŃcania 

siň moczanów i cystynianów oraz tworzenia siň kamieni w drogach moczowych. Niedobór kwasu 

askorbinowego objawia siň najczňŜciej wolniejszym gojeniem siň ran, suchoŜciŃ spoj·wek i bğony 
Ŝluzowej jamy ustnej, osğabieniem naczyŒ wğosowatych i zwiňkszonŃ skğonnoŜciŃ do krwawieŒ. 
DğuŨszy niedob·r witaminy C powoduje szkorbut (nieszczelnoŜĺ naczyŒ krwionoŜnych, obrzňki, 

krwawienie z dziŃseğ oraz wypadanie zňbów). 

Kwas askorbinowy jest nietrwağy w Ŝrodowisku alkalicznym i w podwyŨszonej temperaturze. W 

obecnoŜci tlenu i katalitycznych iloŜci metali (szczeg·lnie Cu2+ i Fe3+) utlenia siň do nieaktywnych 

biologicznie produkt·w. Z tego powodu obr·bka termiczna ŨywnoŜci wiŃŨe siň ze znacznŃ utratŃ 

witaminy C. 

Z uwagi na duŨe zapotrzebowanie organizmu na tň witaminň oraz straty w procesach kulinarnych i 

technologicznych duŨe znaczenie ma produkcja produktów wzbogaconych w witaminň C oraz jej 

suplement·w. Kwas askorbinowy dodawany jest do ŨywnoŜci jako przeciwutleniacz i posiada symbol 

E300. Stanowi skğadnik odŨywczy i wzbogacajŃcy. Hamuje proces ciemnienia krojonych owoc·w i 

sok·w. Stosowany jest gğ·wnie do sok·w skoncentrowanych, przetwor·w miňsnych, masğa, czy 

wyrobów cukierniczych. 

NajwaŨniejszŃ wğaŜciwoŜciŃ kwasu askorbinowego jest jego zdolnoŜĺ do tworzenia ukğadu redoks, 

tj. wystňpowanie w formie utlenionej lub zredukowanej (rysunek 1). Obie formy sŃ biologicznie 

aktywne: kwas L-askorbinowy oraz jego forma utleniona - kwas L-dehydroaskorbinowy. Pod 

wzglňdem chemicznym kwas L-askorbinowy jest laktonem endiolu kwasu 2-okso-L-gulonowego, a 

kwas L-dehydroaskorbinowy laktonem kwasu 2,3-diokso-L-gulonowego. 

 

 
 

Rysunek 1. Kwas askorbinowy - forma zredukowana (A) i utleniona (B). 

 

Kwas L-askorbinowy jest zwiŃzkiem krystalicznym, dobrze rozpuszczalnym w wodzie a jego 

roztwory majŃ kwaŜny smak (pKa = 4,17). Wykazuje wğaŜciwoŜci redukujŃce. W warunkach 

beztlenowych jest odporny na wysokŃ temperaturň. Kwas dehydroaskorbinowy jest mniej trwağy w 

tych warunkach i tym tğumaczy siň straty witaminy C podczas ogrzewania. 

Witamina C peğni szereg funkcji w naszym organizmie, m.in. bierze udziağ w nastňpujŃcych 

procesach biologicznych: powstawanie kolagenu (koŜci, chrzŃstki, Ŝciňgna, wiňzadğa); uczestniczy w 

metabolizmie tğuszcz·w, cholesterolu i kwas·w Ũ·ğciowych, czy w procesie wchğaniania Ũelaza. Z 

uwagi na wystňpowanie jej w znacznych iloŜciach w gruczoğach nadnercza prawdopodobnie bierze 

udziağ w biosyntezie noradrenaliny, czy innych hormon·w sterydowych. Ze wzglňdu na wğaŜciwoŜci 

oksydoredukcyjne moŨe uczestniczyĺ w reakcjach zwiŃzanych z transportem elektron·w w 
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kom·rkach roŜlinnych. Ponadto, wykazuje wğaŜciwoŜci bakteriostatyczne i bakteriobójcze w 

stosunku do niektórych drobnoustrojów chorobotwórczych. 

METODY OZNACZANIA ZAWARTOśCI WITAMINY C 

Z uwagi na wystňpowanie witamin w bardzo mağych iloŜciach oraz ich wraŨliwoŜci na czynniki 

fizykochemiczne iloŜciowe oznaczanie witamin jest doŜĺ trudne. Do najbardziej znanych metod 

iloŜciowego i jakoŜciowego oznaczania witamin zalicza siň metody miareczkowe (z uŨyciem DCIP 

lub EDTA jako titranta), spektrofotometryczne (w tym najczňŜciej HPLC) oraz elektrochemiczne 

(najrzadziej stosowane). 

Znanych jest kilka metod oznaczania witaminy C w ŨywnoŜci i materiale biologicznym (krew, mocz). 

WiňkszoŜĺ z nich oparta jest na jej wğaŜciwoŜciach redoks i jednŃ z takich metod jest miareczkowanie 

wskaŦnikiem redoksowym ï 2,6-dichlorofenoloindofenolem (DCIP) o granatowej barwie (w 

Ŝrodowisku obojňtnym). Metoda ta jest najszerzej stosowana i zalecana przez MiňdzynarodowŃ 

Organizacjň StandaryzacyjnŃ (ang. International Standarization Organization, ISO) (PN-A-

04019;1998). Metoda ta polega na redukcji barwnika DCIP przez kwas askorbinowy w Ŝrodowisku 

kwaŜnym. W wyniku tej reakcji nastňpuje przejŜcie barwnika z formy utlenionej (r·Ũowy w kwasie) 

do formy zredukowanej (bezbarwna w kwasie). ZawartoŜĺ kwasu askorbinowego oblicza siň z iloŜci 

uŨytego mianowanego roztworu barwnika. Wzory strukturalne obu postaci barwnika przedstawia 

rysunek 2. Trwağa barwa r·Ũowa powstaje po cağkowitym utlenieniu zawartego w pr·bie kwasu 

askorbinowego. 

 

 
 

Rysunek 2. Zmiana w strukturze DCIP w wyniku reakcji z kwasem askorbinowym. 
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Odczynniki i sprzňt laboratoryjny 

1. Soki owocowe, owoce i warzywa (owoce cytrusowe, papryka, pomidory, pietruszka) 

2. Roztwór kwasu askorbinowego w wodzie (1 mg/mL) (okoğo 4 mL na parň) 

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

4. Wodny roztwór DCIP (25 mg/100 mL) 

5. Biureta 

6. Kolby miarowe na 100 mL 

7. Kolby stoŨkowe na 50 mL 

8. Pipety 

9. Lejek szklany 

10. MoŦdzierz 

 

Wykonanie ĺwiczenia 

1. Wypeğniĺ biuretň wodnym roztworem DCIP. UmieŜciĺ 1 mL (odmierzyĺ dokğadnie pipetŃ) 

wzorcowego roztworu kwasu askorbinowego w kolbie stoŨkowej (50 mL) zawierajŃcej 4 mL 

roztworu A. Tak otrzymanŃ pr·bkň ostroŨnie miareczkowaĺ ciŃgle mieszajŃc, do uzyskania blado 

r·Ũowego zabarwienia, utrzymujŃcego siň przez 15ï20 sekund. Powt·rzyĺ miareczkowanie 

trzykrotnie z takimi samymi pr·bkami. Jako odnoŜnik zmiareczkowaĺ 4 mL roztworu A (r·wnieŨ 

3 razy). 

2. Sok owocowy: 10 mL soku rozcieŒczyĺ w zlewce do objňtoŜci 50 mL roztworem A, a nastňpnie 

przesŃczyĺ powstağy roztw·r przez bibuğň. Pobraĺ 10 cm3 przesŃczu do kolby stoŨkowej (50 mL) 

i zmiareczkowaĺ. Powt·rzyĺ miareczkowanie trzykrotnie. Jako odnoŜnik zmiareczkowaĺ 10 mL 

roztworu uzyskanego przez zmieszanie 2 mL wody z 8 mL roztworu A (r·wnieŨ 3 razy).  

3. Owoce i warzywa: obraĺ owoc lub warzywo, zwaŨyĺ z dokğadnoŜciŃ do 0,1 g. Oddzieliĺ kawağek 

o masie od 25-30 g i pokroiĺ go na kawağki. Nastňpnie przenieŜĺ go do moŦdzierza i utrzeĺ z 25 

mL roztworu A, zlaĺ ciecz do cylindra miarowego na 100 mL. Powt·rzyĺ ucieranie jeszcze 

dwukrotnie, dolewajŃc otrzymane zawiesiny do cylindra miarowego. Uzupeğniĺ ciecz w kolbie do 

100 mL roztworem A (zapisaĺ objňtoŜĺ). CağoŜĺ przesŃczyĺ przez bibuğň, pobraĺ trzy porcje po 10 

mL i umieŜciĺ w kolbach stoŨkowych na 50 mL i zmiareczkowaĺ. Jako odnoŜnik zmiareczkowaĺ 

pr·bkň 10 mL roztworu A. 

 

Obliczyĺ zawartoŜĺ witaminy C w soku i owocach 

 

OdjŃĺ objňtoŜĺ uŨytego do miareczkowania pr·bki odnoŜnika wodnego roztworu DCIP od objňtoŜci 

uŨytej do miareczkowania roztworu standardowego kwasu askorbinowego. Otrzymana wartoŜĺ 

odpowiada objňtoŜci potrzebnej do zmiareczkowania 1 mg witaminy C. ZnajŃc tň wartoŜĺ obliczyĺ 

zawartoŜĺ witaminy C w soku, owocach i warzywach, wyraŨajŃc je odpowiednio w mg/100 mL. 

Uwzglňdniĺ poczŃtkowe rozcieŒczenie soku roztworem A. Por·wnaĺ uzyskane wyniki to wartoŜci 

literaturowych.  

Typowe zawartoŜci witaminy C w sokach: pomaraŒczowy 20-80 mg/100 mL, grejpfrutowy 35-65 

mg/100 mL, w plazmie krwi 0,2-2 mg/100 mL. 

 

Zakres materiağu 

witaminy, hiperwitaminoza, awitaminoza; prowitamina; podziağ witamin; witaminy rozpuszczalne w 

tğuszczach i w wodzie; metody oznaczania witaminy w produktach spoŨywczych; najwaŨniejsze 

funkcje i Ŧr·dğa poszczeg·lnych witamin 
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12. Wyodrňbnianie kwas·w nukleinowych z produkt·w spoŨywczych. Elektroforeza agarozowa 

kwasów nukleinowych 

 

Wprowadzenie 

Wstňp do kwas·w nukleinowych znajduje siň przy ĺwiczeniu Wyodrňbnianie RNA z droŨdŨy. 

Elektroforeza to metoda analizy i rozdziağu czŃsteczek obdarzonych ğadunkiem w roztworze wodnym 

w polu elektrycznym. Znalazğa zastosowanie m.in. jako jedna z gğ·wnych metod rozdzielania, 

identyfikacji i oczyszczania kwas·w nukleinowych. SzybkoŜĺ wňdr·wki (v) czŃsteczki w polu 

elektrycznym zaleŨy od: 

ὺ
Ὁᾀ

Ὢ
 

Á natňŨenia pola elektrycznego (E) - przy niskim natňŨeniu pola, migracja fragment·w liniowych 

DNA jest proporcjonalna do przyğoŨonego napiňcia; 

Á wypadkowego ğadunku czŃsteczki (z); 

Á wsp·ğczynnika tarcia (f). 

Sile elektrycznej Ez, kierujŃcej nağadowanŃ czŃsteczkň w stronň przeciwnie nağadowanej elektrody, 

przeciwstawia siň siğa hamujŃca, bňdŃca efektem tarcia miňdzy poruszajŃcŃ siň czŃsteczkŃ i 

Ŝrodowiskiem. Wsp·ğczynnik tarcia (f) zaleŨy od wielkoŜci i ksztağtu migrujŃcej czŃsteczki oraz od 

lepkoŜci Ŝrodowiska (ɖ). Dla czŃsteczki kulistej o promieniu r: Ὢ φ“–ὶ. 

Rozdziağ elektroforetyczny prowadzi siň prawie zawsze w Ũelach, poniewaŨ dziağajŃ one jak sita 

molekularne, przez co znacznie zwiňkszajŃ rozdzielczoŜĺ. CzŃsteczki, kt·rych rozmiary sŃ mağe w 

por·wnaniu z porami Ũelu, ğatwo w nim wňdrujŃ, natomiast czŃsteczki znacznie wiňksze od por·w 

sŃ prawie nieruchome. CzŃsteczki o poŜrednich rozmiarach poruszajŃ siň w Ũelu z r·ŨnŃ prňdkoŜciŃ. 

Do rozdziağu fragment·w DNA najczňŜciej stosuje siň elektroforezň w Ũelu agarozowym (dla duŨych 

czŃsteczek DNA) lub poliakrylamidowym (dla mağych czŃsteczek DNA). Elektroforeza DNA w 

agarozie i poliakrylamidzie wykorzystuje fakt, Ũe kwasy nukleinowe sŃ polianionami. Dysocjacja 

elektrolityczna reszt kwasu ortofosforowego w roztworach (buforach) elektroforetycznych 

powoduje, Ũe kwasy nukleinowe posiadajŃ stağy ğadunek na jednostkň dğugoŜci, a w zwiŃzku z tym 

ich wňdr·wka w danym noŜniku i w danych warunkach zaleŨy od dğugoŜci czŃsteczki oraz od jej 

ksztağtu (konformacji).  

Agaroza to polisacharyd (zbudowany z jednostek D-galaktozy i 3,6-anhydro-L-galaktopiranozy, która 

powstaje w wyniku kondensacji grup hydroksylowych znajdujŃcych siň przy 3 i 6 atomie wňgla 

czŃsteczki galaktozy prowadzŃcej do oderwania czŃsteczki wody) (rysunek 1) ğatwo rozpuszczajŃcy 

siň w wodzie i pozostajŃcy w stanie pğynnym do temperatury ok. 40 ÁC. PoniŨej tej temperatury 

zestala siň i tworzy porowaty Ũel, kt·rego usieciowanie zaleŨy od stňŨenia agarozy: im wiňksze 

stňŨenie, tym wiňksze usieciowanie i drobniejsze pory. Gotowy Ũel umieszcza siň w odpowiednim 

buforze i po przyğoŨeniu odpowiedniego pola elektrycznego rozpoczyna siň migracja ujemnie 

nağadowanych fragment·w kwas·w nukleinowych w kierunku dodatniej anody.  

 

Rysunek 1. Wzór chemiczny agarozy. 



Ĺwiczenia Laboratoryjne | Skrypt dla Studentów | Katedra Biochemii Molekularnej 

62 

 

Technika elektroforezy w agarozie pozwala na rozdziağ czŃsteczek DNA w przedziale od ok. 50 000 

par zasad (pz), czyli 50 kpz, do ok. 100 kpz. Oznaczenie wielkoŜci (dğugoŜci) rozdzielonych 

czŃsteczek DNA (RNA) odbywa siň poprzez por·wnanie ruchliwoŜci elektroforetycznej fragmentu 

DNA (lub RNA) w stosunku do tzw. standard·w. SŃ to zwykle dostňpne komercyjnie mieszaniny 

r·Ũnych fragment·w DNA lub RNA o precyzyjnie okreŜlonych dğugoŜciach. 

Opr·cz wymienionych wyŨej czynnik·w na szybkoŜĺ elektroforetycznŃ kwas·w nukleinowych majŃ 

wpğyw: 

¶ stňŨenie agarozy: dany fragment DNA o okreŜlonej wielkoŜci migruje z r·ŨnŃ szybkoŜciŃ w Ũelu 
zawierajŃcym r·Ũne stňŨenie agarozy: im wiňksze stňŨenie agarozy, tym drobniejsze pory i 

czŃsteczki migrujŃ wolniej; 

¶ masa czŃsteczkowa, struktura przestrzenna i rozmiar czŃsteczki: im mniejsza czŃsteczka, tym 
szybciej migruje w Ũelu, natomiast im bardziej nieregularna struktura, tym trudniej czŃsteczce siň 

poruszaĺ; 

¶ ğadunek czŃsteczki: im  bardziej ujemnie nağadowana czŃsteczka, tym szybciej porusza siň w Ũelu; 

¶ skğad buforu do elektroforezy: w roztworach o niskiej sile jonowej kwasy nukleinowe migrujŃ 

bardzo wolno, natomiast w buforach o zbyt wysokiej sile jonowej (np. 10-krotnie stňŨony bufor 

do elektroforezy) przepğyw ğadunku powoduje wydzielenie znacznej iloŜci ciepğa, co moŨe 

powodowaĺ upğynnienie Ũelu i denaturacjň DNA. 

 

NajczňŜciej uŨywanym buforem w elektroforezie agarozowej kwas·w nukleinowych jest bufor TBE 

(Tris-boranowy). Stosowany jest do elektroforezy o wyŨszej rozdzielczoŜci, szczeg·lnie do 

oddzielania mniejszych fragmentów DNA (np. 100 do 1000 pz). Kwas borowy w jego skğadzie 

pomaga utrzymaĺ stabilnoŜĺ pH podczas elektroforezy, co prowadzi do ostrzejszych prŃŨk·w. 

Elektroforezň przeprowadza siň najczňŜciej w pH ok. 7,0; w tych warunkach czŃsteczki DNA sŃ 

ujemnie nağadowane, wňdrujŃ wiňc w kierunku anody. 

Do nanoszenia pr·bek DNA/RNA do studzienek Ũelu stosuje siň tzw. bufory ğadujŃce, zawierajŃce w 

swoim skğadzie najczňŜciej 50% roztw·r gliceryny w buforze TBE z dodatkiem barwnika, np. bğňkitu 

bromofenylowego. Bufory ğadujŃce zwiňkszajŃ gňstoŜĺ pr·bek oraz zabarwiajŃ je, uğatwiajŃc 

umieszczenie w studzience i ograniczajŃc dyfuzjň pr·bki do objňtoŜci buforu elektroforetycznego. 

Ponadto, bğňkit boromofenylowy migruje w tym samym kierunku co kwasy nukleinowe, 

umoŨliwiajŃc Ŝledzenie postňpu rozdziağu.  

WiňkszoŜĺ biağek i kwas·w nukleinowych jest niewidzialna w Ŝwietle biağym. Niezbňdna jest zatem 

wizualizacja pozwalajŃca na dalszŃ analizň jakoŜciowŃ i iloŜciowŃ. Do detekcji i barwienia kwas·w 

nukleinowych stosuje siň r·Ũne metody. KlasycznŃ metodŃ wykorzystywanŃ do detekcji kwas·w 

nukleinowych po rozdziale elektroforetycznym w Ũelu agarozowym lub poliakryloamidowym jest 

barwienie przy pomocy bromku etydyny. Bromek etydyny jest odczynnikiem interkalujŃcym do 

struktury helisy DNA, tzn. Ũe wnika miňdzy pary zasad nukleotydowych powodujŃc nieznaczne 

rozkrňcenie nici (rysunek 2B). Ponadto, ma zdolnoŜĺ fluorescencji, czyli po wzbudzeniu Ŝwiatğem 

ultrafioletowym emituje Ŝwiatğo czerwono-pomaraŒczowe (rysunek 2C). Dziňki temu, Ũe bromek 

etydyny wiŃŨe siň specyficznie do kwas·w nukleinowych moŨemy je wykryĺ poprzez obserwacjň 

emitowanego promieniowania. MaksymalnŃ fluorescencjň bromku etydyny wykazano przy dğugoŜci 

fali 302 nm (UV), natomiast w kompleksie bromek-DNA proces ten jest dziesiňciokrotnie, a wedğug 

niekt·rych Ŧr·değ nawet 20-krotnie intensywniejszy, wykazujŃc maksimum fluorescencji przy 

dğugoŜci fali 590-595 nm. 
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Rysunek 2. A. Schemat struktury podwójnej helisy DNA, B. Schemat podwójnej helisy DNA po interkalacji bromkiem 

etydyny (EtBr) C. Kompleks bromku etydyny z DNA w Ũelu agarozowym widziany pod lampŃ UV. (Rysunek wykonany 

w BioRender). 

 

RNA obecne w droŨdŨach moŨna wyekstrahowaĺ z kom·rek za pomocŃ 2% roztworu soli sodowej 

siarczanu dodecylu (SDS), a nastňpnie wytrŃciĺ za pomocŃ etanolu. SDS jest to silny anionowy 

detergent, kt·ry upğynnia bğony kom·rkowe i denaturuje biağka, nadajŃc im ujemny ğadunek 

wypadkowy. Tak otrzymany ekstrakt zawiera niewielkie iloŜci DNA (<0,5%) i biağka (<2,0%). 

Uproszczony schemat rozdziağu i identyfikacji wyodrňbnionych kwas·w nukleinowych przy pomocy 

elektroforezy zostağ przedstawiony na rysunku 3. 

 

 

Rysunek 3. Schemat przebiegu elektroforezy Ũelowej: 1. MontaŨ zestawu i przygotowania Ũelu agarozowego.                      

2. Umieszczenie gotowego Ũelu w aparacie do elektroforezy i wprowadzenie buforu, naniesienie analizowanych pr·bek 

do studzienek przy pomocy pipety automatycznej. 3. PodğŃczenie do aparatu (prŃdu) i rozpoczňcie procesu elektroforezy 

(czas trwania rozdziağu ok. 1,5 h). 4. Analiza Ũelu po rozdziale w Ŝwietle lamy UV. (Rysunek wykonany w BioRender). 
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Odczynniki i sprzňt laboratoryjny  

1. świeŨe droŨdŨe/kiwi/pomidor/mroŨony zielony groszek 

2. 2% wodny roztwór SDS (soli sodowej siarczanu dodecylu) 

3. 5% wodny roztwór NaCl 

4. 95% etanol 

5. 0,2 M NaOH 

6. Roztwór trypsyny (1 mg/mL w 1M HCl z dodatkiem 20 mM CaCl2, pH 3,0) 

7. Roztwór wodny octanu potasu (200 g/L, pH 5,0) 

8. Bufor TBE (Tris/kwas borowy/EDTA) ï roztwór podstawowy 10-krotnie stňŨony o skğadzie: 

108 g Tris, 55 g kwasu borowego oraz 3,7 g EDTA w 1000 mL wodnego roztworu. 

9. Bufor ğadujŃcy: 50% roztw·r gliceryny w buforze TBE z dodatkiem bğňkitu bromofenylowego 

10. Agaroza 

11. Bromek etydyny 

12. Wirówka 

13. ĞaŦnia wodna 

14. Kolby pğaskodenne i okrŃgğodenne 

15. Cylindry miarowe 

16. Zlewki 

17. Aparat do elektroforezy agarozowej 

18. Transluminator UV 

19. Gaza 

 

Wykonanie ĺwiczenia 

Uwaga! Pracowaĺ w rňkawiczkach. 

 

A. Przygotowanie Ũelu 

 

Przygotowaĺ 2 L rozcieŒczonego buforu TBE biorŃc 1 czňŜĺ stňŨonego roztworu i 9 czňŜci wody. 

Nastňpnie nawaŨyĺ 1,6 g agarozy i dodaĺ jŃ do 200 mL uprzednio przygotowanego buforu w kolbie 

pğaskodennej. CağoŜĺ doprowadziĺ do wrzenia i odczekaĺ, aŨ cağy roztw·r bňdzie klarowny. 

Odczekaĺ 2-3 minuty a nastňpnie dodaĺ 1 ÕL bromku etydyny * . 

* OstroŨnie! Substancja kancerogenna, naleŨy pracowaĺ tylko w rňkawiczkach. 

Po rozpuszczeniu bromku etydyny cağoŜĺ starannie wymieszaĺ. Zmontowaĺ pod wyciŃgiem zestaw 

do wylewania Ũelu agarozowego i do poprawnie zamontowanego zestawu (uwaga: sprawdziĺ 

szczelnoŜĺ!) wylaĺ roztw·r agarozy. NaleŨy pamiňtaĺ, aby w zestawie znajdowağ siň grzebieŒ do 

tworzenia studzienek w Ũelu. Po 20 minutach przenieŜĺ Ũel do aparatu do elektroforezy agarozowej, 

zalaĺ Ũel uprzednio przygotowanym rozcieŒczonym buforem TBE i ostroŨnie wyjŃĺ grzebieŒ z Ũelu. 

 

B. Izolacja kwasów nukleinowych 

 

B1. IZOLACJA RNA Z DROŧDŧY 

W kolbie pğaskodennej doprowadziĺ do wrzenia 10 mL 2% roztworu SDS. Do wrzŃcego roztworu 

dodaĺ 2 g rozdrobnionych ŜwieŨych droŨdŨy i zawartoŜĺ ogrzewaĺ przez 3 minuty. Nastňpnie kolbň 

schğodziĺ strumieniem zimnej wody z kranu, przenieŜĺ zawartoŜĺ kolby do prob·wki wir·wkowej i 

odwirowaĺ przez 10 min przy 6000 RPM. Supernatant przenieŜĺ do kolbki pğaskodennej, dodaĺ 1 mL 

roztworu octanu potasu, a nastňpnie 22 mL etanolu. Mieszaninň z wytrŃconym RNA pozostawiĺ na 

ğaŦni lodowej (zamraŨarce) przez 0,5 godziny, a nastňpnie odwirowaĺ przez 6 min przy 6000 RPM. 



Ĺwiczenia Laboratoryjne | Skrypt dla Studentów | Katedra Biochemii Molekularnej 

65 

 

Roztw·r znad osadu zdekantowaĺ, zaŜ otrzymany osad RNA rozpuŜciĺ w 1 mL wody. Roztwory 

otrzymane w wyniku izolacji RNA z droŨdŨy naleŨy przechowywaĺ w temperaturze 0 C̄, aŨ do 

momentu ich analizy. 

B2. IZOLACJA RNA Z KIWI /POMIDORA/CEBULI/BANANA  

Przed rozpoczňciem izolacji ustawiĺ cieplarkň na 60 oC, a do zamraŨarki wstawiĺ etanol (ok. 20-30 

mL na parň). Kiwi (lub inny materiağ) obraĺ i pokroiĺ w kostkň. OdwaŨyĺ ok. 200 g i dobrze rozetrzeĺ 

w  moŦdzierzu. Nastňpnie przenieŜĺ materiağ do zlewki 250 mL i zalaĺ roztworami SDS (25 mL) i 

NaCl (25 mL). Zamieszaĺ bagietkŃ, zlewkň zamknŃĺ foliŃ i inkubowaĺ w 60 oC przez 20 min. 

Nastňpnie zawiesinň schğodziĺ wodŃ z kranu i umieŜciĺ w zamraŨarce, na ok. 15-20 minut, co jakiŜ 

czas mieszajŃc. Materiağ powinien byĺ zimny. CağoŜĺ homogenizowaĺ przez ok. 10-15 s (nie dğuŨej) 

i przesŃczyĺ przez gazň i sitko (wystarczy 30 mL przesŃczu). Do przesŃczu dodaĺ roztw·r trypsyny 

(100 ɛL), zamieszaĺ i zostawiĺ na 5 min. Roztw·r ponownie zamieszaĺ i nastňpnie odwirowaĺ (10 

minut przy 6000 RPM). Supernatant przelaĺ do kilku prob·wek szklanych (na wysokoŜĺ do 5-6 cm) 

a nastňpnie powoli, ostroŨnie nawarstwiĺ zmroŨony EtOH (pipetŃ Pasteura, po Ŝciance, podobnŃ iloŜĺ 

jak supernatant). Na granicy faz (nad tworzŃcym siň zmňtnieniem) powinno wytrŃciĺ siň DNA w 

postaci galaretowatych, cienkich nitek z przyğŃczonymi pňcherzykami powietrza. OstroŨnie zebraĺ 

osad DNA pipetŃ Pasteura, starajŃc siň nie pobieraĺ dolnej warstwy. Zebrany ze wszystkich prob·wek 

osad naleŨy przenieŜĺ do kolby okrŃgğodennej i usunŃĺ EtOH na wyparce pr·Ũniowej. PozostağoŜĺ 

rozpuŜciĺ w 1 mL wody. Roztw·r przechowywaĺ w temp. 0 ÁC, aŨ do momentu analizy. 

 

C. Nanoszenie pr·bki na Ũel 

 

W prob·wkach Eppenorfa umieŜciĺ kolejno 100  ÕL otrzymanego w wyniku izolacji roztworu RNA 

i dodaĺ takŃ samŃ objňtoŜĺ buforu ğadujŃcego. Nastňpnie zachowujŃc ostroŨnoŜĺ delikatnie nanieŜĺ 

dwie pr·bki do studzienki za pomocŃ pipety automatycznej odpowiednio 20 i 30 ÕL. NaleŨy pamiňtaĺ 

o tym, Ũe podczas pracy z RNA lub DNA, trzeba pracowaĺ w rňkawiczkach jednorazowych, a szkğo 

powinno byĺ czyste (najlepiej przemyte bezpoŜrednio przed uŨyciem etanolem i wysuszone). 

Uwaga! Maksymalna objňtoŜĺ pr·bki do nanoszenia wynosi 55 ÕL ze wzglňdu na objňtoŜĺ 

pojedynczej Ăstudzienkiò do nanoszenia pr·bek. W tej objňtoŜci musi byĺ co najmniej 1/5 objňtoŜci 

buforu ğadujŃcego. Najwygodniej nanosi siň pr·bki na Ũel (w aparacie) stojŃcym na r·wnym i 

ciemnym tle. Pr·bki nanosimy siedzŃc wygodnie, z ğokciami opartymi o blat stoğu laboratoryjnego, 

jednŃ rňkŃ trzymajŃc pipetň automatycznŃ, podczas gdy palcami drugiej dğoni podtrzymujemy 

(prowadzimy) pipetň. 

 

D. Elektroforeza 

 
Uwaga! Obsğuga aparatu do elektroforezy agarozowej naleŨy do prowadzŃcego! Ze wzglňdu na ryzyko 

poraŨenia prŃdem elektrycznym naleŨy zachowaĺ szczeg·lnŃ ostroŨnoŜĺ podczas pracy w pobliŨu tego 

urzŃdzenia. 

Po naniesieniu pr·bek podğŃczyĺ elektrody do zasilacza i nastawiĺ zasilacz na napiňcie 120 V, 

natňŨenie 0,09 A, moc 11 W. Rozdziağ prowadziĺ przez 1,5 godziny. Po tym czasie od aparatu 

odğŃczyĺ elektrody i ostroŨnie wyjŃĺ Ũel. UŨywajŃc transluminatora lub zwykğej lampy UV 

zaobserwowaĺ migracjň RNA w Ũelu.  

Zakres materiağu 

zasada rozdziağu kwas·w nukleinowych w elektroforezie Ũelowej, budowa kwas·w nukleinowych: 

pojňcia nukleotyd, nukleozyd, zasada azotowa, SDS, odczynnik interkalujŃcy, komplementarnoŜĺ 

zasad, porównanie budowy i funkcji DNA i RNA 
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13. Oznaczanie zawartoŜci witamin A, D3 i E w produktach spoŨywczych i farmaceutycznych 

metodŃ wysokosprawnej chromatografii cieczowej 

 

Wprowadzenie 

WaŨnymi skğadnikami pokarmowymi w Ũywieniu czğowieka sŃ substancje egzogenne, zwane 

witaminami. Nie peğniŃ one w organizmie funkcji noŜnik·w energii lub element·w budulcowych, 

jednakŨe sŃ substancjami niezbňdnymi dla normalnego przebiegu proces·w zachodzŃcych w 

tkankach. 

Z chemicznego punktu widzenia witaminy naleŨŃ do r·Ũnych grup zwiŃzk·w organicznych, a jedynie 

ich znaczenie dla organizm·w Ũywych pozwala opisywaĺ je pod wsp·lnŃ nazwŃ. Tradycyjnie, ze 

wzglňdu na rozpuszczalnoŜĺ, witaminy dzieli siň na: 

Á rozpuszczalne w tğuszczach: 

¶ witamina A (retinol i jego pochodne: retinal, tretynoina, 3,4-didehydroretinol) 

¶ witamina D (kalcyferol oraz jego pochodne: cholekalcyferol i ergokalcyferol) 

¶ witamina E (tokoferole i tokotrienole w formie a, b, g i d) 

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

Á rozpuszczalne w wodzie: 

¶ witamina C (kwas askorbinowy) 

¶ witaminy z grupy B: 

o witamina B1 (tiamina) 

o witamina B2 (ryboflawina) 

o witamina B3 (kwas nikotynowy zwany niacynŃ lub witaminŃ PP oraz jego pochodna 

amidowa ï nikotynamid) 

o witamina B5 (kwas pantotenowy i jego pochodne: pantotenol, pantoteina, koenzym A) 

o witamina B6 (pirydoksyna, pirydoksal i pirydoksamina oraz ich 5'-fosforany) 

o witamina B7 (biotyna zwana witaminŃ H) 

o witamina B9 (folacyna zwana witaminŃ B11 ï kwas foliowy) 

o witamina B12 (kobalamina, cyjanokobalamina, metylokobalamina, hydroksykobalamina, 

adenozylokobalamina) 

Witaminy, wchodzŃc w szlaki przemiany materii, umoŨliwiajŃ przebieg r·Ũnych reakcji 

biochemicznych. Witaminy wpğywajŃ na zachowanie dobrego stanu zdrowia. W procesach tych 

bardzo waŨnŃ rolň odgrywajŃ witaminy rozpuszczalne w tğuszczach, takie jak witamina A, D i E 

(tabela 1). WaŨniejsze funkcje witamin A, D i E dla funkcjonowania organizmu czğowieka 

przedstawia tabele 2. 

PoniewaŨ substancje te nie mogŃ byĺ wytwarzane przez organizm, muszŃ byĺ dostarczane z 

poŨywieniem lub w postaci preparat·w farmaceutycznych. W organizmie mogŃ byĺ magazynowane 

jedynie w niewielkich iloŜciach. ťr·dğem witamin w przyrodzie sŃ przede wszystkim roŜliny, a w 

drugiej kolejnoŜci ï mikroorganizmy (tabela 3). WytwarzajŃ one witaminy, nierzadko w iloŜciach 

znacznie przewyŨszajŃcych potrzeby wğasne. Ludzie i zwierzňta zapewniajŃ sobie dopğyw witamin 

dwiema drogami: bezpoŜrednio ï przez spoŨywanie pokarmu pochodzenia roŜlinnego oraz 

poŜrednio ï poprzez konsumpcjň produkt·w zwierzňcych. 

Niedostateczne zaopatrzenie organizmu w witaminy lub zakğ·cenia w procesach wchğaniania 

witamin prowadzi do jego osğabienia, a w przypadku duŨego ich niedoboru ï do zaburzeŒ 

metabolizmu i chorób zwanych awitominazami (tabela 4). 
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Tabela 1. Budowa chemiczna witamin rozpuszczalnych w tğuszczach: A, D i E. 

Witamina  Budowa chemiczna 

Witamina A  
retinol 

grupa zwiŃzk·w zaliczanych do retinoi-
d·w, z kt·rych najwaŨniejszy jest retinol , 
inne waŨne pochodne to: retinal  (alde-
hyd), tretynoina (kwas retinowy) i 3,4-
didehydroretinol,  zarówno retinol jak i 
3,4-didehydroretinol mogŃ wystňpowaĺ w 
postaci estr·w, np. octanu, maŜlanu, pal-
mitynianu czy fosforanu, obecnoŜĺ w ğaŒ-
cuchu bocznym 4 wiŃzaŒ podw·jnych 
warunkuje istnienie izomerów geome-
trycznych cis-trans 

 

Witamina D 
D2 ï ergokalcyferol 
D3 ï cholekalcyferol 

grupa zwiŃzk·w steroidowych, podsta-
wowe znaczenie majŃ dwie formy wita-
miny D, r·ŨniŃce siň budowŃ ğaŒcucha 
bocznego: ergokalcyferol (witamina D2), 
wystňpujŃcy w organizmach roŜlinnych 
oraz cholekalcyferol (witamina D3), wy-
stňpujŃcy w organizmach zwierzňcych 

 

Witamina E 
tokoferole 

tokoferole i tokotrienole, ich wsp·lnŃ 
cechŃ jest dwupierŜcieniowy szkielet 6-
chromanolu oraz ğaŒcuch boczny zbudo-
wany z 3 jednostek izoprenowych, wystň-
pujŃ w postaci oŜmiu kongener·w: czte-
rech tokoferoli o nasyconym ğaŒcuchu 
bocznym i czterech analogicznych toko-
trienoli posiadajŃcych w ğaŒcuchu bocz-
nym 3 wiŃzania podw·jne, w obu grupach 
wyr·Ũnia siň 4 formy: a, b, g i d, r·ŨniŃce 
siň liczbŃ podstawnik·w metylowych 
przy pierŜcieniu fenylowy 

 

 

Tabela 2. Rola witamin A, D i E w organizmie czğowieka. 

Witamina Rola w organizmie czğowieka 

Witamin A  
retinol 

Uczestniczy w procesie widzenia ï przeksztağca siň w retinal, wchodzŃcy w skğad 
rodopsyny, kt·ra utrzymuje wraŨliwoŜĺ prňcik·w siatk·wki oka na przyĺmione 
Ŝwiatğo. Wpğywa na wğaŜciwy wzrost i rozw·j koŜci, wzmacnia Ũuchwň i zapobiega 
tworzeniu siň krzywego zgryzu. Odpowiada za prawidğowe funkcjonowanie na-
bğonka: sk·ry, rog·wki, przewodu pokarmowego i oddechowego (chroni nabğonek 
przed zakaŨeniami ropnymi). Stymuluje bğony Ŝluzowe do produkcji Ŝluzu. 

Witamina D 
D2 ï ergokalcyferol 
D3 ï cholekalcyferol 

Jest zwiŃzkiem wyjŜciowym w syntezie kalcytriolu ï hormonu wzmagajŃcego 
wchğanianie jon·w: wapnia, fosforu i potasu w jelicie. Warunkuje prawidğowy 
wzrost i mineralizacjň koŜci i zňb·w (reguluje odkğadanie siň wapnia i fosforu w 
koŜciach). 

Witamina E 
tokoferole 

Warunkuje prawidğowŃ strukturň i ochrania bğony biologiczne. UmoŨliwia syntezň 
niekt·rych lipid·w, jest przeciwutleniaczem (dla nienasyconych kwas·w tğuszczo-
wych). Wpğywa na metabolizm miňŜni. Zapobiega chorobom ukğadu krŃŨenia, 
wpğywa na krzepniňcie krwi. 
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Tabela 3. Wystňpowanie witamin A, D i E w przyrodzie. 

Witamina ťr·dğo w poŨywieniu 

Witamin A  

retinol 

peğne mleko, ser, Ũ·ğtko jaj, masğo, tran, wŃtroba, warzywa i owoce bogate w karo-

teny (marchew, pomidory, papryka, dynia, brokuğy) 

Witamina D 

D2 ï ergokalcyferol 

D3 ï cholekalcyferol 

peğne mleko, Ũ·ğtko jaj, masğo, margaryna, oleje roŜlinne, ryby, tğuszcze zwierzňce 

(np. tran), wŃtroba, grzyby, droŨdŨe 

Witamina E 

tokoferole 

mleko, jaja, masğo, oleje roŜlinne (sğonecznikowy, sojowy), wŃtroba, ryby kieğki 

pszenicy, pieczywo razowe, orzechy, migdağy, zielone warzywa liŜciaste (sağata) 

 

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

Witamina Skutki niedoboru 

Witamin A  
retinol 

ślepota zmierzchowa (kurza Ŝlepota), wynikajŃca z zahamowania regeneracji ro-
dopsyny. Kseroftalmia (nadmierna suchoŜĺ rog·wki, prowadzŃca przy duŨych nie-
doborach do Ŝlepoty). Zaburzenia (lub zahamowanie) wzrostu. Rogowacenie i ğusz-
czenie siň nask·rka. Czňste infekcje. 

Witamina D 
D2 ï ergokalcyferol 
D3 ï cholekalcyferol 

Krzywica (u dzieci) i osteomalacja (u dorosğych). Wypadanie zňb·w, powiňkszenie 
staw·w kolanowych, kostek i dğoni, osğabienie miňŜni. 

Witamina E 
tokoferole 

Zaburzenia pğodnoŜci, poronienia, paraliŨ miňŜniowy. Osğabiona praca i zanik miň-
Ŝni (dystrofie), szybki rozpad erytrocyt·w. Zwiňkszenie katabolizmu nienasyco-
nych kwas·w tğuszczowych (skutkujŃcego zaburzeniem funkcjonowania bğon ko-
mórkowych). Zaburzenia wzrostu, uszkodzenia nerw·w. Zwiňdğa sk·ra, przebar-
wienia sk·rne i plamy starcze, zmňczenie, og·lne osğabienie. 

 

Zapotrzebowanie organizmu na witaminy moŨe byĺ okreŜlone jedynie w przybliŨeniu, gdyŨ jest ono 

zaleŨne od wielu czynnik·w, a w szczeg·lnoŜci od stanu fizjologicznego organizmu, jego wieku, 

rodzaju wykonywanej pracy oraz uprawianego sportu, a takŨe stanu psychicznego (np. stresu). 

Nadmierne przyjmowanie preparat·w witaminowych, gğ·wnie witamin rozpuszczalnych w 

tğuszczach, moŨe prowadziĺ do szkodliwych dla organizmu objaw·w, zwanych hiperwitaminozami. 

Z tego wzglňdu analiza zawartoŜci witamin (takich jak A, D3 i E) w produktach spoŨywczych lub 

preparatach farmaceutycznych ma kluczowe znaczenie dla zdrowia i bezpieczeŒstwa ludzi. 

IloŜciowe oznaczanie witamin napotyka wiele trudnoŜci, spowodowane ich wystňpowaniem w 

bardzo mağych iloŜciach oraz wraŨliwoŜciŃ na czynniki fizykochemiczne (np. Ŝwiatğo, temperaturň, 

obecnoŜĺ tlenu). Ponadto znaczna czňŜĺ witamin wystňpuje w produktach w postaci zwiŃzanej (np. 

w formie estr·w), co dodatkowo wymaga zastosowania hydrolizy. W wiňkszoŜci przypadk·w 

konieczne jest przeprowadzenie zmydlania badanego materiağu, a nastňpnie wyodrňbnienie badanej 

witaminy za pomocŃ odpowiedniej ekstrakcji (np. za pomocŃ heksanu). 

JakoŜciowe i iloŜciowe oznaczanie zawartoŜci witamin moŨna wykonaĺ r·Ũnymi metodami, zar·wno 

fizykochemicznymi jak i chemicznymi. Do oznaczania witamin rozpuszczalnych w tğuszczach moŨna 

wykorzystaĺ m.in. metodň kolorymetrycznŃ opartŃ na reakcji barwnej z SbCl3 (metoda Carr-Priceôa, 

dla witamin A i D) lub w oparciu o metodň Emmerie-Engela (dla witaminy E, polegajŃca na redukcji 

jonów Fe3+ do Fe2+, kt·re nastňpnie tworzŃ barwne poğŃczenie z Ŭ,Ŭô-dipirydylem). 

JednakŨe rutynowo oznaczanie zawartoŜci witamin rozpuszczalnych w tğuszczach przeprowadza siň 

z wykorzystaniem techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), najczňŜciej w 

odwr·conym ukğadzie faz (RP) z zastosowaniem kolumny RP-C18. Jako fazy ruchome stosuje siň 

mieszaniny acetonitryl/woda (z dodatkiem kwasu trifluorooctowego) lub metanol/woda (z dodatkiem 

kwasu trifluorooctowego). W celu detekcji witamin wykorzystuje siň r·Ũne rodzaje detektor·w, 

najczňŜciej detektory spektrofotometryczne (zar·wno standardowy UV-Vis jak i DAD), 

fluorymetryczne czy spektrometrii mas (MS). 
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Odczynniki i sprzňt laboratoryjny 

1. Heksan 

2. Metanol 

3. Bezwodny siarczan sodu 

4. Wodorotlenek potasu 

5. 2,6-di-t-butylo-4-metylofenol (BHT) 

6. Witaminy: A, D3 i E o czystoŜci nie mniejszej niŨ 95%. 

7. Zestaw do wysokosprawnej chromatografii cieczowej skğadajŃcy siň z detektora UV, pompy, 
degazera oraz komputera z oprogramowaniem 

8. Waga analityczna 

9. MoŦdzierz porcelanowy lub homogenizator 

10. ĞaŦnia ultradŦwiňkowa 

11. Wyparka rotacyjna pr·Ũniowa 

12. Pğaszcz grzejny 

13. Szkğo laboratoryjne: chğodnica zwrotna, kolby okrŃgğodenne, pipety wielomiarowe, cylindry 

miarowe, lejki, zlewki, rozdzielacz, kolby stoŨkowe pğaskodenne 

14. SŃczki 

15. Probówki Eppendorfa 

Wykonanie ĺwiczenia 

A. Izolacja witamin rozpuszczalnych w tğuszczach (A, D3, E) 

 

Do kolbki okrŃgğodennej (o poj. 250 mL) nawaŨyĺ 0,2-2 g badanego produktu spoŨywczego lub 

farmaceutycznego (jeŜli ciağo stağe, to dokğadnie rozdrobnionego wczeŜniej) z dokğadnoŜciŃ 0,001 g, 

dodaĺ 50 mL metanolu oraz okoğo 0,03 g BHT (przeciwutleniacz), a nastňpnie dodaĺ 50 mL wodnego 

roztworu KOH (25 g KOH na 50 mL roztworu) i rozpoczŃĺ zmydlanie pod chğodnicŃ zwrotnŃ 

ogrzewajŃc kolbň z mieszaninŃ za pomocŃ ğaŦni elektrycznej. Proces zmydlania prowadziĺ 30 minut 

w temperaturze okoğo 70 C̄. W trakcie zmydlania wstrzŃsaĺ kolbŃ reakcyjnŃ tak, aby substancja 

zmydlana nie przywierağa do Ŝcianek naczynia. Po zakoŒczeniu zmydlania kolbň reakcyjnŃ ochğodziĺ 

wodŃ z kranu i przenieŜĺ mieszaninň reakcyjnŃ do rozdzielacza (o pojemnoŜci 500 mL). 

Przeprowadziĺ trzykrotnŃ ekstrakcjň heksanem, stosujŃc  kolejno nastňpujŃce objňtoŜci heksanu: 100, 

60 oraz 40 mL. PoğŃczone ekstrakty heksanowe przemyĺ trzykrotnie wodŃ (3³100 mL) do odczynu 

obojňtnego, a nastňpnie usunŃĺ Ŝlady wody za pomocŃ bezwodnego siarczanu sodu. Ekstrakt 

przesŃczyĺ na sŃczku i odparowaĺ do sucha. PozostağoŜĺ rozpuŜciĺ w metanolu (np. w 1 mL) i 

przeprowadziĺ oznaczenie zawartoŜci witamin z zastosowaniem zestawu do wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej. ObjňtoŜĺ dodanego metanolu powinna byĺ tak dobrana, aby stňŨenia 

analit·w w uzyskanym ekstrakcie nie przekroczyğy zakresu liniowoŜci wskazaŒ detektora. 

B. SporzŃdzenie krzywych wzorcowych 

 

Przygotowaĺ podstawowe roztwory wzorcowe witamin w metanolu o stňŨeniu: 0,5 mg/mL (witamina 

A), 1 mg/mL (witamina D3) i 0,5 mg/mL (witamina E). Z podstawowych roztworów wzorcowych 

witamin przygotowaĺ kontrolny roztw·r wzorcowy zawierajŃcy 5 mg/mL witaminy A, 10 mg/mL 

witaminy D3 oraz 50 mg/mL witaminy E. Podstawowe roztwory wzorcowe witamin oraz roztwór 

kontrolny z dodatkiem przeciwutleniacza (BHT) przechowywaĺ w temperaturze +4 C̄. 

W celu sporzŃdzenia krzywej wzorcowej przeprowadziĺ analizy HPLC roztwor·w wzorcowych 

witamin dla przynajmniej piňciu poziom·w stňŨeŒ wzorc·w (otrzymanych przez odpowiednie 

rozcieŒczenie kontrolnego roztworu wzorcowego witamin), mieszczŃcych siň w zakresie liniowoŜci 

detektora. 
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Na podstawie analizy p·l powierzchni pik·w w otrzymanych chromatogramach wykreŜliĺ krzywe 

wzorcowe dla poszczeg·lnych witamin, przedstawiajŃce zaleŨnoŜĺ powierzchni piku od stňŨenia 

wzorca. W celu wykreŜlenia krzywych wzorcowych naleŨy wybraĺ funkcje liniowe przechodzŃce 

przez 0. Otrzymane wartoŜci wsp·ğczynnik·w korelacji powinny byĺ wiňksze niŨ 0,95. 

WARUNKI ANALIZY HPLC  

Á wysokosprawny chromatograf cieczowy firmy Shimadzu skğadajŃcy siň z degazera, pompy 

(czterokanağowa) i detektora UV 

Á kolumna Phenomenex PhenoSphere-Next C18 (5 µm), o wymiarach 4,6×150 mm 

Á objňtoŜĺ dozowania 50 mL 

Á temperatura kolumny 25 ̄C 

Á faza ruchoma MeOH : H2O z dodatkiem 0,08% TFA (92 : 8; v/v) 

Á natňŨenie przepğywu fazy ruchomej 1 mL/min 

Á czas analizy 20 min 

Á warunki detekcji: l = 325 nm (od 0 do 6 minuty, witamina A), l = 265 nm (od 6 do 13 minuty, 

witamina D3), l = 292 nm (od 13 do 20 minuty, witamina E) 

 

C. Analiza chromatograficzna witamin A, D3 i E w wybranych produktach spoŨywczych lub 

farmaceutycznych 

 

Przed rozpoczňciem wğaŜciwej analizy badanej pr·bki naleŨy wykonaĺ analizň chromatograficznŃ 

roztworu kontrolnego i por·wnaĺ zgodnoŜĺ wyniku z krzywŃ wzorcowŃ. W wypadku braku 

zgodnoŜci wynik·w naleŨy przygotowaĺ nowe roztwory wzorcowe witamin oraz sporzŃdziĺ nowe 

krzywe wzorcowe. JeŜli roztw·r kontrolny speğnia powyŨsze kryterium wykonaĺ analizň pr·bki. 

D. Przedstawienie wynik·w koŒcowych 

 

Na podstawie czas·w retencji zidentyfikowaĺ witaminy w badanej pr·bce, a ich zawartoŜĺ 

wyznaczyĺ na podstawie powierzchni pik·w. Wynik koŒcowy oznaczenia przedstawiĺ w mg/100g 

oraz w IU/100 g pr·bki z dokğadnoŜciŃ do 0,001. W celu przeliczenia otrzymanych wynik·w analiz 

na jednostki miňdzynarodowe (IU) naleŨy zastosowaĺ nastňpujŃce przeliczniki: 

dla witaminy A:   
3,0

c
,   dla witaminy D3:   

025,0

c
   oraz dla witaminy E:   

909

c
. 

Skomentowaĺ otrzymane wyniki. 

Zakres materiağu 

zasada rozdziağu w wysokosprawnej chromatografii cieczowej z ukğadem odwr·conych faz (czas 

retencji, od czego zaleŨy czas retencji, wypeğnienia kolumn, stosowane eluenty), witaminy ï 

klasyfikacja, definicja, budowa, wystňpowanie i najwaŨniejsze funkcje biologiczne, metody 

oznaczanie witamin w produktach spoŨywczych 
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14. Polimeryzacja addycyjna 

 

Wprowadzenie 

Procesy polimeryzacji, w wyniku kt·rych tworzone sŃ makroczŃsteczki, mogŃ mieĺ charakter 

stopniowy lub ğaŒcuchowy. W przypadku polimeryzacji stopniowej, polireakcja obejmuje reakcje 

odpowiednich grup funkcyjnych znajdujŃcych siň na poczŃtku procesu w czŃsteczkach monomeru, a 

nastňpnie na koŒcach powstağego polimeru. JeŜli reakcjom wzrostu ğaŒcucha towarzyszy 

odszczepienie mağoczŃsteczkowego produktu (np. woda, amoniak), to taki proces polimeryzacji 

stopniowej klasyfikuje siň jako polikondensacjň. Natomiast procesy polimeryzacji ğaŒcuchowej, 

kt·rym nie towarzyszy odszczepienie mağoczŃsteczkowego klasyfikuje siň jako poliaddycjň. 

W przeciwieŒstwie do reakcji poliaddycji, makroczŃsteczki utworzone w wyniku reakcji 

polikondensacji r·ŨniŃ siň skğadem chemicznym od skğadu chemicznego czŃsteczek monomer·w. 

Natomiast niezmiennoŜĺ skğadu chemicznego charakteryzuje procesy polimeryzacji addycyjnej, 

którym nie towarzyszy wydzielanie produktów ubocznych.  

Proces polimeryzacji addycyjnej skğada siň z zachodzŃcych r·wnoczeŜnie kilku reakcji, 

prowadzŃcych w zasadzie od razu do utworzenia makroczŃsteczek o wysokich masach 

czŃsteczkowych. Reakcje te przebiegajŃ z udziağem centrum aktywnego, kt·rym moŨe byĺ jon, w 

przypadku polimeryzacji jonowej (kation ï w polimeryzacji kationowej, anion ï w polimeryzacji 

anionowej) lub rodnik, w przypadku polimeryzacji rodnikowej. 

W procesie polimeryzacji addycyjnej r·wnoczeŜnie przebiegajŃ reakcje inicjowania, propagacji i 

terminacji. Inicjowanie to proces zapoczŃtkowania reakcji polimeryzacji, kt·ry polega na 

wytworzeniu aktywnego centrum w monomerze. W przypadku polimeryzacji rodnikowej utworzenie 

rodnika (R¶) nastňpuje w wyniku rozkğadu termicznego, chemicznego lub fotochemicznego inicjatora 

(I) polimeryzacji (np. nadtlenku dibenzoilu, 2,2ô-azodiizobutyronitrylu, nadtlenosiarczanu potasu lub 

inicjatorów redoks). 

I   ­   2R¶ 

PrzyğŃczenie czŃsteczki monomeru (M) do rodnika wytworzonego z inicjatora powoduje utworzenie 

centrum aktywnego z niesparowanym elektronem zlokalizowanym w czŃsteczce monomeru (M¶). 

R¶   +   M1   ­   R-M1
¶ 

Z kolei reakcje propagacji polegajŃ na wzroŜcie ğaŒcucha makroczŃsteczek w wyniku przyğŃczania 

kolejnych czŃsteczek monomeru do centrum aktywnego polimeryzacji z kaŨdorazowym jego 

odtworzeniem. 

RM1
¶   +   nM   ­   R-M1Mn

¶ 

Reakcje te przebiegajŃ aŨ do momentu wygaszenia aktywnego centrum polimeryzacji i zakoŒczenia 

wzrostu ğaŒcucha w wyniku proces·w terminacji, takich jak: 

Á rekombinacja ï poğŃczenie siň dw·ch makrorodnik·w, 

R-Mn
¶   +   ¶Mm-R   ­   R-M(n+m)-R 

Á dysproporcjonowanie ï przeniesienie na czŃsteczkň makrorodnika atomu wodoru znajdujŃcego siň 

w pozycji b wzglňdem centrum aktywnego drugiego makrorodnika, w ten spos·b obydwa 

makrorodniki ulegajŃ terminacji z utworzeniem odpowiednio zwiŃzku nasyconego i 

nienasyconego, 

R-Mn-CH2-¶CHY   +   R-Mm-CH2-¶CHY   ­   R-Mn-CH2-CH2Y   +   R-Mm-CH=CHY 
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Á przeniesienie ğaŒcucha ï przeniesienie centrum aktywnego polimeryzacji na czŃsteczkň 

rozpuszczalnika, monomeru, inicjatora lub innŃ makroczŃsteczkň (AB), co prowadzi do 

zakoŒczenia wzrostu ğaŒcucha jednej makroczŃsteczki i zainicjowania wzrostu nowej 

makroczŃsteczki, tzw. reinicjowanie, 

R-Mn
¶   +   AB   ­   R-MnA   +   B¶ 

B¶   +   M   ­   B-M¶ 

Á inhibicja ï reakcja rodnik·w znajdujŃcych siň w Ŝrodowisku reakcji z czŃsteczkami, kt·re 

przeksztağcajŃ je w czŃsteczki obojňtne lub rodniki bierne w procesie propagacji. 

Polimeryzacja rodnikowa jest najbardziej uŨytecznŃ przemysğowŃ metodŃ otrzymywania na wielkŃ 

skalň r·Ũnego rodzaju polimer·w. Ponad 70% polimer·w winylowych (wiňcej niŨ 50% wszystkich 

tworzyw sztucznych) jest otrzymywanych tŃ metodŃ, miňdzy innymi: polietylen, polipropylen, 

polistyren, poli(metakrylan metylu), poli(chlorek winylu), politetrafluoroetylen, poliizopren, 

polibutadien, polichloropren oraz r·Ũnego rodzaju kopolimery. 

 

A. Otrzymywanie polistyrenu (PS) 

 

Polistyren (PS) ï wedğug IUPAC polifenyloetylen ï jest jednym z najwczeŜniej poznanych 

polimer·w termoplastycznych, kt·ry moŨna otrzymaĺ zar·wno na drodze polimeryzacji rodnikowej 

jak i jonowej: kationowej i anionowej. NajczňŜciej jednak otrzymuje siň go w wyniku rodnikowej 

polimeryzacji styrenu (winylobenzenu) w obecnoŜci inicjator·w nadtlenkowych (takich jak nadtlenk 

dibenzoilu), wedğug schematu: 

 

Polistyren jest polimerem sztywnym, kruchym o mağej udarnoŜci (ğatwo pňka przy uderzeniu) i 

przezroczystym, rozpuszczalnym w aromatycznych i chlorowanych wňglowodorach (toluen, 

chloroform), estrach (octan etylu), ketonach (aceton), pirydynie i dwusiarczku wňgla. Nie rozpuszcza 

siň w wňglowodorach alifatycznych, niŨszych alkoholach, eterze dietylowym i kwasie octowym, 

wykazuje duŨŃ odpornoŜĺ chemicznŃ na dziağanie zasad, roztwor·w soli i kwas·w (z wyjŃtkiem 

stňŨonego kwasu azotowego i lodowatego kwasu octowego). Dziňki dobrej przepuszczalnoŜci Ŝwiatğa 

(do 90%) moŨe byĺ on stosowany do cel·w optycznych (m.in. wytwarzania Ŝwiatğowod·w). Ponadto 

polistyren stosuje siň do wytwarzania szeregu artykuğ·w gospodarstwa domowego (folie, kubki do 

gorŃcych napoj·w, pudeğka na pğyty DVD, sztuczna biŨuteria, zabawki) czy w budownictwie 

(polistyren spieniony, zwany styropianem, sğuŨy jako materiağ izolacyjny). 

PowaŨnŃ wadŃ polistyrenu jest jednak jego podatnoŜĺ na zarysowanie powierzchni i palnoŜĺ. 

Niestabilizowany ğatwo ulega fotodegradacji pod wpğywem Ŝwiatğa (Ũ·ğknie i staje siň kruchy). Aby 

przeciwdziağaĺ tym wadom, ograniczajŃcym zastosowanie polistyrenu, opracowano szereg metod 

otrzymywania tworzyw polistyrenowych o poprawionych wğaŜciwoŜciach, m.in.: 

Á otrzymywanie polistyrenu o duŨej masie czŃsteczkowej, 

Á dodawanie r·Ũnego rodzaju plastyfikator·w i napeğniaczy (proszkowych lub wğ·knistych), 

Á otrzymywanie kopolimer·w styrenu z r·Ũnymi komonomerami: bezwodnikiem maleinowym, 
akrylonitrylem, metakrylonitrylem, butadienem, diwinylobenzenem, chlorkiem winylu. 
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Odczynniki i sprzňt laboratoryjny  

1. Styren 

2. 80% nadtlenek dibenzoilu 

3. Ampuğki szklane o pojemnoŜci 2 mL lub 5 mL 

4. Ğopatki dentystyczne 

5. Pipety Pasteura 

6. Pipety miarowe 

7. Szczypce 

8. Palnik gazowy 

9. Mieszadğo typu Vortex 

10. Cieplarka 

Wykonanie ĺwiczenia 

W ampuğce szklanej o pojemoŜci 2 mL (lub 5 mL) umieŜciĺ 10-20 mg nadtlenku dibenzoilu*  oraz 1 

mL (lub 2 mL) styrenu. ZawartoŜĺ ampuğki dokğadnie wymieszaĺ, usunŃĺ powietrze z ampuğki przez 

przedmuchanie azotem i zatopiĺ ampuğkň w pğomieniu palnika gazowego**. ZatopionŃ ampuğkň 

umieŜciĺ w cieplarce laboratoryjnej w temperaturze 60 C̄ na okres okoğo 3 dni. Uzyskuje siň 

w·wczas polistyren o Ŝrednim ciňŨarze czŃsteczkowym 700 000. Produkt wyodrňbnia siň przez 

rozbicie ampuğki** . 

MoŨna przynieŜĺ drobne dekoracyjne elementy (do Ŝrednicy okoğo 6 mm), kt·re mogŃ byĺ 

umieszczone w ampuğce i zapolimeryzowane (np. koraliki). 

Uwaga! 

*   nadtlenek dibenzoilu ma wğaŜciwoŜci wybuchowe 

**  czynnoŜĺ wykonywaĺ tylko w asyŜcie prowadzŃcego zajňcia 

 

B. Otrzymywanie kopolimeru styren-diwinylobenzen (PS-DVB) 

 

Polimeryzacja rodnikowa z udziağem jednego rodzaju monomeru prowadzi do otrzymania 

homopolimer·w. Poprzez zastosowanie w trakcie procesu polimeryzacji (kopolimeryzacji) r·Ũnych 

komonomer·w oraz zmianň ich wzajemnego stosunku iloŜciowego moŨna otrzymaĺ kopolimery o 

r·Ũnym skğadzie i r·Ũnych wğaŜciwoŜciach. Czňsto wprowadzenie do mieszaniny reakcyjnej 

stosunkowo niewielkiej iloŜci innego monomeru nadaje otrzymanemu kopolimerowi zupeğnie nowe 

wğaŜciwoŜci. 

Kopolimer styren-diwinylobenzen (PS-DVB) otrzymuje siň na drodze polimeryzacji rodnikowej 

styrenu w obecnoŜci 5-10% diwinylobenzenu oraz inicjatorów nadtlenkowych (takich jak nadtlenek 

dibenzoilu), wedğug schematu: 
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Kopolimer PS-DVB jest bezbarwny, ze wzglňdu na usieciowanie jest nierozpuszczalny w wiňkszoŜci 

rozpuszczalnik·w organicznych (wykazuje pňcznienie), zasad i kwas·w (kwas azotowy ze wzglňdu 

na silne wğaŜciwoŜci utleniajŃce moŨe powodowaĺ jego degradacjň). Jest palny, ale nie ulega 

zapğonowi, nie ulega biodegradacji w glebie ani w wodzie, jest stosunkowo nieszkodliwy dla zdrowia 

(umiarkowana toksycznoŜĺ po przyjňciu doustnym). Dziňki usieciowaniu poprzez dodatkowŃ grupň 

funkcyjnŃ w czŃsteczce diwinylobenzenu kopolimer styren-diwinylobenzen posiada duŨŃ 

wytrzymağoŜĺ mechanicznŃ. 

Odczynniki i sprzňt laboratoryjny  

1. Styren 

2. Diwinylobenzen 

3. 80% nadtlenek dibenzoilu 

4. Ampuğki szklane o pojemnoŜci 2 mL lub 5 mL 

5. Ğopatki dentystyczne 

6. Pipety Pasteura i miarowe 

7. Szczypce 

8. Palnik gazowy 

9. Mieszadğo typu Vortex 

10. Cieplarka 

Wykonanie ĺwiczenia 

W ampuğce szklanej o pojemoŜci 2 mL (lub 5 mL) umieŜciĺ 10-20 mg nadtlenku dibenzoilu*  oraz 1 

mL (lub 2 mL) styrenu i 50 µL (100 µL) diwinylobenzenu. ZawartoŜĺ ampuğki dokğadnie wymieszaĺ, 

usunŃĺ powietrze z ampuğki przez przedmuchanie azotem i zatopiĺ ampuğkň w pğomieniu palnika 

gazowego**. ZatopionŃ ampuğkň umieŜciĺ w cieplarce laboratoryjnej w temperaturze 60 ̄ C na okres 

okoğo 3 dni. Ze wzglňdu na duŨŃ reaktywnoŜĺ styrenu z r·Ũnymi komonomerami, po okoğo 1,5-2 

godzinach (w zaleŨnoŜci od zawartoŜci diwinylobenzenu), obserwuje siň znacznie wiňkszy postňp 

reakcji polimeryzacji niŨ w przypadku homopolimeryzacji samego styrenu. Produkt wyodrňbnia siň 

przez rozbicie ampuğki** . 

MoŨna przynieŜĺ drobne dekoracyjne elementy (do Ŝrednicy okoğo 6 mm), kt·re mogŃ byĺ 

umieszczone w ampuğce i zapolimeryzowane (np. koraliki). 

Uwaga! 

*   nadtlenek dibenzoilu ma wğaŜciwoŜci wybuchowe 

**  czynnoŜĺ wykonywaĺ tylko w asyŜcie prowadzŃcego zajňcia 

 

C. Otrzymywanie poli(metakrylanu metylu) (PMMA)  

 

Poli(metakrylan metylu) (PMMA) ï wedğug IUPAC poli[1-(metoksykarbonylo)-1-metyloetylen] 

otrzymuje siň najczňŜciej na drodze rodnikowej polimeryzacji metakrylanu metylu w obecnoŜci 

inicjator·w nadtlenkowych (np. nadtlenek dibenzoilu), wedğug schematu: 
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CharakterystycznŃ wğaŜciwoŜciŃ poli(metakrylanu metylu) jest dobra przezroczystoŜĺ 

(przepuszczalnoŜĺ Ŝwiatğa okoğo 92%), kt·ra umoŨliwia stosowanie go jako szkğa organicznego. Jest 

doŜĺ twardy i odporny na dziağanie r·Ũnych czynnik·w atmosferycznych: promieniowania UV i 

niskich temperatur, moŨna go ğatwo kleiĺ, barwiĺ i przetwarzaĺ (jest topliwy). NaleŨy do nielicznych 

polimer·w, kt·re ulegajŃ wczeŜniej depolimeryzacji niŨ rozkğadowi termicznemu. PMMA 

rozpuszcza siň m.in. w acetonie, toluenie, dichlorometanie, chloroformie i octanie etylu. Gğ·wne 

zastosowanie PMMA wynikajŃ z jego przeŦroczystoŜci i odpornoŜci na starzenie w warunkach 

atmosferycznych. 

WğaŜciwoŜci te, w poğŃczeniu z duŨŃ wytrzymağoŜciŃ mechanicznŃ i sztywnoŜciŃ sprawiajŃ, Ũe 

PMMA jest szeroko stosowany jako materiağ zastňpujŃcy nieorganiczne szkğo, m.in. w budownictwie 

(elementy elewacji, przeszklenia okien i drzwi), sprzňcie sanitarnym (kabiny prysznicowe, wanny, 

brodziki, umywalki), przemyŜle samochodowym i lotniczym (szyby okienne, klosze Ŝwiateğ 

sygnalizacyjnych, owiewki), elektronice (do zalewania ukğad·w elektronicznych), optyce (soczewki, 

szkieğka zegark·w, Ŝwiatğowody), medycynie (protezy soczewek, protetyka stomatologiczna), 

reklamie (stojaki i szyldy reklamowe) a takŨe w produkcji lakier·w, sztucznej biŨuterii, naczyŒ itp. 

Odczynniki i sprzňt laboratoryjny  

1. Metakrylan metylu 

2. 80% nadtlenek dibenzoilu 

3. Ampuğki szklane o pojemnoŜci 2 mL lub 5 mL 

4. Palnik gazowy 

5. Szczypce 

6. Ğopatki dentystyczne 

7. Pipety miarowe 

8. Pipety Pasteura 

9. Mieszadğo typu Vortex 

10. Cieplarka 

Wykonanie ĺwiczenia 

W ampuğce szklanej o pojemoŜci 2 mL (lub 5 mL) umieŜciĺ 10-20 mg nadtlenku dibenzoilu*  oraz 1 

mL (lub 2 mL) metakrylanu metylu. ZawartoŜĺ ampuğki dokğadnie wymieszaĺ, usunŃĺ powietrze z 

ampuğki przez przedmuchanie azotem i zatopiĺ ampuğkň w pğomieniu palnika gazowego** . 

ZatopionŃ ampuğkň umieŜciĺ w cieplarce laboratoryjnej w temperaturze 60 C̄ na okres okoğo 3 dni. 

Produkt wyodrňbnia siň przez rozbicie ampuğki** . 

MoŨna przynieŜĺ drobne dekoracyjne elementy (do Ŝrednicy okoğo 6 mm), kt·re mogŃ byĺ 

umieszczone w ampuğce i zapolimeryzowane (np. koraliki). 

Uwaga! 

*   nadtlenek dibenzoilu ma wğaŜciwoŜci wybuchowe 

**  czynnoŜĺ wykonywaĺ tylko w asyŜcie prowadzŃcego zajňcia 

 

Zakres materiağu 

polimeryzacja ğaŒcuchowa (addycyjna), elementarne reakcje polimeryzacji rodnikowej (mechanizm 

inicjowania, propagacji i terminacji), inicjatory polimeryzacji rodnikowej, reakcje przeniesienia 

ğaŒcucha, inhibitory polimeryzacji rodnikowej, kopolimeryzacja, rodzaje kopolimerów, mechanizm 

kopolimeryzacji, mechanizm polimeryzacji rodnikowej styrenu oraz kopolimeru styrenu z 

diwinylobenzenem, mechanizm polimeryzacji rodnikowej metakrylanu metylu, struktura i 

wğaŜciwoŜci znanych polimer·w winylowych: polietylen, polipropylen, poliakrylonitryl, poli(chlorek 

winylu), politetrafluoroetylen, poliakrylonitryl 
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15. Polimeryzacja kondensacyjna 

 

Wprowadzenie 

Polimeryzacja kondensacyjna (zwana r·wnieŨ polikondensacjŃ) jest wielokrotnŃ reakcjŃ kondensacji 

grup funkcyjnych znajdujŃcych siň w monomerze lub w rosnŃcym ğaŒcuchu polimeru, kt·rej zawsze 

towarzyszy odszczepienie mağoczŃsteczkowego produktu ubocznego, takiego jak woda, 

chlorowod·r, amoniak. Polikondensacja w odr·Ũnieniu od polimeryzacji ğaŒcuchowej jest procesem 

stopniowym, w kt·rym stopieŒ polimeryzacji powstajŃcego polimeru zaleŨy od stopnia 

przereagowania grup funkcyjnych. W kaŨdym stadium tego procesu powstajŃ trwağe produkty 

przejŜciowe, kt·re moŨna wyodrňbniĺ. 

JeŜli w reakcji biorŃ udziağ dwa rodzaje czŃsteczek posiadajŃcych co najmniej po dwie grupy 

funkcyjne, reakcjň nazywa siň heteropolikondensacjŃ, natomiast gdy reagujŃ ze sobŃ czŃsteczki tylko 

jednego rodzaju, np. glikol etylenowy, proces nazywa siň homopolikondensacjŃ. 

Na drodze polikondensacji otrzymuje siň wiele waŨnych i szeroko stosowanych polimer·w, takich 

jak: poliestry, poliamidy, silikony, Ũywice fenolowe, mocznikowe lub melaminowe. 

 

Poliamidy 

 

Jednymi z waŨniejszych polikondensat·w sŃ poliamidy, polimery o budowie ğaŒcuchowej , w kt·rych 

poszczeg·lne segmenty wňglowodorowe poğŃczone sŃ wiŃzaniami amidowymi -CO-NH-. 

PoğŃczenia te moŨna otrzymaĺ w nastňpujŃcy spos·b: 

Á przez polikondensacjň kwas·w dikarboksylowych z diaminami, np. 
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Á przez  polikondensacjň w-aminokwasów, np. 

 
 

Á przez polimeryzacjň laktam·w, np. 

 

 
 

Nylon to handlowa nazwa syntetycznych poliamid·w wprowadzonych na rynek przez firmň DuPont 

(USA). Polimery te (np. nylon 6.6 lub nylon 6.10) zawierajŃ grupy amidowe a wytwarzane siň je w 

drodze polikondensacji kwasów dikarboksylowych, takich jak kwas adypinowy i sebacynowy (lub 

ich dichlorków) z diaminami (np. 1,6-diaminokeksan) lub reakcji otwarcia pierŜcienia laktamowego, 

np. kaprolaktamu z kt·rego otrzymuje siň nylon 6.  

Zbiorcza nazwa nylon (od nazw dw·ch miast: New York i London) obejmuje szereg r·Ũnych 

polimer·w, kt·re dla ğatwego rozr·Ũnienia oznacza siň numerami, np. nylon 6.6. Cyfry te oznaczajŃ 

liczbň atom·w wňgla w monomerach. Pojedyncza liczba, np. nylon 6 oznacza wğ·kno otrzymane z 

laktamu o 6 atomach wňgla (kaprolaktamu). Dwie cyfry, np. nylon 6.6, nylon 6.10 oznaczajŃ liczbň 

atom·w wňgla w czŃsteczkach odpowiednio: diaminy i kwasu dikarboksylowego. 

Nylon 6.6, kt·rego syntezň opracowağ w 1934 roku W. Carothers w firmie DuPont byğ pierwszym 

syntetycznym polimerem, kt·ry odni·sğ komercyjny sukces. Z zağoŨenia miağ byĺ taŒszym 

zamiennikiem jedwabiu o zastosowaniu militarnym (spadochrony, plandeki itp) ï zwğaszcza, Ũe ten 

w okresie II wojny Ŝwiatowej byğ trudno dostňpny. Pierwsze produkty z nylonu trafiğy na rynek w 

roku 1938 (szczoteczka do zňb·w z wğosiem nylonowym) oraz nylonowe poŒczochy w 1940 roku. 

Ze wzglňdu na cenne wğaŜciwoŜci mechaniczne, np. bardzo duŨŃ wytrzymağoŜĺ na rozciŃganie nylony 

sğuŨŃ m.in. do wytwarzania wğ·kien syntetycznych stosowanych przede wszystkim do produkcji 

dzianin, tkanin, lin i Ũyğek a takŨe, ze wzglňdu na doskonağe wğaŜciwoŜci mechaniczne, do panewek, 

ğoŨysk, k·ğ zňbatych itp. 

 

Aminoplasty 

 

Aminoplasty sŃ to wielkoczŃsteczkowe produkty reakcji zwiŃzk·w zawierajŃcych w czŃsteczce 

grupy aminowe z aldehydami. Do najwaŨniejszych aminoplast·w zalicza siň produkty 

polikondensacji aldehydu mr·wkowego (formaldehydu) z mocznikiem, melaminŃ, 

dicyjanodiamidem, guanidynŃ, tiomocznikiem itp. 

Aminoplasty znajdujŃ zastosowanie jako kleje, spoiwa do tğoczyw lub laminat·w oraz Ŝrodki 

impregnujŃce. SŃ odporne na dziağanie wody oraz rozpuszczalników takich jak: alkohole, eter, 
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benzyna, benzen, tğuszcze roŜlinne i oleje. Wyroby z aminoplast·w charakteryzujŃ siň twardoŜciŃ, 

sztywnoŜciŃ oraz odpornoŜciŃ cieplnŃ do 100-120 °C. SŃ bezwonne, bezbarwne, oraz posiadajŃ 

moŨliwoŜĺ dowolnego barwienia. 

W wyniku reakcji zwiŃzk·w aminowych z aldehydami nastňpuje addycja czŃsteczki aldehydu do 

atomu azotu grupy aminowej z równoczesnym przegrupowaniem atomu wodoru do atomu tlenu 

grupy aldehydowej. W przypadku zastosowania aldehydu mr·wkowego oraz mocznika powstajŃ, 

moŨliwe do wyodrňbnienia, zwiŃzki zawierajŃce ugrupowania hydroksymetyloaminowe. 

 

Powstağe hydroksymetylowe pochodne mocznika ulegajŃ nastňpnie polikondensacji z utworzeniem 

liniowych polimer·w, w kt·rych czŃsteczki mocznika poğŃczone sŃ za pomocŃ wiŃzaŒ metylenowch. 

 

Przy nadmiarze aldehydu mr·wkowego moŨliwe jest zastŃpienie pozostağych atomów wodoru grup 

aminowych grupami hydroksymetylowymi. 

 

Powstağe zwiŃzki hydroksymetylowe ulegajŃ nastňpnie dalszej kondensacji z utworzeniem 

makroczŃsteczek poğŃczonych wiŃzaniami metylenowymi lub dimetylenoeterowymi. 

 

Reakcjň otrzymywania pochodnych hydroksymetylowych prowadzi siň w Ŝrodowisku wodnym. 

Proces ten moŨe byĺ katalizowany zar·wno przez jony wodorowe, jak i hydroksylowe. Na szybkoŜĺ 

reakcji mocznika z aldehydem mr·wkowym decydujŃcy wpğyw ma stosunek reagent·w, temperatura 

oraz pH. Najwolniej reakcja przebiega w zakresie pH 4-8. Zwiňkszenie  temperatury (do ok. 100 ̄ C) 

lub zmniejszenie wartoŜci pH poniŨej wymienionego zakresu znacznie przyŜpiesza proces. W ten 

spos·b powstajŃ usieciowane, nierozpuszczalne i nietoksyczne polimery, o jasnej barwie i ğatwo 

barwiŃce siň. 
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A. Otrzymywanie nici nylonowej (nylon 6.10) 
 

Odczynniki i sprzňt laboratoryjny  

1.  Cykloheksan 

2.  Barwniki: fluoresceina, oranŨ metylowy, bromofenol itp. 

3.  5% wodny roztwór 1,6-diaminoheksanu 

4.  20% wodny roztwór NaOH 

5.  9% roztwór chlorku sebacylu (kwasu 1,8-oktanodikarboksylowego) w cykloheksanie 

6.  Drucik z haczykiem na koŒcu 

7.  Zlewka o pojemnoŜci 25 mL 

8.  Pipety Pasteura 

9.  Pipety miarowe 

10.  Probówki szklane 

11.  Mieszadğo typu Vortex 

 

Wykonanie ĺwiczenia 

W zlewce o pojemnoŜci 25 mL umieŜciĺ 5 mL 5% wodnego roztworu 1,6-diaminoheksanu oraz dodaĺ 

4 krople 20% wodnego roztworu NaOH. JeŨeli produkt ma byĺ barwny naleŨy dodaĺ do mieszaniny 

odpowiedni barwnik, np. fluoresceinň, oranŨ metylowy, bromofenol lub inny. Nastňpnie dodaĺ 

(wlewajŃc powoli po Ŝciance zlewki) 5 mL 9% roztworu chlorku sebacylu w cykloheksanie, tak aby 

otrzymaĺ dwie wyraŦne i nie zmieszane warstwy cieczy. W zlewce zanurzyĺ drucik z haczykiem na 

koŒcu tak aby uchwyciĺ tworzŃcy siň na granicy faz cieczy fragment polimeru, kt·ry powolnym i 

jednostajnym ruchem wyciŃga siň nawijajŃc na wağek drewniany (lub cylinder miarowy). Po 

otrzymaniu zadawalajŃcej iloŜci nici produkt pğucze siň wodŃ bieŨŃcŃ. PozostağŃ czňŜĺ mieszaniny 

reakcyjnej miesza siň bagietkŃ otrzymujŃc nylon w formie bezpostaciowej, kt·ry pğucze siň wodŃ i 

suszy. 

 

B. Otrzymywanie Ũywicy mocznikowo-formaldehydowej 
 

Odczynniki i sprzňt laboratoryjny  

1. Mocznik 

2. 40% wodny roztwór formaldehydu 

3. 20% wodny roztwór HCl 

4. Szampon do wğos·w lub pğyn do mycia naczyŒ 

5. Barwniki: fluoresceina, oranŨ metylowy, bromofenol, stňŨ. wodny roztw·r KMnO4, itp. 

6. Probówki szklane 

7. ĞaŦnia wodna 

8. Pipety miarowe i Pasteura 

9. Mieszadğo typu Vortex 

 

Wykonanie ĺwiczenia 

W prob·wce szklanej umieŜĺ 1 g mocznika i dodaĺ 1 mL 40% wodnego roztworu formaldehydu. W 

drugiej prob·wce umieŜciĺ takie same iloŜci mocznika i formaldehydu oraz dodaĺ niewielkŃ iloŜĺ 

barwnika lub detergentu (szampon lub pğyn do mycia naczyŒ) z dodatkiem kilku kropel 20% 

wodnego roztworu HCl. ZawartoŜĺ prob·wek dokğadnie wymieszaĺ i ogrzewaĺ na ğaŦni wodnej w 

temperaturze okoğo 80 C̄ aŨ do momentu rozpuszczenia mocznika. Nastňpnie odczekaĺ 10 minut i 

ponownie ogrzewaĺ prob·wki przez okoğo 15 min. Po ostygniňciu masa plastyczna zestala siň. 
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C. Identyfikacja produktów polikondensacji 
 

Odczynniki i sprzňt laboratoryjny  

1. Aceton 

2. Chloroform 

3. Lodowaty kwas octowy 

4. StňŨony kwas solny 

5. 20% wodny roztwór NaOH 

6. Palnik gazowy 

7. Szczypce 

8. Pipety Pasteura 

9. Pipety miarowe 

10. Probówki szklane 

11. Papierki wskaŦnikowe 

12. ĞaŦnia wodna 

13. Mieszadğo typu Vortex 

 

Wykonanie ĺwiczenia 

C1. Mağy kawağek badanego polimeru wprowadziĺ za pomocŃ szczypiec do dolnej, zewnňtrznej 

czňŜci pğomienia palnika. Pr·bka poliamidu zapala siň natychmiast i palŃc siň formuje mağe, 

pieniŃce siň kuliste krople. Barwa pğomienia jest biağa z brzegami sğabo niebieskimi. Po wyjňciu 

pr·bki z pğomienia obserwuje siň spontaniczne palenie, kt·remu towarzyszy specyficzna woŒ 

przypominajŃca zapach wğos·w lub ŜwieŨego selera. Pr·bka aminoplastu pali siň bardzo sğabo, 

tworzŃc kuliste krople, gaŜnie natychmiast poza pğomieniem. Paleniu towarzyszy 

charakterystyczny zapach palonej ryby. Barwa pğomienia jest niebieskoŨ·ğta. 

C2. W czterech szklanych probówkach umieŜciĺ kolejno: aceton, chloroform, lodowaty kwas octowy 

oraz stňŨony kwas solny (ostroŨnie!).  Nastňpnie do prob·wek wrzuciĺ mağe, podobnej 

wielkoŜci kawağki badanego poliamidu. Poliamidy i aminoplasty rozpuszczajŃ siň jedynie w 

kwasie octowym i solnym. 

 

C3. W probówce umieŜciĺ okoğo 0,5 g rozdrobnionego poliamidu (np. pociňtej Ũyğki wňdkarskiej) 

lub aminoplastu oraz okoğo 2 g rozdrobnionego NaOH (ostroŨnie!).  Mieszaninň wytrzŃsaĺ po 

czym zwilŨyĺ przez dodanie okoğo 0,5 mL wody. Prob·wkň ogrzewaĺ w pğomieniu palnika 

trzymajŃc u jej wylotu papierek wskaŦnikowy. W wymienionych warunkach poliamidy i 

aminoplasty rozkğadajŃ siň z wydzieleniem amoniaku. 

 

Zakres materiağu 

polikondensacja a poliaddycja ï zasadnicze r·Ũnice w mechanizmie polimeryzacji, waŨniejsze typy 

reakcji polikondensacji, reakcje uboczne towarzyszŃce polikondensacji, struktura i wğaŜciwoŜci 

znanych polikondensatów: nylon, elana, kevlar, metody otrzymywania i wğaŜciwoŜci poliamid·w 

oraz aminoplastów 

Literatura uzupeğniajŃca 

1. Korytkowska-Wağach A, Gibas M, Kajewska-Kania K, Chemia MakroczŃsteczek. Materiağy do 
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2. Rabek JF, Polimery. Otrzymywanie, metody badawcze, zastosowanie, Wydawnictwo Naukowe 
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3. Pielichowski J, PuszyŒski A, Chemia Polimerów, Wydawnictwo OŜwiatowe FOSZE, Rzesz·w 

2012. 
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16. Identyfikacja tworzyw sztucznych 

 

Wprowadzenie 

Zgodnie z przepisami dotyczŃcymi ochrony Ŝrodowiska wyroby z tworzyw sztucznych powinny byĺ 

oznakowane symbolami znormalizowanymi w skali miňdzynarodowej. Symbole te pozwalajŃ na 

zidentyfikowanie materiağu z kt·rego dany wyr·b zostağ wykonany, np. PE ï polietylen lub PP ï 

polipropylen. JeŜli wyr·b nie zostağ oznakowany, moŨna podjŃĺ pr·bň okreŜlenie rodzaju tworzywa. 

JeŜli taka koniecznoŜĺ zaistnieje, to chemik posiadajŃcy praktykň w tej dziedzinie, powinien 

rozpoznaĺ tworzywo w ciŃgu kilku minut. Natomiast rozpoznanie nieznanego tworzywa przez 

chemika nie bňdŃcego specjalistŃ w zakresie tworzyw sztucznych moŨe byĺ trudne. 

Istnieje wiele sposob·w identyfikacji tworzyw sztucznych, posğugujŃcych siň r·Ũnymi metodami: 

Á chemicznymi ï reakcja na dziağanie kwas·w, zasad, soli i rozpuszczalnik·w organicznych, 

okreŜlenie liczby zmydlania, oznaczenie typowych pierwiastk·w, zachowanie siň podczas 

pirolizy, 
 

Á fizycznymi ï oznaczenie ciňŨaru wğaŜciwego, wğasnoŜci mechanicznych, cieplnych, 

elektrycznych, luminescencyjnych, wsp·ğczynnika zağamania Ŝwiatğa, chğonnoŜci fal 

akustycznych itp. 
 

Á fizykochemicznymi ï okreŜlenie odpornoŜci na dziağanie pğomienia i zachowania siň w pğomieniu, 

zachowanie siň tworzywa po wyjňciu z pğomienia, 
 

Á organoleptycznymi ï okreŜlenie wraŨeŒ wzrokowych, dotykowych, sğuchowych, zapachowych i 

smakowych. 

 

Peğna analiza chemiczna polimer·w i tworzyw sztucznych ze wzglňdu na obecnoŜĺ Ŝrodk·w 

pomocniczych (takich jak: barwniki, plastyfikatory, utwardzacze, zmiňkczacze, przeciwutleniacze, 

napeğniacze, itp.) jest problemem zğoŨonym. Proste testy i oznaczenia wybranych wğaŜciwoŜci 

pozwalajŃ jednak czňsto okreŜliĺ rodzaj wystňpujŃcego w nim podstawowego polimeru, a na tej 

podstawie okreŜliĺ z duŨym prawdopodobieŒstwem tworzywa sztuczne, bňdŃce przedmiotem 

identyfikacji. 

Tworzywa sztuczne moŨna zidentyfikowaĺ na podstawie: 

Á cech zewnňtrznych ï wyglŃdu, konsystencji i postaci wyrobu, przezroczystoŜci i przeŜwiecania (tň 

wğasnoŜĺ majŃ tylko nieliczne tworzywa), barwy (np. nie wszystkie tworzywa mogŃ wystňpowaĺ 

w barwach jasnych), kruchoŜci, giňtkoŜĺ, odpornoŜci na zarysowanie, 
 

Á przybliŨonej gňstoŜci (pr·ba pğywalnoŜci) 
 

Á odpornoŜci na dziağanie kwas·w, zasad i rozpuszczalnik·w organicznych 
 

Á temperatury topnienia/miňknienia 
 

Á zachowania siň w pğomieniu (pr·ba nefrytowa) - palnoŜĺ, barwa pğomienia, zachowanie tworzywa 

po wyjňciu z pğomienia, zapach pr·bki po zgaszeniu, postaĺ pr·bki po dziağaniu pğomienia 

(zwňglenie, spienienie, itp.), 
 

Á badania produkt·w rozkğadu termicznego bez kontaktu z pğomieniem ï zmiana konsystencji, 

zapach oraz odczyn produktów gazowych i par, 
 

Á reakcja Liebermanna-Storcha-Morawskiego ï test na zabarwienie. 
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W wiňkszoŜci wypadk·w wykonanie wyŨej wymienionych test·w i oznaczeŒ wystarczy do 

okreŜlenia jedynie tylko nazwy grupy tworzyw do kt·rej naleŨy badana pr·bka, nie zaŜ nazwy jej 

odmiany handlowej. W praktyce jednak na og·ğ takie rozpoznanie wystarcza. 

Odczynniki i sprzňt laboratoryjny  

1. Próbki tworzyw sztucznych do identyfikacji 

2. StňŨony kwas siarkowy 

3. StňŨony kwas solny 

4. Kwas octowy i kwas mrówkowy 

5. Bezwodnik octowy 

6. Rozpuszczalniki dostňpne w laboratorium: aceton, chloroform, dichlorometan, czterochlorek 

wňgla, octan etylu, toluen, DMF, dioksan, etanol, fenol, tetrahydrofuran, cykloheksan 

7. Wodorotlenek sodu 

8. Ğopatki dentystyczne 

9. Ğopatka miedziana 

10. Probówki szklane 

11. Szkieğka zegarkowe 

12. Pipety Pasteura i miarowe 

13. Szczypce 

14. Palnik gazowy 

15. Mieszadğo typu Vortex 
 

Wykonanie ĺwiczenia 

Celem ĺwiczenia jest okreŜlenie typu polimeru, kt·ry stanowi podstawowy skğadnik analizowanego 

tworzywa sztucznego. Identyfikacja polega na przeprowadzeniu systematycznych prób, opisanych w 

punktach A ï F, dla dw·ch pr·bek tworzyw sztucznych wskazanych przez prowadzŃcego zajňcia. 

A. Opis cech zewnňtrznych 
 

Przy opisie cech zewnňtrznych naleŨy wziŃĺ pod uwagň takie cechy jak: przezroczystoŜĺ (duŨa, np. 

dla polistyrenu, poliwňglanu czy poli(metaktrylanu metylu)), barwa, dŦwiňk jaki wydaje pr·bka po 

rzuceniu jej na blat stoğu (np. metaliczny dŦwiňk dla polistyrenu), rodzaj powierzchni (np. tğusta, 

trudno zwilŨalna, w dotyku przypominajŃca parafinň powierzchnia jest cechŃ charakterystycznŃ dla 

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

 

B. Oszacowanie gňstoŜci tworzywa (pr·ba pğywalnoŜci) 
 

Pr·bkň tworzywa wrzuciĺ do zlewki z wodŃ destylowanŃ i okreŜliĺ jej gňstoŜĺ wzglňdem wody. 

Zwr·ciĺ uwagň na dokğadne zwilŨenie pr·bki. Pr·ba ta pozwala na rozdzielenie badanych pr·bek 

tworzyw na dwie grupy: lŨejszych od wody (tworzywo pğywa) i ciňŨszych od wody (tworzywo osiada 

na dnie). Pr·ba ta jest uproszczonym sposobem na oszacowanie ciňŨaru wğaŜciwego badanej pr·bki. 

 

C. Zachowanie pr·bki tworzywa w otwartym pğomieniu 
 

Niewielki kawağek tworzywa (wielkoŜci ziarna ryŨu) umieŜciĺ na ğopatce miedzianej* i ogrzewaĺ 

ostroŨnie** w pğomieniu palnika obserwujŃc jego zachowanie siň do momentu zapalenia siň pr·bki. 

OkreŜliĺ palnoŜĺ (czy Ũarzy siň lub pali, czy gaŜnie po wyjňciu z pğomienia), kolor pğomienia w trakcie 

spalania pr·bki w pğomieniu (np. poli(chlorek winylu) barwi pğomieŒ na kolor zielony) i po wyjňciu 

z pğomienia, wyglŃd oraz zapach, a takŨe kolor spalajŃcego siň i rozkğadajŃcego tworzywa. 

* ğopatka powinna byĺ czysta, wszelkie pozostağoŜci polimer·w naleŨy wypaliĺ w pğomieniu palnika, a 

nastňpnie usunŃĺ za pomocŃ papieru Ŝciernego; ** palŃce siň tworzywo moŨe pryskaĺ  i ociekaĺ, naleŨy 

ogrzewaĺ wolno, aby m·c zaobserwowaĺ zachodzŃce zjawiska 
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D. Zachowanie próbki tworzywa podczas ogrzewania w probówce 
 

Niewielki kawağek tworzywa umieŜciĺ w prob·wce szklanej i ogrzewaĺ w pğomieniu palnika. U 

wylotu prob·wki umieŜciĺ zwilŨony wodŃ destylowanŃ papierek wskaŦnikowy, okreŜliĺ odczyn 

wydzielajŃcych wskutek rozkğadu termicznego gaz·w i par oraz okreŜliĺ zapach. Zaobserwowaĺ 

r·wnieŨ zabarwienie produkt·w ogrzewania. 

 

E. Zachowanie pr·bki na dziağanie kwas·w, zasad i rozpuszczalnik·w organicznych 
 

NiewielkŃ iloŜĺ rozdrobnionego tworzywa umieŜciĺ w kilku szklanych prob·wkach i dodaĺ 

niewielkŃ iloŜĺ (1-2 mL) kwasu (np. stňŨony kwas siarkowy lub solny, kwas octowy lub mrówkowy), 

zasady (np. stňŨony roztw·r wodorotlenku sodu) oraz dostňpnych rozpuszczalnik·w organicznych 

(np. aceton, chloroform, czterochlorek wňgla, dichlorometan, octan etylu, etanol, toluen, DMF, 

dioksan, cykloheksan, tetrahydrofuran). Po kilku minutach zaobserwowaĺ zachowanie siň pr·bki 

tworzywa (cağkowite rozpuszczenie, przyklejenie siň do Ŝcianek prob·wki, pňcznienie, zaoblenie 

krawňdzi pr·bki). 

 

F. Zachowanie pr·bki tworzywa w teŜcie Liebermanna-Storcha-Morawskiego 
 

W probówce umieŜciĺ niewielki kawağek badanego tworzywa, zalaĺ go niewielkŃ iloŜciŃ (okoğo 1-2 

mL) bezwodnika octowego, a nastňpnie prob·wkň ogrzaĺ na ğaŦni wodnej. Po ostudzeniu dodaĺ kilka 

kropel stňŨonego kwasu siarkowego. Zaobserwowaĺ barwň roztworu i pr·bki przed dodaniem i po 

dodaniu kwasu siarkowego. Po okoğo 10 minutach ponownie ogrzaĺ prob·wkň (do koğo 100 C̄) oraz 

zaobserwowaĺ barwň roztworu i pr·bki. 

 

Zakres materiağu 

znajomoŜĺ takich pojňĺ jak: zwiŃzek wielkoczŃsteczkowy, polimer, tworzywo sztuczne, oligomer, 

mer, monomer, stopieŒ polimeryzacji, poliaddycja, polikondensacja, depolimeryzacja, degradacja i 

destrukcja polimeru, najwaŨniejsze polimery i tworzywa sztuczne, klasyfikacja tworzyw sztucznych, 

elastomery, plastomery, duroplasty, termoplasty, podstawowe cechy fizyczne i uŨytkowe tworzyw 

sztucznych 
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17. Badanie hydrolizy skrobi katalizowanej przez Ŭ-amylazň 

 

Wprowadzenie 

Rozszerzony opis wňglowodan·w znajduje siň we wstňpie do ĺwiczenia Reakcje charakterystyczne i 

identyfikacja wňglowodan·w.  

Skrobia jest roŜlinnym polisacharydem zbudowanym z czŃsteczek D-glukozy. Cukier ten jest 

materiağem zapasowym obecnym w liŜciach, bulwach, nasionach i korzeniach wielu roŜlin bňdŃcych 

podstawowym Ŧr·dğem wňglowodan·w dla czğowieka, m.in. ziemniak·w, ryŨu, pomidor·w, 

pszenicy i kukurydzy. Skrobia jest w rzeczywistoŜci mieszaninŃ dw·ch frakcji polisacharyd·w: 

nierozgağňzionej, liniowej amylozy (stanowiŃcej zazwyczaj 15-20% skrobi) oraz rozgağňzionej 

amylopektyny (80-85%). ĞaŒcuch amylozy przyjmuje ksztağt helisy zğoŨonej z monomer·w               

D-glukozy poğŃczonych wiŃzaniami Ŭ-1,4-glikozydowymi. W amylopektynie oprócz wspomnianych 

wiŃzaŒ Ŭ-1,4-glikozydowych, co 20-30 reszt glukozy wystňpujŃ poğŃczenia Ŭ-1,6-glikozydowe 

powodujŃce rozgağňzienia. ĞaŒcuch amylozy posiada dwa koŒce, nieredukujŃcy i redukujŃcy, kt·rym 

jest ugrupowanie hemiacetalowe. Amylopektyna posiada jeden koniec redukujŃcy oraz wiele koŒc·w 

nieredukujŃcych. Oba polisacharydy wsp·lnie tworzŃ granulki skrobi, kt·rych wielkoŜĺ i ksztağt 

zaleŨŃ do rodzaju roŜliny. Granulki skrobi sŃ nierozpuszczalne w wodzie. Podgrzanie zawiesiny 

skrobi w wodzie powoduje rozerwanie granulek i uwolnienie amylozy i amylopektyny.  

Enzymy katalizujŃce hydrolizň polisacharyd·w (hydrolazy glikozydowe) moŨna podzieliĺ na 

endoglukozydazy (np. Ŭ-amylaza) hydrolizujŃce wiŃzania wewnŃtrz czŃsteczek cukru oraz 

egzoglukozydazy (np. ɓ-amylaza) odcinajŃce od koŒc·w polisacharydu kr·tsze fragmenty: 

trisacharydy (maltotriozň), disacharydy (maltozň) lub monosacharydy (glukozň) (rysunek 1).  

 

ǒ mer (D-glukoza) z koŒcowŃ grupŃ nieredukujŃcŃ   ƺ mer (D-glukoza) z koŒcowŃ grupŃ redukujŃcŃ 

Rysunek 1. Miejsca hydrolizy katalizowane przez endoglukozydazy oraz egzoglukozydazy. 

WŜr·d amylaz wyr·Ũniĺ moŨna trzy gğ·wne klasy: Ŭ- , ɓ- i ɔ-amylazy. Ŭ-Amylaza wystňpuje u ludzi, 

zwierzŃt, roŜlin i drobnoustroj·w, ɓ-amylaza obecna jest gğ·wnie w drobnoustrojach i roŜlinach,         

ɔ-amylaza moŨe znajdowaĺ siň zar·wno u zwierzŃt, jak i roŜlin.  

Ludzka Ŭ-amylaza (EC 3.2.1.1) jest jednym z gğ·wnym enzym·w trawiennych czğowieka. Jest to 

glikoproteina o masie czŃsteczkowej wynoszŃcej okoğo 57,7 kDa, zawierajŃca silnie zwiŃzany kation 

Ca2+. Kation ten jest niezbňdny do stabilizacji struktury przestrzennej enzymu, jak r·wnieŨ dla jego 

aktywnoŜci katalitycznej. Ludzka Ŭ-amylaza wystňpuje gğ·wnie w postaci dw·ch izoenzym·w 

bňdŃcych produktami r·Ũnych, choĺ wysoce spokrewnionych gen·w. Jeden izoenzym wydzielany 

jest przez gruczoğy Ŝlinowe, drugi przez trzustkň. Warto dodaĺ, Ũe Ŭ-amylaza obecna jest takŨe w 

kom·rkach jelita cienkiego, gruczoğach mlecznych, a nawet jajnikach i jŃdrach. 

Pomimo duŨego podobieŒstwa strukturalnego, amylazy Ŝlinowa i trzustkowa r·ŨniŃ siň sekwencjŃ 

aminokwasowŃ, czego nastňpstwem sŃ odmienne wğaŜciwoŜci fizyczne (m.in. inna wartoŜĺ punktu 

izoelektrycznego oraz inna ruchliwoŜĺ elektroforetyczna) i chemiczne (inne powinowactwo 

wzglňdem skrobi r·Ũnego pochodzenia). Dodatkowo, wŜr·d obu izoenzym·w wyr·Ũniĺ moŨna r·Ũne 

izoformy bňdŃce produktami tego samego genu, lecz wykazujŃce odmiennŃ budowň na skutek 

modyfikacji posttranslacyjnych lub alternatywnego splicingu. 
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Ŭ-Amylaza bierze udziağ w pierwszym etapie trawienia skrobi. Jej rolŃ jest hydroliza wiŃzaŒ                 

Ŭ-1,4-glikozydowych ğŃczŃcych czŃsteczki D-glukozy wewnŃtrz ğaŒcucha amylozy i amylopektyny. 

Enzymatyczna hydroliza polisacharyd·w zachodzi stopniowo. W pierwszym etapie powstajŃ 

dekstryny o dğuŨszych ğaŒcuchach (amylodekstryny, erytrodekstryny i achrodekstryny), kt·re w 

kolejnym etapie ulegajŃ rozkğadowi do maltotriozy, maltozy oraz pewnej iloŜci Ŭ-D-glukozy. 

Ŭ-Amylaza trzustkowa jest uznawana za swoisty marker zapalenia trzustki lub innych chorób tego 

narzŃdu. DuŨy wzrost aktywnoŜci Ŭ-amylazy w osoczu, przekraczajŃcy dziesiňciokrotnoŜĺ wartoŜci 

referencyjnej, moŨe Ŝwiadczyĺ o ostrym zapaleniu trzustki. NiŨsze wzrosty mogŃ wskazywaĺ na 

zapalenie Ŝlinianek oraz choroby ukğadu pokarmowego i nerek. Poziom amylazy moŨna r·wnieŨ 

oznaczaĺ w moczu oraz w kale.  

Pozostağymi ludzkimi enzymami trawiennymi zaangaŨowanymi w proces hydrolizy cukr·w sŃ m.in.:  

Á Maltaza (Ŭ-glukozydaza, EC 3.2.1.20), dla kt·rej gğ·wnym substratem jest disacharyd maltoza. 

Enzym ten powoduje hydrolityczne rozszczepienie wiŃzania Ŭ-1,4-glikozydowego w maltozie 

czego nastňpstwem jest uwolnienie dw·ch czŃsteczek D-glukozy.  

Á Kompleks enzymatyczny sacharaza-izomaltaza obecny w bğonie Ŝluzowej jelita cienkiego, 

hydrolizujŃcy sacharozň do glukozy i fruktozy oraz wiŃzania Ŭ-1,6-glikozydowe w amylopektynie 

i glikogenie.  

Á Laktaza (ɓ-glikozydaza, EC 3.2.1.108) katalizujŃca w jelicie cienkim hydrolityczny rozpad 

laktozy (disacharydu obecnego w mleku ssaków) do galaktozy i glukozy. U osób z brakiem lub 

niedoborem laktazy, jak r·wnieŨ u os·b, u kt·rych laktaza wystňpuje lecz wykazuje obniŨonŃ 

aktywnoŜĺ, po spoŨyciu produkt·w mlecznych mogŃ wystŃpiĺ objawy nietolerancji laktozy (m.in. 

biegunka, wzdňcia, kolki, nudnoŜci). Niezhydrolizowany disacharyd nie jest wchğaniany do 

krwiobiegu i pozostaje w Ŝwietle przewodu pokarmowego, gdzie ulega fermentacji 

przeprowadzanej przez bakterie. Produktami fermentacji sŃ gazy (m.in. wod·r, metan, dwutlenek 

wňgla) oraz kwasy organiczne (m.in. mlekowy, octowy, propionowy, masğowy).  

Niekt·re enzymy katalizujŃce hydrolizň cukr·w sŃ wykorzystywane jako enzymy przemysğowe. 

WystňpujŃca naturalnie w ziarnach zb·Ũ (pszenicy, jňczmienia) Ŭ-amylaza wykorzystywana jest 

m.in. w piekarnictwie i piwowarstwie. Dodana do ciasta chlebowego powoduje rozkğad skrobi do 

dekstryn i dwucukrów wykorzystywanych przez droŨdŨe. Skutkiem jej dziağania jest wiňksza 

porowatoŜĺ miňkiszu ciasta, uzyskanie odpowiedniego zbrŃzowienia sk·rki chleba, zwiňkszona 

objňtoŜĺ pieczywa i spowolnienie proces·w czerstwienia.  

Jednym z komercyjnie dostňpnych preparat·w enzymatycznych jest Termamyl (producent 

Novozymes, Dania). Jest to stabilna termicznie Ŭ-amylaza produkowana przez genetycznie 

zmodyfikowany szczep bakterii Bacillus licheniformis. Jest ona wykorzystywana w procesie 

upğynniania skrobi na skalň przemysğowŃ m.in. podczas produkcji alkoholi oraz syropu glukozowego. 

Enzym ten wymaga obecnoŜci jon·w Ca2+ dla zachowania stabilnoŜci w temperaturze okoğo  

100-105 ÜC, a takŨe zapewnienia pH 5,5-6,5 w celu uzyskania optymalnej aktywnoŜci.  

Innym enzymem przemysğowym jest ɓ-amylaza (EC 3.2.1.2), wykorzystywana m.in. do wytwarzania 

syropu sğodowego. ɓ-Amylaza to egzoglukozydaza odszczepiajŃca maltozň od nieredukujŃcego 

koŒca ğaŒcucha skrobi. Enzym ten wystňpuje w bakteriach, grzybach i roŜlinach. NaleŨy podkreŜliĺ, 

Ũe produkt dziağania tego enzymu posiada zmienionŃ konfiguracjň anomerycznego atomu wňgla z Ŭ 

na ɓ. 

KolejnŃ grupŃ enzym·w wykorzystywanych w przemyŜle spoŨywczym sŃ ɔ-amylazy (glukoamylazy, 

EC 3.2.1.3). SŃ to typowe egzoglukozydazy katalizujŃce hydrolizň wiŃzaŒ Ŭ-1,4-glikozydowych 

prowadzŃcŃ do uwolnienia ɓ-D-glukozy z nieredukujŃcego koŒca czŃsteczki skrobi. Enzymy te 

hydrolizujŃ r·wnieŨ wiŃzanie Ŭ-1,6-glikozydowe, lecz z niŨszŃ szybkoŜciŃ.  
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MONITOROWANIE PROCESU HYDROLIZY SKROBI 

Jeden ze sposob·w opiera siň na wykrywaniu amylozy za pomocŃ jodu obecnego np. w pğynie 

Lugola. Jony trijodkowe (I3
-) wnikajŃ do wnňtrza helikalnej struktury amylozy dajŃc 

charakterystyczne granatowe zabarwienie. Wraz z postňpem hydrolizy powstajŃ kr·tsze fragmenty o 

innym, jaŜniejszym zabarwieniu ï amylodekstryny (kolor niebieski), erytrodekstryny (kolor 

czerwony) oraz achrodekstryny (brak zabarwienia). 

Inne metody oparte sŃ na oznaczeniu glukozy powstajŃcej w trakcie procesu hydrolizy. Metoda 

Bernfelda polega na redukcji przez glukozň grupy nitrowej obecnej w pozycji 3 kwasu                         

3,5-dinitrosalicylowego do grupy aminowej. Powstağy kwas 3-amino-5-nitrosalicylowy ma barwň 

pomaraŒczowŃ i silnie absorbuje Ŝwitağo przy dğugoŜci fali w zakresie od 450-540 nm. W metodzie 

Somogyi i Nelsona wykorzystane sŃ wğaŜciwoŜci redukujŃce cukr·w, kt·re w Ŝrodowisku 

zasadowym, w obecnoŜci winianu sodowo-potasowego (odczynnik Somogyi), redukujŃ jony miedzi 

(II) do jon·w miedzi (I) wystňpujŃcych w postaci ceglastego osadu tlenku miedzi Cu2O. Dodanie do 

tlenku miedzi kwasu arsenomolibdenowego (odczynnik Nelsona) powoduje powstanie tlenków 

molibdenu o bğňkitnym zabarwieniu, kt·rego intensywnoŜĺ moŨna zmierzyĺ w zakresie dğugoŜci fali 

od 500-620 nm.  

Odczynniki i sprzňt laboratoryjny 

1. Roztwór podstawowy Ŭ-amylazy gorzelniczej o stňŨeniu 4 mg/4 mL wody (dla jednej pary) 

2. świeŨo sporzŃdzony wodny roztw·r skrobi 

3. 5 mM wodny roztwór jodu w jodku potasu (30 g/L) 

4. 0,5 M roztwór HCl 

5. Bufor McIlvaina pH 3; 5; 7,5 

6. 1% wodny roztwór NaCl 

7. 0,5% wodny roztwór CuSO4 

8. Pipety automatyczne (20-200 ɛL, 100-1000 ɛL) 

9. Probówki szklane, zlewki, cylinder miarowy 

10. Probówki typu Falcon  

11. Czytnik pğytek UV-Vis lub spektrofotometr UV-Vis 

12. Pğytka 96-doğkowa przeŦroczysta lub kuwety polistyrenowe 

 

Wykonanie ĺwiczenia 

 

A. PrzyrzŃdzenie wodnego roztworu skrobi 

 

Do 0,6 g skrobi (w kolbie stoŨkowej) dodaĺ 45 mL gorŃcej wody. Otrzymany roztw·r musi byĺ 

klarowny - jeŜli taki nie jest, naleŨy go dalej ogrzewaĺ w ğaŦni wodnej lub na pğaszczu grzewczym. 

Otrzymany klarowny roztw·r skrobi przechowywaĺ w temperaturze 37 ºC w cieplarce laboratoryjnej 

przez cağy czas trwania ĺwiczenia. 

B. Rozkğad skrobi pod wpğywem Ŭ-amylazy gorzelniczej 

 

Do 14 prob·wek szklanych dodaĺ po 0,15 mL roztworu jodu w jodku potasu oraz po 0,5 mL 0,5 M 

roztworu HCl. Do prob·wki nr 1 dodaĺ 1 mL wody. Do prob·wki nr 2 dodaĺ 1 mL 1% roztworu 

skrobi. Prob·wka nr 2 posğuŨy jako odnoŜnik do obserwacji zabarwiania roztworu skrobi pod 

nieobecnoŜĺ enzymu.  

B1. ROZKĞAD SKROBI W PH 7,5 

Do prob·wki Falcon odmierzyĺ 1 mL roztworu podstawowego Ŭ-amylazy i 9 mL buforu o pH 7,5. 

Pr·b·wkň ogrzewaĺ w temperaturze 37 ÜC przez 10 minut. Nastňpnie dodaĺ 10 mL klarownego 
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roztworu skrobi o temperaturze nieprzekraczajŃcej 37ºC. Natychmiast po tej czynnoŜci prob·wkň 

wytrzŃsnŃĺ oraz pobraĺ 1 mL mieszaniny enzymu oraz skrobi do prob·wki nr 3 zawierajŃcej roztw·r 

jodu w jodku potasu i roztwór HCl. UWAGA ï prob·wkň Falcon z mieszaninŃ enzymu i skrobi w 

buforze trzymaĺ miňdzy pobraniami w temperaturze 37 ºC. Przed kaŨdym pobraniem prob·wkň 

Falcon wytrzŃsnŃĺ. Kolejne porcje mieszaniny enzymu i skrobi (po 1 mL) pobieraĺ po: 2, 4, 12 i 20 

minutach (liczŃc czas od momentu dodania skrobi do enzymu). Obserwowaĺ zmiany barwy 

roztwor·w. Na koniec wykonaĺ pomiary wartoŜci absorbancji za pomocŃ czytnika pğytek lub 

spektrofotometru UV-Vis przy dğugoŜci fali, odpowiednio, 620 nm lub 600 nm. W tym drugim 

przypadku, kuwetň odnoŜnikowŃ wypeğniĺ roztworem z prob·wki nr 1. SporzŃdziĺ wykres 

obrazujŃcy rozkğad skrobi w czasie (min). W przypadku pomiaru na pğytce 96-doğkowej z kaŨdej 

prob·wki przenieŜĺ po 200 ÕL roztworu do trzech studzienek. 

B2. ROZKĞAD SKROBI W PH 5 

Do prob·wki Falcon odmierzyĺ 1 mL roztworu podstawowego Ŭ-amylazy gorzelniczej i 9 mL buforu 

o pH 5. Dalsze czynnoŜci wykonaĺ analogicznie jak w punkcie B1. 

B3. ROZKĞAD SKROBI W PH 3 

Do prob·wki Falcon odmierzyĺ 0,5 mL roztworu podstawowego Ŭ-amylazy gorzelniczej i 4,5 mL 

buforu o pH 3. Pr·b·wkň ogrzewaĺ w temperaturze 37 ÜC przez 10 minut. Nastňpnie dodaĺ 5 mL 

klarownego roztworu skrobi. Natychmiast po tej czynnoŜci, pobraĺ 1 mL mieszaniny enzymu i skrobi 

i dodaĺ do prob·wki nr 13 zawierajŃcej roztw·r jodu w jodku potasu oraz roztw·r HCl. KolejnŃ 

porcjň mieszaniny enzymu i skrobi (1 mL) pobraĺ do probówki nr 14 dopiero po 20 minutach. 

Pomiary absorbcji wykonaĺ jak opisano w punkcie B1. 

C. Badanie aktywnoŜci Ŭ-amylazy slinowej 

 

Przed pobraniem Ŝliny przepğukaĺ usta ciepğŃ wodŃ. Nastňpnie pobraĺ do ust 30 mL wody i pğukaĺ 

przez 20 sekund. Wodň zmieszanŃ ze ŜlinŃ wypluĺ do zlewki i nastňpnie przenieŜĺ po 10 mL do 

trzech probówek Falcon. Do 12 prob·wek szklanych dodaĺ po 0,15 mL roztworu jodu w jodku potasu 

oraz po 0,5 mL 0,5 M roztworu HCl.  

C1. ROZKĞAD SKROBI POD WPĞYWEM Ŭ-AMYLAZY śLINOWEJ 

Do pierwszej pr·b·wki Falcon z 10 mL wody zmieszanej ze ŜlinŃ dodaĺ 10 mL wody. Probówkň 

ogrzewaĺ w 37 ÜC przez 10 minut. Po upğywie tego czasu, dodaĺ 5 mL roztworu skrobi. Zaraz po tej 

czynnoŜci, pobraĺ 1 mL mieszaniny enzymu i skrobi i dodaĺ do prob·wki nr 1 z roztworem jodu w 

jodku potasu i roztworem HCl. Kolejne porcje pobieraĺ po 2, 5 i 10 minutach. Obserwowaĺ zmiany 

barwy roztwor·w oraz wykonaĺ pomiary wartoŜci absorbancji. SporzŃdziĺ wykres obrazujŃcy 

rozkğad skrobi w czasie (min). 

C2. WPĞYW JONčW NA AKTYWNOśĹ Ŭ-AMYLAZY śLINOWEJ 

Do drugiej pr·b·wki Falcon z 10 mL wody zmieszanej ze ŜlinŃ dodaĺ 10 mL 1% wodnego roztworu 

NaCl. Probówkň ogrzewaĺ w 37 ÜC przez 10 minut. Po upğywie tego czasu, dodaĺ 5 mL roztworu 

skrobi. Zaraz po dodaniu, pobraĺ 1 mL mieszaniny enzymu i skrobi i dodaĺ do prob·wki nr 1 z 

roztworem jodu w jodku potasu i roztworem HCl. Kolejne porcje pobieraĺ po 2, 5 i 10 minutach. 

Obserwowaĺ zmiany barwy roztwor·w oraz wykonaĺ pomiary wartoŜci absorbancji. SporzŃdziĺ 

wykres obrazujŃcy rozkğad skrobi w czasie (min). 

Do trzeciej pr·b·wki Falcon z 10 mL wody zmieszanej ze ŜlinŃ dodaĺ 10 mL 0,5% wodnego roztworu 

CuSO4. DalszŃ czňŜĺ wykonaĺ jak opisano powyŨej.  
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W sprawozdaniu naleŨy sporzŃdziĺ wykresy obrazujŃce przebieg procesu hydrolizy skrobi przez 

amylazň gorzelniczŃ w zaleŨnoŜci od pH, przebieg hydrolizy skrobi katalizowanej przez amylazň 

ŜlinowŃ oraz wpğyw kation·w na jej aktywnoŜĺ.  

Zakres materiağu 

wzory chemiczne w projekcji Fischera oraz symbole aminokwas·w biağkowych, budowa biağek 

(struktury 1-, 2-, 3- i 4-rzňdowe), wystňpowanie, budowa i funkcje amylaz, etapy trawienia cukrów 

w organizmie, przykğadowe zastosowanie amylaz w przemyŜle, enzymy wytwarzane i wydzielane 

przez trzustkň, co oznaczajŃ terminy izoenzym, epimer, anomer, endoglukozydazy, 

egzoglukozydazy, budowa i rola skrobi, czym sŃ dekstryny, struktury chemiczne sacharozy, maltozy, 

laktozy, glukozy i fruktozy w projekcja Hawortha, sposoby monitorowania procesu hydrolizy skrobi, 

wpğyw pH i temperatury na aktywnoŜĺ enzym·w, 

Literatura uzupeğniajŃca 

1. Whitehurst RJ, Van Oort M, Enzymy w technologii spoŨywczej, Wydawnictwo Naukowe PWN, 

Warszawa 2016. 

2. Berg MJ, Tymoczko LJ, Stryer L, Biochemia, Wydanie V, Wydawnictwo Naukowe PWN, 

Warszawa 2019. 

3. BaŒkowski E, Biochemia. Podrňcznik dla student·w uczelni medycznych, Wydanie III, Edra 

Urban&Partner, Wrocğaw 2016. 

4. Szutowicz A, Raszeja-Specht A, Diagnostyka laboratoryjna Tom I, GdaŒski Uniwersytet 

Medyczny, GdaŒsk 2009. 

5. McMurry J, Chemia organiczna. Tom 5, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa, 2022. 
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18. Hydroliza lipid·w za pomocŃ lipazy trzustkowej 

 

Wprowadzenie 

Lipazy to enzymy z klasy hydrolaz (EC 3), podklasy esteraz (EC 3.1), katalizujŃce w warunkach 

wodnych hydrolizň wiŃzaŒ estrowych ğŃczŃcych kwasy tğuszczowe z alkoholami (EC 3.1.1). Lipazy 

triacyloglicerolowe przeksztağcajŃ nierozpuszczalne w Ŝrodowisku polarnym triacyloglicerole (TAG) 

w produkty o wyŨszej rozpuszczalnoŜci: kwasy tğuszczowe, glicerol, di- (DAG) i monoacyloglicerole 

(MAG). NajwyŨszŃ aktywnoŜĺ lipazy wykazujŃ na granicy dw·ch faz: wodnej, w kt·rej sŃ bardzo 

dobrze rozpuszczalne oraz lipidowej, w kt·rej znajdujŃ siň ich substraty. 

Lipazy wystňpujŃ powszechnie w przyrodzie. Wytwarzane sŃ przez zwierzňta, roŜliny, grzyby oraz 

bakterie. Lipazy to hydrolazy serynowe, zawierajŃce w swoim miejscu aktywnym trzy reszty 

aminokwasowe stanowiŃce triadň katalitycznŃ, Ser-Asp/Glu-His, w czym przypominajŃ proteazy 

serynowe. W Ŝrodowisku wodnym dostňp do miejsca aktywnego lipaz jest zablokowany                         

Ŭ-helikalnym fragmentem zğoŨonym z 26 reszt aminokwasowych, zwanym wieczkiem lub pokrywkŃ. 

Na granicy faz olej/woda dochodzi do zmiany konformacji lipazy, czego skutkiem jest aktywacja 

enzymu. Wspomniana pokrywka zostaje odsuniňta umoŨliwiajŃc dostňp substratowi do centrum 

aktywnego (centrum katalitycznego) enzymu. 

AktywnoŜĺ lipazy trzustkowej (EC 3.1.1.3) okreŜla siň na podstawie iloŜci uwolnionych kwas·w 

tğuszczowych w czasie dziağania enzymu. IloŜĺ kwas·w tğuszczowych oznacza siň poprzez 

miareczkowanie mianowanym roztworem wodorotlenku sodu lub potasu wobec fenoloftaleiny. 

Lipaza trzustkowa naleŨy do duŨej grupy lipaz 1,3-regiospecyficznych, czyli takich, kt·re hydrolizujŃ 

wiŃzania estrowe przy zewnňtrznych atomach wňgla sn-1 i sn-3 triacyloglicerolu (rysunek 1). Istnieje 

niewiele lipaz aktywnych wobec pozycji sn-2. Niekt·re lipazy dziağajŃ w spos·b nieselektywny, 

dokonujŃc cağkowitej hydrolizy acylogliceroli. Lipazy acylospecyficzne mogŃ rozr·Ũniaĺ okreŜlony 

typ kwasu tğuszczowego lub jego dğugoŜĺ. Przykğadowo, lipaza z Geotrichum candidum jest wysoce 

specyficzna wobec cis-nienasyconych kwas·w tğuszczowych zawierajŃcych podw·jne wiŃzanie w 

pozycji 9 lub 9 i 12 np. kwasu oleinowego (18:1 ȹ9), linolowego (18:2 ȹ9,12), linolenowego (18:3 

ȹ9,12,15). 

 

Rysunek 1. Por·wnanie proces·w hydrolizy katalizowanych przez lipazň 1,3-regiospecyficznŃ oraz lipazň 

niespecyficznŃ. R-COOH ï kwas tğuszczowy. 

Lipazy, zwğaszcza pochodzŃce z mikroorganizm·w, posiadajŃ olbrzymi potencjağ przemysğowy. 

Enzymy te stosuje siň nie tylko w celu hydrolitycznego rozszczepienia wiŃzaŒ estrowych w 

tğuszczach, ale takŨe do tworzenia takich wiŃzaŒ w warunkach bezwodnych (rysunek 2). W ostatnich 

latach, wraz z rozwojem biotechnologii oraz inŨynierii genetycznej, odnotowano istotny wzrost 
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zainteresowania lipazami w takich dziedzinach jak: przetwarzanie tğuszcz·w i olejów, przemysğ 

spoŨywczy, farmaceutyczny, kosmetyczny i celulozowo-papierniczy. W porównaniu z klasycznymi 

procesami chemicznymi, enzymy umoŨliwiajŃ przeprowadzenie reakcji w ğagodniejszych 

warunkach, zwiňkszajŃ energooszczňdnoŜĺ i zmniejszajŃ negatywny wpğyw na Ŝrodowisko (sŃ 

biodegradowalne, powodujŃ powstawanie mniejszej liczby produkt·w ubocznych), umoŨliwiajŃ 

przeprowadzenie reakcji regio- i stereoselektywnych. 

Á Estryfikacja 

 

Á Transestryfikacja 

 

Á Acydoliza 

 

Rysunek 2. Wybrane reakcje katalizowane przez lipazy w warunkach bezwodnych. R1, R2 ï ğaŒcuchy alifatyczne kwas·w 

tğuszczowych. 

Lipazy umoŨliwiajŃ modyfikowanie struktury chemicznej TAG poprzez zmianň poğoŨenia 

ğaŒcuch·w kwas·w tğuszczowych lub wymianň jednego kwasu na inny. W ten spos·b otrzymywane 

sŃ syntetycznie strukturyzowane triacyloglicerole (sTAG). SŃ to zwiŃzki chemiczne o 

zmodyfikowanych - w stosunku do naturalnych triacylogliceroli - wğaŜciwoŜciach Ũywieniowych i 

fizykochemicznych, charakteryzujŃce siň ŜciŜle zdefiniowanŃ budowŃ chemicznŃ i stereochemicznŃ. 

Powody otrzymywania sTAG: 

Á prozdrowotne, majŃce na celu zmniejszenie udziağu nasyconych kwas·w tğuszczowych oraz 
izomerów trans na rzecz niezbňdnych nienasyconych kwasów tğuszczowych np. kwasów 

polienowych z rodziny n-3 (ɤ-3), n-6 (ɤ-6) 

Á zmniejszenie kalorycznoŜci tğuszcz·w, poprawa ich walor·w smakowych i zapachowych 

Á poprawa stabilnoŜci oksydacyjnej tğuszcz·w i olej·w, modyfikacja ich temperatury krzepniňcia i 

topnienia 

Á otrzymanie substytut·w Ũywieniowych, np. substytutu masğa kakaowego, tğuszczu mleka 
kobiecego. 
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Lipazy stosowane sŃ jako dodatki do Ŝrodk·w czystoŜci, w kt·rych odpowiadajŃ za usuwanie 

tğustych, oleistych plam. Cechuje je niska specyficznoŜĺ dziağania, odpornoŜĺ na podwyŨszone 

temperatury (30-60 °C) i alkaliczne pH (10-11) oraz dziağanie surfaktantów i obecnoŜĺ innych 

enzymów (np. proteaz). W przemyŜle spoŨywczym dodatek lipaz do ciasta chlebowego z mŃki 

pszennej wpğywa na poprawň miňkkoŜci chleba, zwiňksza jego objňtoŜĺ i spowalnia proces 

twardnienia. Lipazy przyspieszajŃ dojrzewanie sera oraz uwalniajŃ kwasy tğuszczowe nadajŃce serom 

okreŜlony aromat i smak. W przemyŜle kosmetycznym lipazy wykorzystuje siň m.in. do 

otrzymywania skğadnik·w emolientów, takich jak mirystynian i palmitynian izopropylu oraz 

palmitynian 2-etyloheksylu. 

IMMOBILIZACJA LIPAZ  

Lipazy stosowane sŃ w postaci rozpuszczalnej lub unieruchomionej (immobilizowanej) na 

powierzchni noŜnik·w (rysunek 3). Jednym ze sposobów immobilizacji lipaz jest adsorpcja na 

powierzchniach nierozpuszczalnych w Ŝrodowisku reakcji, gğ·wnie hydrofobowych noŜnik·w 

(metoda fizyczna). Powszechnie stosowanymi noŜnikami sŃ syntetyczne Ũywice polimerowe - 

polistyrenowe, polipropylenowe lub akrylowe. Inne noŜniki wykorzystywane do immobilizacji to 

celuloza, antracyt, szkğo porowate, ziemia okrzemkowa, tlenki metali, jonity. 

 

Rysunek 3. Sposoby immobilizacji enzymów. 

Inny spos·b immobilizacji polega na zwiŃzaniu kowalencyjnym obecnych w enzymie wolnych grup 

aminowych lizyny, fenolowych tyrozyny lub tiolowych cysteiny z grupami funkcyjnymi noŜnika 

(metoda chemiczna). ObecnoŜĺ grup funkcyjnych na noŜniku wynika albo z jego budowy, albo z 

odpowiedniej modyfikacji jego struktury. 

Sieciowanie to kowalencyjne ğŃczenie ze sobŃ wielu czŃsteczek enzymu za pomocŃ dwu- lub 

wielofunkcyjnych czynnik·w sieciujŃcych, spoŜr·d kt·rych najczňŜciej stosowanym jest aldehyd 

glutarowy. 

Puğapkowanie enzym·w zachodzi wewnŃtrz struktur syntetycznych i naturalnych polimer·w, takich 

jak: alginiany, kolagen, polistyren, poliakrylamid. 
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Kapsuğkowanie polega na zamkniňciu enzym·w wewnŃtrz p·ğprzepuszczalnych membran 

polimerowych, kt·re umoŨliwiajŃ przenikanie substratom i produktom, ale nie enzymom. Membrany 

najczňŜciej wytwarzane sŃ na bazie poliuretan·w, poliamidu, nylonu, azotanu lub octanu celulozy. 

WŜr·d zalet procesu immobilizacji wymieniĺ moŨna wzrost aktywnoŜci enzymu oraz pozytywny 

wpğyw na jego stabilnoŜĺ termicznŃ i odpornoŜĺ wobec rozpuszczalnik·w organicznych. W 

przypadku proces·w technologicznych, immobilizacja enzymu umoŨliwia jego wielokrotne uŨycie 

przy jednoczesnym zachowaniu jego aktywnoŜci oraz uğatwia wydzielenie enzymu z mieszaniny 

reakcyjnej. Wadami sŃ podwyŨszone koszty zwiŃzane z koniecznoŜciŃ uŨycia noŜnik·w i ğŃcznik·w 

oraz moŨliwoŜĺ utraty aktywnoŜci enzymatycznej podczas procesu immobilizacji. Jednym z bardziej 

znanych preparatów enzymatycznych jest Novozym 435 (obecna nazwa to Sustine® 110 IM) 

wyprodukowany przez Novozymes (Dania). Jest to handlowa nazwa termostabilnej lipazy B Candida 

antarctica (CALB) zaadsorbowanej na makroporowatej Ũywicy poliakrylowej. 

 

Odczynniki i sprzňt laboratoryjny 

1. Roztwór bydlňcej lipazy trzustkowej (mňtna zawiesina) 1g w 50 mL 200 mM buforu fosforanowego 

pH 7,4 (po 50 mL na parň) 

2. Kolby stoŨkowe (50 mL, 100 mL, 250 mL) 

3. Cylinder miarowy 

4. Pipety automatyczne (100-1000 ɛL, 500-5000 ɛL) 

5. Lejek zwykğy oraz sŃczek 

6. Biureta 50 mL 

7. 0,1 M roztwór KOH 

8. 1% roztwór fenoloftaleiny 

9. 200 mM bufor fosforanowy pH 7,4 

10. Metanol 

11. Badany produkt spoŨywczy (produkty o r·Ũnej zawartoŜci tğuszczu) 

 

Wykonanie ĺwiczenia 

Do kolby stoŨkowej o pojemnoŜci 250 mL odmierzyĺ 100 mL badanego produktu spoŨywczego, 

a nastňpnie kolbň umieŜciĺ w temperaturze 37 °C w cieplarce laboratoryjnej na 15 minut. 

Przygotowaĺ szeŜĺ ponumerowanych kolb stoŨkowych o pojemnoŜci 100 mL i do kaŨdej z nich 

odmierzyĺ po 20 mL metanolu oraz po 3 mL buforu fosforanowego. Po upğywie 15 minut od 

rozpoczňcia ogrzewania kolby z badanym produktem spoŨywczym, dodaĺ do niej 30 mL roztworu 

bydlňcej lipazy trzustkowej i dokğadnie wymieszaĺ. Kolbň dalej ogrzewaĺ w 37 °C i co kilka minut 

zamieszaĺ jej zawartoŜĺ. Po upğywie 5 minut od dodania roztworu enzymu pobraĺ 10 mL mieszaniny 

do kolby stoŨkowej nr 1. W analogiczny sposób pobieraĺ kolejne próby w odstňpach czasowych 

podanych w tabeli.  Poszczególne próbki miareczkowaĺ 0,1 M roztworem KOH wobec fenoloftaleiny 

(kilka kropli), do momentu pojawienia siň lekko r·Ũowego zabarwienia. UWAGA ï intensywnoŜĺ 

zabarwienia w kaŨdym przypadku powinna byĺ taka sama. 

WYKONANIE PRÓBY ZEROWEJ 

Kolbň stoŨkowŃ o pojemnoŜci 50 mL,  zawierajŃcŃ 15 mL roztworu bydlňcej lipazy trzustkowej, 

umieŜciĺ na kilkanaŜcie minut we wrzŃcej ğaŦni wodnej w celu inaktywacji enzymu. Po oziňbieniu 

roztworu, wytrŃcony osad odsŃczyĺ. Nastňpnie do kolby stoŨkowej o pojemnoŜci 100 mL 

odmierzyĺ 10 mL badanego produktu spoŨywczego, 3 mL przesŃczu z ogrzewanego wyciŃgu 

enzymatycznego oraz 20 mL metanolu. Pr·bň miareczkowaĺ 0,1 M roztworem KOH wobec 

fenoloftaleiny. Wyniki zebraĺ i przedstawiĺ w sprawozdaniu w postaci tabel i wykresów. 
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Nr próby Czas [min]  
ObjňtoŜĺ 0,1 M KOH  zuŨytego do 

miareczkowania próby [mL]  

Próba zerowa -  

1 5  

2 15  

3 30  

4 45  

5 60  

6 75  

 

Obliczyĺ mikroekwiwalenty uwolnionych kwas·w tğuszczowych korzystajŃc z równania: 

 

gdzie: 

A ï iloŜĺ mL 0,1 M KOH zuŨyta do miareczkowania produktu spoŨywczego 

B ï iloŜĺ mL 0,1 M KOH zuŨyta do miareczkowania pr·by zerowej 

C ï stňŨenie molowe KOH uŨytego do miareczkowania 

D ï iloŜĺ mL badanego produktu spoŨywczego w pr·bie poddanej miareczkowaniu (7,7 mL) 

 

Wyniki umieŜciĺ w tabeli: 

Nr próby Czas [min]  
Mikroekwiwalenty  kwasów 

tğuszczowych 

Próba zerowa -  

1 5  

2 15  

3 30  

4 45  

5 60  

6 75  

 

SporzŃdziĺ wykres obrazujŃcy zmianň liczby mikroekwiwalentów kwas·w tğuszczowych w czasie 

(min) hydrolizy katalizowanej przez lipazň. W sprawozdaniu umieŜciĺ wyniki otrzymane dla 

wszystkich badanych w trakcie zajňĺ produkt·w spoŨywczych. Por·wnaĺ iloŜci kwas·w 

tğuszczowych w badanych produktach. WyjaŜniĺ ewentualne zmiany szybkoŜci hydrolizy w czasie. 

Zakres materiağu 

Rozszerzony opis lipidów znajduje siň we wstňpie do ĺwiczenia: Wyodrňbnianie i identyfikacja 

fosfolipidów z mózgu. Biologiczne funkcje lipidów, podziağ lipid·w, budowa tri-, di- i 

monoacylogliceroli, kwasy tğuszczowe nasycone (palmitynowy i stearynowy) i nienasycone 

(oleinowy, linolowy, linolenowy), zasady nazewnictwa kwas·w tğuszczowych (np. 18:2 ȹ9,12, 

kwasy ɤ), modele opisujŃce odziağywanie enzymu z substratem - model Ăklucza i zamkaò, model 

indukowanego dopasowania, substrato-, regio- i acylospecyficznoŜĺ lipaz, stereospecyficzoŜĺ 

enzymów, reakcje lipaz w warunkach bezwodnych, sposoby immobilizacji enzymów. 

Literatura uzupeğniajŃca 

1. Whitehurst RJ, Van Oort M, Enzymy w technologii spoŨywczej, Wydawnictwo Naukowe PWN, 
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19. Badanie kinetyki enzymów 

 

Wprowadzenie 

SzybkoŜĺ reakcji katalizowanej enzymatycznie, wyraŨana jako liczba moli substratu przetworzonego 

w produkt przez dany enzym w jednostce czasu, zmienia siň wraz ze wzrostem stňŨenia substratu w 

sposób pokazany na rysunku 1. 

 

Rysunek 1. Hiperboliczna zaleŨnoŜĺ szybkoŜci poczŃtkowej reakcji enzymatycznej (V0) w funkcji stňŨenia substratu. 

PoczŃtkowy wzrost szybkoŜci V0 reakcji ma charakter liniowy i jest proporcjonalny do wzrostu 

stňŨenia substratu (jest to reakcja I-rzňdu). Dalszy wzrost V0 jest hiperboliczny. WartoŜĺ V0 wzrasta 

asymptotycznie do wartoŜci VMAX, czyli maksymalnej szybkoŜci reakcji osiŃgniňtej przy wysokich 

stňŨeniach substratu, kiedy nastňpuje cağkowite wysycenie enzymu substratem. Dalsze zwiňkszanie 

stňŨenia substratu nie wpğywa na wzrost szybkoŜci reakcji (wówczas jest to reakcja zerowego rzňdu). 

Najprostszy model tğumaczŃcy kinetykň wielu reakcji monosubstratowych katalizowanych przez 

enzymy zaproponowany zostağ w 1913 roku przez L. Michaelisa i M. Menten, jako efekt badaŒ nad 

inwertazŃ droŨdŨowŃ (enzym) i sacharozŃ (substrat). 

 

Enzym (E) ğŃczy siň z substratem (S) tworzŃc kompleks (ES) ze stağŃ szybkoŜci k1. IstniejŃ dwie 

moŨliwe drogi rozpadu kompleksu (ES). MoŨe on ulegaĺ rozpadowi do (E) i (S) ze stağŃ szybkoŜci 

k-1 lub moŨe siň przeksztağciĺ w produkt (P) ze stağŃ szybkoŜci k2. W warunkach poczŃtkowych 

reakcji, gdy stňŨenie powstajŃcego produktu jest niewielkie, odtworzenie kompleksu (ES) z produktu 

jest pomijane i reakcjň przeksztağcenia substratu w produkt traktuje siň jako nieodwracalnŃ. Jest to 

jedno z gğ·wnych zağoŨeŒ modelu Michaelisa-Menten. 

W warunkach poczŃtkowych reakcji, w czasie bliskim zero, szybkoŜĺ narastania stňŨenia produktu 

definiujemy jako szybkoŜĺ poczŃtkowŃ reakcji V0. W praktyce laboratoryjnej szybkoŜĺ poczŃtkowŃ 

reakcji V0 wyznacza siň zwykle w czasie, w kt·rym nie wiňcej niŨ 5ï10% uŨywanego substratu ulegğo 

przeksztağceniu w produkt. 

SzybkoŜĺ reakcji enzymatycznej (szybkoŜĺ katalizy) jest r·wna iloczynowi stňŨenia kompleksu (ES) 

i stağej szybkoŜci k2: 

V0 = k2 × [ES]   (2) 
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Wyznaczenie stňŨenia kompleksu (ES) jest jednak bardzo trudne, a w wiňkszoŜci przypadk·w 

niemoŨliwe. StŃd teŨ naleŨy tň wartoŜĺ zastŃpiĺ innymi, mierzalnymi w warunkach laboratoryjnych 

wartoŜciami. 

Briggs i Halden w 1925 roku zağoŨyli wystňpowanie w trakcie reakcji katalizowanej enzymatycznie 

tzw. stanu stacjonarnego (stanu ustalonego, ang. steady-state). Jest to taki etap reakcji, w którym 

stňŨenie kompleksu (ES) jest stağe, czyli szybkoŜĺ powstawania kompleksu (ES) r·wna siň sumie 

szybkoŜci jego rozpadu w kierunku produktu (P) oraz substratu (S). 

R·wnanie kinetyczne opisujŃce szybkoŜĺ powstawania kompleksu (ES): 

V0 = k1 × [E] × [S]  (3) 

R·wnanie kinetyczne opisujŃce szybkoŜĺ rozpadu kompleksu (ES): 

V0 = k-1×[ES] + k2×[ES] = (k-1+k2) × [ES]  (4) 

W stanie stacjonarnym (ustalonym): 

k1 × [E] × [S] = (k-1+k2) × [ES]  (5) 

W praktyce laboratoryjnej stağe stňŨenie kompleksu (ES) osiŃga siň stosujŃc duŨe nadmiary substratu 

(stňŨenie zwykle na poziomie ɛM) wzglňdem stňŨenia enzymu (nM). Sytuacja, w kt·rej stňŨenie 

substratu jest znacznie wyŨsze niŨ stňŨenie enzymu ([S]>>[E]) jest jednym z zağoŨeŒ modelu 

Michaelisa-Menten. Stan stacjonarny jest dobrze utrzymany w poczŃtkowym okresie reakcji.  

Przeksztağcenie r·wnania (5) pozwala na zdefiniowanie stağej Michaelisa (KM) 

 

czyli 

 

WartoŜĺ liczbowa stağej Michaelisa (KM) odpowiada takiemu stňŨeniu substratu [S], przy którym 

szybkoŜĺ reakcji V0 jest r·wna poğowie szybkoŜci maksymalnej, V0 = ½ VMAX. WartoŜĺ stağej 

Michaelisa KM podawana jest w takich samych jednostkach jak stňŨenie substratu. 

StňŨenie enzymu [E] w powyŨszym wzorze jest stňŨeniem enzymu wolnego, niezwiŃzanego w 

kompleksie (ES). R·wne jest ono cağkowitemu (poczŃtkowemu) stňŨeniu enzymu (Ec) 

pomniejszonemu o iloŜĺ enzymu zwiŃzanego w kompleksie (ES): 

 

StňŨenie substratu [S] we wzorze (7) r·wnieŨ oznacza stňŨenie substratu wolnego, niezwiŃzanego w 

kompleksie (ES). ZwaŨywszy jednak na fakt, iŨ uŨywane do badaŒ stňŨenie substratu jest bardzo 

wysokie, moŨemy pominŃĺ niewielkŃ jego czňŜĺ, kt·ra zwiŃzağa siň w poczŃtkowej fazie reakcji z 

enzymem i wystňpuje w postaci kompleksu (ES). 

W·wczas r·wnanie (7) ma postaĺ: 
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Jak zostağo wspomniane na poczŃtku, szybkoŜĺ reakcji enzymatycznej wyraŨa siň za pomocŃ 

równania 2: 

V0 = k2×[ES]  (2) 

PrzeksztağcajŃc r·wnanie (9) i podstawiajŃc do r·wnania (2) otrzymujemy: 

 

MaksymalnŃ szybkoŜĺ reakcji VMAX  uzyskuje siň wtedy, kiedy wszystkie miejsca aktywne enzymu 

sŃ wysycone przez bňdŃcy w duŨym nadmiarze substrat. Kiedy stňŨenie [S]>>KM, to [S]/([S]+KM) z 

r·wnania (10) jest bliskie 1. StŃd: 

VMAX  = k2×EC   (11) 

Z powyŨszego r·wnania wynika, Ũe VMAX  zaleŨy od cağkowitego stňŨenia enzymu [Ec]. 

W wyniku podstawienia równania (11) do równania (10) otrzymujemy równanie Michaelisa-

Menten: 

 

RozwiŃzaniem r·wnania (12) jest wykres Michaelisa-Menten przedstawiony na rysunku 1. Warto 

zwr·ciĺ uwagň, Ũe niska wartoŜĺ KM oznacza, Ũe enzym potrzebuje mağej iloŜci substratu aby 

osiŃgnŃĺ poğowň swej VMAX, czyli maksymalnej wydajnoŜci katalitycznej. 

Z hiperbolicznego wykresu Michaelisa-Menten nie moŨna dokğadnie wyznaczyĺ parametr·w 

kinetycznych (VMAX , KM). Dlatego wykres ten przeksztağca siň w postaĺ liniowŃ (rysunek 2). Jednym 

ze sposobów jest skorzystanie z przeksztağcenia Lineweavera-Burka (13), którego wynikiem jest linia 

prosta opisana równaniem: 

 

R·wnanie to powstaje w wyniku przeksztağcenia r·wnania (12). 

 

Rysunek 2. Wykres liniowy Lineweavera-Burka. 
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Przeksztağcenie to ma na celu uzyskanie r·wnania o og·lnej postaci linii prostej (y = ax + b). WartoŜĺ 

KM/VMAX  (wsp·ğczynnik regresji a) i 1/VMAX  (wsp·ğczynnik b) sŃ wielkoŜciami stağymi, stŃd 

zaleŨnoŜĺ 1/V (y) od 1/[S] (x) jest liniŃ prostŃ przecinajŃcŃ oŜ y (czyli 1/V) w punkcie wyznaczajŃcym 

1/VMAX . 

Stağa k2 w równaniu (11) zdefiniowana jest jako stağa katalityczna kcat, wiňc: 

VMAX  = kcat ×EC  

WartoŜĺ kcat, okreŜlana jako liczba obrotów enzymu (ang. turnover number of an enzyme), oznacza 

maksymalnŃ liczbň czŃsteczek substratu, kt·re mogŃ byĺ przeksztağcone w produkt przez jednŃ 

czŃsteczkň enzymu (jej jedno miejsce aktywne), w danym czasie. WartoŜĺ 1/kcat oznacza czas jaki 

potrzeba na przemianň w produkt jednej czŃsteczki substratu. 

Stosunek kcat/KM nazywany jest stağŃ specyficznoŜci (ang. specificity constant). Jest to przydatny 

parametr sğuŨŃcy do por·wnywania wydajnoŜci katalitycznej r·Ũnych enzym·w. 

Celem ĺwiczenia jest wyznaczenie parametrów kinetycznych (VMAX , KM, kcat = VMAX /EC, kcat/KM) w 

ukğadzie trypsyna ï substrat. Stosowana w doŜwiadczeniu metoda polega na spektrofotometrycznym 

pomiarze szybkoŜci hydrolizy substratu chromogenicznego (p-nitroanilidu benzoilo-D,L-argininy, 

BAPNA) przez trypsynň (enzym), kt·rej miarŃ jest przyrost absorbcji promieniowania przez 

uwalniany produkt (p-nitroanilinň) w czasie. 

Struktura chemiczna p-nitroanilidu benzoilo-D,L-argininy (BAPNA): 

 

 

 

Odczynniki i sprzňt laboratoryjny 

1. Spektrofotometr UV-Vis  

2. Kuwety plastikowe  

3. Roztw·r podstawowy bydlňcej ɓ-trypsyny (7 mg w 1 mL 1 mM HCl z dodatkiem 20 mM CaCl2, 

pH 3) 

4. Roztwór substratu chromogenicznego (p-nitroanilid benzoilo-D,L-argininy, BAPNA) o stňŨeniu 

5 mg/mL DMSO (200 ɛL na parň) 

5. Bufor weronalowy o stňŨeniu 40 mM z dodatkiem 20 mM CaCl2 (pH 8,3) 

6. Roztwór NPGB (p-guanidynobenzoesan pô-nitrofenylu) (0,8 mg rozpuszczone w mieszaninie 

zğoŨonej z 100 ɛL dimetyloformamidu i 400 ɛL acetonitrylu) 

7. Bufor 50 mM Tris/HCl zawierajŃcy 20 mM CaCl2, pH 8,3 

8. Pipety miarowe automatyczne (2-20 ɛL, 20-200 ɛL, 100-1000 ɛL i 500-5000 ɛL) 
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Wykonanie ĺwiczenia 

A. Wyznaczenie stňŨenia aktywnej formy enzymu (stňŨenia roztworu podstawowego 

trypsyny) 

 

Wyznaczanie stňŨenia roztworu podstawowego bydlňcej ɓ-trypsyny przeprowadza siň poprzez 

miareczkowanie centrum aktywnego enzymu za pomocŃ tzw. substratu wybuchowego (ang. burst 

kinetics substrate), jakim jest p-guanidynobenzoesan pô-nitrofenylu (NPGB). Wprowadzenie 

trypsyny do buforu zawierajŃcego NPGB powoduje gwağtowny przyrost wartoŜci absorbancji (tzw. 

Ăwybuch barwyò). Podczas reakcji hydrolizy katalizowanej przez bydlňcŃ ɓ-trypsynň, uwolniony 

zostaje produkt p-nitrofenol (barwa Ũ·ğta), kt·ry absorbuje promieniowanie o dğugoŜci fali ɚ = 410 

nm. Zarejestrowana wartoŜĺ absorbancji jest proporcjonalna do stňŨenia aktywnej formy enzymu. 

Dwuetapowy proces hydrolizy (pierwszy etap to acylacja, drugi to deacylacja) wiŃzania estrowego 

w NPGB przebiega nastňpujŃco: 

 

Miareczkowanie roztworu bydlňcej ɓ-trypsyny przeprowadza siň w kuwetach polistyrenowych 

zawierajŃcych 1,5 mL buforu weronalowego. Do kuwety z buforem dodaĺ 20 ÕL roztworu NPGB, 

wymieszaĺ, kuwetň umieŜciĺ w spektrofotometrze i wyzerowaĺ wartoŜĺ absorbancji. Nastňpnie do 

kuwety dodaĺ 50 ÕL roztworu podstawowego trypsyny, wymieszaĺ, kuwetň umieŜciĺ w 

spektrofotometrze i zmierzyĺ wartoŜĺ absorbancji dla p-nitrofenolu przy dğugoŜci fali 410 nm. 

Wykonaĺ 5 takich pomiar·w. Nastňpnie, korzystajŃc z prawa Lamberta-Beera, obliczyĺ stňŨenie 

aktywnej formy trypsyny. Odpowiedni wz·r po uwzglňdnieniu rozcieŒczeŒ przedstawia siň 

nastňpujŃco: 

Ã
Ў!

ρφυωυ

ρυχπ

υπ
 ÍÏÌȾÄÍ  

ȹA ï Ŝrednia wartoŜĺ wyników absorbancji  

WartoŜĺ molowego wsp·ğczynnika absorpcji p-nitrofenolu 16 595 M-1×cm-1. 

 

B. Wyznaczenie stňŨeŒ substratu 

 

Przygotowaĺ 5 kuwet polistyrenowych zawierajŃcych po 1,5 mL 0,1 M buforu Tris/HCl z dodatkiem 

20 mM CaCl2, pH 8,3. Dodaĺ odpowiednio 5 µL, 10 µL, 15 µL, 20 µL i 25 µL roztworu substratu 

BAPNA. Nastňpnie, do kaŨdej kuwety dodaĺ po 20 ÕL 2-krotnie rozcieŒczonego roztworu 

podstawowego trypsyny. Reakcjň hydrolizy prowadziĺ do momentu uzyskania stağej wartoŜci 

absorbancji przy 410 nm. Pomiary absorpcji wykonaĺ na koŒcu ĺwiczeŒ. StňŨenia substratu 
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obliczyĺ zgodnie z prawem absorpcji Lamberta-Beera, stosujŃc molowy wsp·ğczynnik absorpcji dla 

p-nitroaniliny wynoszŃcy 9 800 M-1×cm-1. 

 

C. Procedura wyznaczania parametrów kinetycznych 

 

Do 5 kuwet polistyrenowych zawierajŃcych po 1,5 mL 0,1 M buforu Tris/HCl z dodatkiem 20 mM 

CaCl2, pH 8,3, dodaĺ 5 µL, 10 µL, 15 µL, 20 µL i 25 µL roztworu podstawowego substratu 

chromogenicznego BAPNA. Nastňpnie do pierwszej kuwety dodaĺ 20 ÕL 2-krotnie rozcieŒczonego 

roztworu podstawowego trypsyny. Natychmiast po tej czynnoŜci kuwetň umieŜciĺ w 

spektrofotometrze i zarejestrowaĺ wartoŜci absorbancji w nastňpujŃcych odstňpach czasu: 0 sekund, 

60 sekund, 120 sekund i 180 sekund. OpisanŃ procedurň powt·rzyĺ dla pozostağych czterech kuwet. 

Podczas pomiar·w jako odnoŜnik stosowaĺ kuwetň zawierajŃcŃ 1,5 mL 0,1 M buforu Tris/HCl z 

dodatkiem 20 mM CaCl2, pH 8,3 oraz 20 µL 2-krotnie rozcieŒczonego roztworu podstawowego 

trypsyny. 

Na podstawie zmierzonych wartoŜci absorbancji wyznaczyĺ, w oparciu o równanie regresji liniowej, 

poczŃtkowe szybkoŜĺ hydrolizy substratu V0 (rysunek 3). 

 

Rysunek 3. Przyrost wartoŜci absorbancji w funkcji czasu, wynikajŃcy z hydrolizy substratu BAPNA. 

Otrzymane wartoŜci poczŃtkowych szybkoŜci hydrolizy - wyznaczone przy zmieniajŃcym siň 

stňŨeniu substratu i wyraŨone w jednostkach absorbancji na minutň (A/s) - przeliczyĺ korzystajŃc z 

prawa Lamberta-Beera na wartoŜci poczŃtkowych szybkoŜci hydrolizy V0 wyraŨonych w mol/s. 

Dla wyznaczonych wartoŜci V0 i stňŨeŒ substratu [S] obliczyĺ 1/V0 oraz 1/[S] i wyniki umieŜciĺ w 

tabeli: 

ObjňtoŜĺ substratu [µL] V0 1/V0 (oŜ y) [S] 1/[S] (oŜ x) 

5     

10     

15     

20     

25     

 

Na podstawie danych zawartych w tabeli narysowaĺ wykres Lineweavera-Burka stanowiŃcy 

graficzne rozwiŃzanie r·wnania (13). Wyznaczyĺ r·wnanie regresji liniowej, gdzie a = KM/VMAX ,      

b = 1/VMAX, a nastňpnie obliczyĺ VMAX  i KM. ZnajŃc stňŨenie enzymu uŨytego do pomiaru [EC]  

(uwaga: jest to stňŨenie enzymu w kuwecie pomiarowej, podczas wykonywania pomiar·w w punkcie 

C), obliczyĺ wartoŜĺ kcat = VMAX /EC oraz wartoŜĺ stağej specyficznoŜci kcat/KM. Dla wszystkich 

wartoŜci podaĺ jednostki. 
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Zakres materiağu 

II prawo absorpcji Lamberta-Beera, model, wzór i wykres Michaelisa-Menten, równanie Michaelisa-

Menten wraz z wyprowadzeniem, parametry kinetyczne, ich znaczenie i jednostki (V0, VMAX , kcat, 

KM i kcat/KM), wykres i wzór Lineweavera-Burka, cel stosowania substratów chromogenicznych na 

przykğadzie p-nitroanilidu benzoilio-D,L-argininy oraz p-guanidynobenzoesanu pô-nitrofenylu, 

specyficznoŜĺ substratowa wybranych proteinaz serynowych - trypsyny, chymotrypsyny i elastazy, 

pojňcia: proteazy, proteinazy, endopeptydazy, egzopeptydazy, rodzaje inhibicji odwracalnej ï opis 

znajduje siň we wstňpie do ĺwiczenia: Badanie wpğywu inhibitora na aktywnoŜĺ proteolitycznŃ 

trypsyny 
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20. Oznaczanie zawartoŜci kwaŜnej fosfatazy w homogenacie z ziemniaka 

 

Wprowadzenie 

Fosfataza kwaŜna (EC 3.1.3.2) jest Ăenzymem znacznikowymò, czyli tzw. markerem, lizosomów. 

Fosfatazy naleŨŃ do klasy hydrolaz, podklasy esteraz (enzymów hydrolizujŃcych wiŃzania estrowe) 

oraz podpodklasy hydrolaz monoestrów fosforanowych. 

Tabela 1. Klasyfikacja enzym·w wg Miňdzynarodowej Unii Biochemii i Biologii Molekularnej (na podstawie 

https://iubmb.qmul.ac.uk/enzyme/) 

Klasa Nazwa Charakterystyka 

EC 1 oksydoreduktazy 

katalizujŃ odwracalne reakcje utleniania i redukcji, a wiňc przemiany zwiŃzane z 

przenoszeniem protonów i elektronów; waŨne podklasy: oksydazy, peroksydazy, 

reduktazy, monooksygenazy, dioksygenazy 

EC 2 transferazy 

katalizujŃ przenoszenie grup funkcyjnych z czŃsteczki jednej substancji (donor 

grupy) na czŃsteczkň drugiej substancji (akceptor); waŨne podklasy: C1-transfe-

razy (przenoszŃce grupy jednowňglowe), acylotransferazy, aminotransferazy, 

fosfotransferazy (kinazy), glikozylotransferazy 

EC 3 hydrolazy 
katalizujŃ rozpad substratu pod wpğywem wody - na drodze hydrolizy; waŨne 

podklasy: proteazy, lipazy esterazy, glikozydazy, nukleazy 

EC 4 liazy 

katalizujŃ reakcje doğŃczania lub usuwania grup chemicznych na innej drodze niŨ 

hydroliza i reakcje redoks. KatalizujŃ rozpad m.in. wiŃzaŒ C-C, C-O, C-N, C-S 

powodujŃc powstawanie produkt·w z wiŃzaniem podw·jnym lub ukğadem cy-

klicznym. KatalizujŃ doğŃczanie grup chemicznych do ukğad·w nienasyconych 

(do wiŃzania podw·jnego). 

 

EC 5 izomerazy 

zmieniajŃ wzajemne poğoŨenie grup chemicznych bez rozkğadu szkieletu 

zwiŃzku; powodujŃ wewnŃtrzczŃsteczkowŃ izomeryzacjň; waŨne podklasy: epi-

merazy, izomerazy cis/trans, transferazy wewnŃtrzczŃsteczkowe 

EC 6 
ligazy 

(syntetazy) 

powodujŃ ğŃczenie dw·ch substrat·w kosztem energii, gğ·wnie z ATP; uczestni-

czŃ w tworzeniu nowych wiŃzaŒ chemicznych; waŨne podklasy: syntetazy C-C 

syntetazy C-O syntetazy C-N syntetazy C-S 

EC 7 translokazy katalizujŃ ruch jon·w i czŃsteczek przez bğony lub ich rozdziağ wewnŃtrz bğon 

 

Fosfatazy katalizujŃ odszczepienie reszty fosforanowej od cukr·w, biağek, lipidów, nukleotydów i 

wielu innych wystňpujŃcych w przyrodzie estr·w kwasu fosforowego. PoniŨy schemat przedstawia 

przebieg tej reakcji: 

 

Wyr·Ũnia siň fosfatazy dziağajŃce w Ŝrodowisku alkalicznym (EC 3.1.3.1), w zakresie pH 9ï11, oraz 

fosfatazy dziağajŃce w Ŝrodowisku kwaŜnym, w zakresie pH 3,8ï7,0. Te ostatnie sŃ typowe dla 

kom·rek roŜlinnych, chociaŨ nie brakuje ich takŨe w kom·rkach zwierzňcych, gdzie wystňpujŃ 

przede wszystkim w lizosomach - niewielkich bğonowych pňcherzykach bňdŃcych gğ·wnym 

miejscem trawienia wewnŃtrzkom·rkowego. Lizosomy zawierajŃ specyficzny zestaw hydrolaz 

(rysunek 1), aktywnych w Ŝrodowisku kwaŜnym, uczestniczŃcych w rozkğadzie organelli 

kom·rkowych i wszystkich rodzaj·w makroczŃsteczek dostarczanych do kom·rki r·Ũnymi drogami. 

WiodŃcym enzymem jest tu kwaŜna fosfataza uznawana za tzw. Ăenzym znacznikowyò lizosom·w. 
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KwaŜne Ŝrodowisko wnňtrza lizosomu (pH~5) utrzymywane jest dziňki dziağaniu pompy bğonowej 

H+-ATPazy, pompujŃcej jony H+ z cytozolu do wnňtrza lizosomu. 

 

Rysunek 1. Schemat lizosomu wraz z listŃ obecnych w nim hydrolaz (na podstawie Albertsa i wsp. 1999). ATP ï 

adenozyno-5'-trifosforan, ADP - adenozyno-5'-difosforan, Pi to fosforan nieorganiczny. 

W obojňtnym pH cytoplazmy (pH 7ï7,3) hydrolityczne enzymy lizosomalne wykazujŃ niskŃ 

aktywnoŜĺ. Stanowi to przypuszczalnie mechanizm obronny przed samoistnym strawieniem 

komórki, w przypadku gdyby enzymy wydostağy siň z lizosomu i trafiğy do cytoplazmy. W 

komórkach roŜlin i grzybów rolň lizosomów peğni wakuola komórkowa. KwaŜny odczyn wnňtrza 

wakuoli, istotny dla aktywnoŜci wystňpujŃcych tam enzymów hydrolitycznych, utrzymywany jest 

dziňki dziağaniu dwóch pomp protonowych (H+-ATPazy i H+-pirofosfatazy, H+-PPazy) 

zlokalizowanych w bğonie otaczajŃcej wakuolň, tzw. tonoplaŜcie. Poza naturalnymi substratami, 

hydrolazy monoestrów fosforanowych rozszczepiajŃ takŨe estry fosforanowe fenoli. Syntetycznym 

substratem chromogenicznym fosfataz, uŨywanym w ĺwiczeniu, jest p-nitrofenylofosforan   

(rysunek 2). 

 

Rysunek 2. Hydroliza p-nitrofenylofosforanu bňdŃcego substratem chromogenicznym fosfataz. 

Fosfataza hydrolizuje p-nitrofenylofosforan do p-nitrofenolu i anionu fosforanowego(V). PowstajŃcy 

produkt p-nitrofenol o zabarwieniu Ũ·ğtym wykazuje maksimum absorpcji przy dğugoŜci fali ɚ = 410 

nm. StopieŒ absorpcji promieniowania o tej dğugoŜci jest proporcjonalny do iloŜci uwolnionego          

p-nitrofenolu. 

Ludzka fosfataza alkaliczna (ALP) obecna jest w postaci r·Ũnych izoenzym·w w wŃtrobie, koŜciach, 

nerkach, ğoŨysku i Ŝcianie jelita cienkiego. W osoczu os·b zdrowych najwiňcej jest ALP pochodzenia 

wŃtrobowego (~50%) i kostnego (~48%); niewielkie iloŜci pochodzŃ z nerek i jelit - zwğaszcza u 

ludzi z grupŃ krwi B i 0. PodwyŨszony poziom aktywnoŜci (kilkukrotny) izoenzymu wŃtrobowego 

uwaŨany jest za wskaŦnik cholestazy (zastoju Ũ·ğci w wŃtrobie), a takŨe marskoŜci i nowotworu 

wŃtroby. Izoenzym kostny przydatny jest w diagnostyce i monitorowaniu chor·b metabolicznych 

koŜci: osteoporozy, osteomalacji (rozmiňkaniu koŜci), krzywicy, demineralizacji koŜci lub choroby 

Pageta. PodwyŨszona aktywnoŜĺ ALP u dzieci w trakcie wzrostu jest stanem normalnym. 

PodwyŨszony poziom izoenzymu ğoŨyskowego obserwuje siň w ostatnich tygodniach ciŃŨy. 
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ťr·dğem ludzkiej fosfatazy kwaŜnej (ACP) sŃ osteoklasty, erytrocyty, trombocyty (pğytki krwi), 

trzustka, jelito i nerki, gruczoğ krokowy (prostata). Izoenzym sterczowy (PAP, ang. prostatic acid 

phosphatase) stanowi blisko 30% wszystkich izoenzymów. Zmiana poziomu ACP w osoczu 

obserwuje siň w chorobie Pageta, chorobach koŜci, szpiczaku, u mňŨczyzn z rakiem prostaty 

(zwğaszcza w sytuacji gdy brak jest wyraŦnych zmian poziomu antygenu sterczowego PSA). 

JEDNOSTKI AKTYWNOśCI ENZYMATYCZNEJ  

Jednostka U (ang. unit, ɛmol/min) definiuje takŃ iloŜĺ enzymu, kt·ra katalizuje przeksztağcenie            

1 ɛmol substratu w ciŃgu 1 minuty, w warunkach (temperatura, pH, stňŨenie i skğad buforu) 

optymalnych dla danego enzymu. 

Katal (kat, mol/s) jest jednostkŃ aktywnoŜci enzymatycznej obowiŃzujŃcŃ w ukğadzie SI definiowanŃ 

jako aktywnoŜĺ katalityczna, kt·ra zwiňksza szybkoŜĺ reakcji o 1 mol na sekundň w warunkach 

optymalnych.  

Odczynniki i sprzňt laboratoryjny 

1. 50 g Ziemniaków 

2. Tarka do ziemniaków, gaza, sitko 

3. Próbówki szklane oraz statywy 

4. Pipety automatyczne (20-200 ɛL, 100-1000 ɛL i 500-5000 ɛL) 

5. Spektrofotometr UV-Vis 

6. Substrat fosfatazy: 5 mM roztwór soli dwusodowej kwasu p-nitrofenylofosforanowego                   

(M = 371,14 g/mol) (przygotowaĺ bezpoŜrednio przed uŨyciem, po 12 mL na parň) 

7. 5 mL 0,1 M buforu cytrynianowego pH 5,2 

8. 15 mL 1 M roztworu NaOH 

9. 5 mM roztwór p-nitrofenolu w wodzie (M = 139 g/mol) (po 3 mL na parň) 

10. Cieplarka laboratoryjna 

 

Wykonanie ĺwiczenia 

 

A. Przygotowanie homogenatu z ziemniaka ï izolacja ekstraktu enzymatycznego 

 

Obrany i umyty ziemniak zetrzeĺ na tarce, przesŃczyĺ przez gazň i odstawiĺ do lod·wki na okoğo 15 

min. Po tym czasie odwirowaĺ wytrŃcony osad, a supernatant (homogenat) rozcieŒczyĺ 

szeŜciokrotnie wodŃ destylowanŃ. 

B. Oznaczanie aktywnoŜci hydrolitycznej fosfatazy z homogenatu 

 

Do piňciu ponumerowanych prob·wek laboratoryjnych rozpipetowaĺ roztwory wedğug schematu z 

tabeli 2. 

Tabela 2. Skğad roztwor·w do oznaczania aktywnoŜci enzymatycznej fosfatazy z ziemniaka. 

nr probówki  homogenat z ziemniaka [mL]  woda destylowana [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 dokğadnym wymieszaniu, umieŜciĺ w temperaturze 37 ºC w cieplarce laboratoryjnej na 

15 minut. Nastňpnie do kaŨdej pr·b·wki rozpipetowaĺ, moŨliwie w jak najkr·tszym czasie, po 2 mL 

5 mM roztworu substratu, nitrofenylofosforanu sodu. Pr·b·wki wymieszaĺ i ponownie umieŜciĺ w 
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cieplarce na 35 minut. Po tym czasie, do kaŨdej pr·b·wki dodaĺ po 1 mL 1 M roztworu NaOH w 

celu zastopowania procesu hydrolizy i cağoŜĺ wymieszaĺ. Nastňpnie, bezpoŜrednio w kuwetach 

pomiarowych, dla kaŨdej prob·wki wykonaĺ 16-krotne rozcieŒczenie w wodzie i zmierzyĺ absorpcjň 

promieniowania o dğugoŜci fali ɚ = 410 nm przez powstağy p-nitrofenol. WartoŜĺ absorbancji nie 

powinna byĺ wyŨsza od 1. W przypadku otrzymania wyŨszych wartoŜci absorbancji, zwiňkszyĺ 

rozcieŒczenie i pomiar powt·rzyĺ.  

C. Wykonanie krzywej standardowej dla p-nitrofenolu  

 

Przygotowaĺ w prob·wkach roztwory o skğadzie wg tabeli 3. Dla kaŨdej prob·wki wykonaĺ, 

bezpoŜrednio w kuwecie pomiarowej, 16-krotne rozcieŒczenie w wodzie (uwaga ï rozcieŒczenie 

powinno byĺ takie jak w punkcie 2). Zmierzyĺ wartoŜci absorbancji przy ɚ = 410 nm i sporzŃdziĺ 

krzywŃ wzorcowŃ dla p-nitrofenolu. Na osi y umieŜciĺ wartoŜci absorbancji, a na osi x iloŜci                 

p-nitrofenolu (ɛmol) po rozcieŒczeniu oraz wykonaĺ regresjň liniowŃ.  

Tabela 3. Skğad roztwor·w do oznaczenia krzywej standardowej dla p-nitrofenolu. 

nr  

probówki 

1 M NaOH 

[mL]  

woda 

[mL]  

objňtoŜĺ 

roztworu 

p-nitrofenolu 

[mL]  

p-nitrofenol 

w próbówce 

[ɛmol] 

stňŨenie 

p-nitrofenolu 

w probówce 

[mmol] 

StňŨenie 

p-nitrofenolu po 

rozcieŒczeniu w 

kuwecie [mmol] 

p-nitrofenol 

po rozcieŒczeniu 

w kuwecie [ɛmol] 

1. 1,000 3,000 1,000     

2. 1,000 3,250 0,750     

3. 1,000 3,500 0,500     

4. 1,000 3,750 0,250     

5. 1,000 3,900 0,100     

6. 1,000 3,950 0,050     

7. 1,000 3,975 0,025     

 

D. Obliczanie objňtoŜci homogenatu z ziemniaka powodujŃcego hydrolizň 1 Õmola substratu 

w czasie 1 minuty 

 

KorzystajŃc z krzywej wzorcowej dla p-nitrofenolu przeliczyĺ wartoŜci absorbancji zarejestrowane 

podczas wykonywania zadania 2 na iloŜĺ p-nitrofenolu (ɛmol) otrzymanŃ w ciŃgu 35 minut trwania 

reakcji miňdzy enzymem a substratem. SporzŃdziĺ wykres zaleŨnoŜci szybkoŜci reakcji (iloŜĺ ɛmoli    

p-nitrofenolu powstajŃcego w czasie 1 minuty, ɛmol/min) od objňtoŜci homogenatu (uwzglňdniajŃc 

rozcieŒczenia homogenatu w zadaniu 1 oraz podczas pomiar·w absorpcji). Wyraziĺ aktywnoŜĺ 

katalitycznŃ fosfatazy za pomocŃ jednostki enzymatycznej U, tj. obliczyĺ objňtoŜĺ homogenatu, który 

jest Ŧr·dğem fosfatazy, powodujŃcŃ hydrolizň 1 ɛmola substratu w czasie 1 minuty.  

Zakres materiağu 

budowa enzymów prostych i zğoŨonych (apoenzym, kofaktor, holoenzym), rodzaje i podziağ 

kofaktorów, budowa i rola miejsca aktywnego enzymu, klasyfikacja i zasady nazewnictwa enzymów 

wg Miňdzynarodowej Unii Biochemii i Biologii Molekularnej, budowa lizosomu, funkcje fosfataz, 

fosfatazy ALP i ACP jako enzymy znacznikowe, jednostki aktywnoŜci enzymatycznej (standardowa 

U, katal), wzory p-nitrofenylofosforanu oraz produktów hydrolizy 
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21. Synteza peptyd·w na noŜniku stağym metodŃ Fmoc/tBu 

 

Wprowadzenie 

Synteza peptyd·w metodŃ klasycznŃ (synteza w roztworze), jest metodŃ bardzo pracochğonnŃ i 

czasochğonnŃ. Aby zsyntetyzowaĺ peptyd, trzeba przeprowadziĺ szereg proces·w tworzenia wiŃzania 

peptydowego i usuwania osğon grup aminowych, a kaŨdy produkt poŜredni naleŨy oczyŜciĺ i 

zanalizowaĺ. W 1962 roku Bruce Merrifield opracowağ nowŃ strategiň syntezy chemicznej peptydów 

i biağek ï syntezň peptyd·w na noŜniku stağym (SPPS, z ang. Solid Phase Peptide Synthesis). Jest to 

metoda szybsza i mniej pracochğonna niŨ synteza peptyd·w metodŃ klasycznŃ, ze wzglňdu na 

pominiňcie procesu wyodrňbniania produkt·w poŜrednich po kaŨdym etapie syntezy. W strategii tej 

ğaŒcuch peptydowy jest trwale zwiŃzany z noŜnikiem, a nadmiar odczynnik·w oraz produkty uboczne 

reakcji sŃ usuwane za pomocŃ zwykğego przemywania i sŃczenia. Dziňki prostocie wykonywanych 

operacji, syntezň na noŜniku stağym moŨna zautomatyzowaĺ ï obecnie do syntezy na noŜniku stağym 

wykorzystuje siň nakczňŜciej syntezatory automatyczne. 

 

Procedura syntezy peptyd·w na noŜniku stağym 

 

ETAP 1. OSADZENIE PIERWSZEGO AMINOKWASU NA NOśNIKU STAĞYM 

W syntezie na noŜniku stağym, pierwszy aminokwas (C-koŒcowy) wiŃŨe siň kowalencyjnie jego 

grupŃ karboksylowŃ z nierozpuszczalnym noŜnikiem polimerowym (ŨywicŃ).  

NoŜnik polimerowy (Ũywica) powinien byĺ bierny chemicznie, cağkowicie nierozpuszczalny w 

stosowanych rozpuszczalnikach, ğatwy do odsŃczenia, posiadaĺ wystarczajŃcŃ wytrzymağoŜĺ 

mechanicznŃ oraz wystarczajŃcŃ iloŜĺ grup funkcyjnych umoŨliwiajŃcych przyğŃczenie                          

C-koŒcowego aminokwasu. Wyb·r Ũywicy zastosowanej do syntezy peptydu zaleŨy od struktury 

syntetyzowanego peptydu (np. od tego, czy peptyd ma posiadaĺ wolnŃ grupň karboksylowŃ na            

C-koŒcowym aminokwasie, czy teŨ grupň amidowŃ). NajczňŜciej stosowane sŃ Ũywice polistyrenowe 

(usieciowane 1-2% diwinylobenzenem) z przyğŃczonym labilnym w Ŝrodowisku kwaŜnym 

ğŃcznikiem (tzw. Ălinkeremò).  

W przypadku syntezy tripeptydu otrzymywanego w ramach ĺwiczenia, który posiada wolnŃ grupň 

karboksylowŃ na C-koŒcowym aminokwasie, stosowana jest Ũywica chloro-(2ô-chloro)tritylowa (o 

osadzeniu 0,8-1,4 mM/g Ũywicy) z Ălinkeremò o strukturze przedstawionej na rysunku 1. 

 

Rysunek 1. Struktura Ălinkeraò stosowanego w Ũywicy chloro-(2ô-chloro)tritylowej do syntezy peptyd·w z wolnŃ grupŃ 

karboksylowŃ na C-koŒcowym aminokwasie. 

Zastosowanie tego rodzaju Ălinkeraò nie wymaga aktywacji grupy Ŭ-karboksylowej przyğŃczanego 

aminokwasu za pomocŃ odczynnik·w aktywujŃcych, zaŜ reakcja przyğŃczenia aminokwasu do 

noŜnika polimerowego polega na nukleofilowym podstawieniu atomu chloru grupŃ karboksylowŃ. 
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ETAP 2. WYDĞUŧANIE ĞAőCUCHA PEPTYDOWEGO ï PRZYĞłCZANIE KOLEJNYCH RESZT 

AMINOKWASOWYCH 

ĞaŒcuch peptydowy syntezuje siň od C-koŒca, przyğŃczajŃc kolejne reszty aminokwasowe, wedğug 

schematu: 

1. Deprotekcja Fmoc-aminokwasu - usuniňcie osğony grupy Ŭ-aminowej 

Aby podczas syntezy nie powstawağy peptydy o innej sekwencji niŨ zamierzona, naleŨy stosowaĺ 

pochodne aminokwas·w z chronionymi grupami Ŭ-aminowymi oraz grupami bocznymi.  

NajczňŜciej stosuje siň taktykň Fmoc/tBu, gdzie do syntezy wykorzystuje siň aminokwasy, w kt·rych 

grupa Ŭ-aminowa chroniona jest osğonŃ 9-fluorenylometoksykarbonylowŃ (Fmoc) (rysunek 2). 

Osğona Fmoc jest stabilna w Ŝrodowisku kwasowym np. HF, TFA, HBr/AcOH, a labilna w 

Ŝrodowisku zasadowym. 

 

Rysunek 2. Struktura osğony fluorenylo-9-metoksykarbonylowej (Fmoc). 

Proces usuwania osğony Fmoc zachodzi natychmiastowo pod wpğywem amin pierwszorzňdowych 

jak: cykloheksyloamina, etanoloamina; drugorzňdowych amin jak: piperydyna, piperazyna i powoli 

pod wpğywem amin trzeciorzňdowych jak: TEA, DIPEA. 

W ramach ĺwiczenia, do deprotekcji grupy Ŭ-aminowej stosowany jest 20% roztwór piperydyny w 

N,N-dimetyloformamidzie (DMF). Reakcja przebiega wedğug schematu przedstawionego na 

rysunku 3. 

 

 

Rysunek 3. Schemat reakcji usuwania osğony Fmoc z grupy aminowej za pomocŃ piperydyny. 

W celu ochrony bocznych grup funkcyjnych aminokwas·w przez cağy proces syntezy stosowane sŃ 

osğony tych grup, które powinny byĺ labilne w Ŝrodowisku kwaŜnym i stabilne w zasadowym 

(odwrotnie niŨ w przypadku osğony Fmoc). Osğony te mogŃ byĺ selektywnie usuniňte w 

odpowiednich warunkach, bez naruszenia pozostağych. NajczňŜciej stosowane osğony do ochrony 

grup funkcyjnych w ğaŒcuchach bocznych Fmoc-AA przedstawiono w tabeli 1. 
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Tabela 1. NajczňŜciej stosowane w syntezie peptyd·w osğony bocznych grup funkcyjnych Fmoc-AA. 

Grupa ochraniajŃca AA  Grupa ochraniana Warunki u suwania 

Boc 
Lys 

Trp 

Ů-aminowa 

indolowa 

90% roztwór TFA w DCM (v/v) 

95% roztwór TFA w DCM (v/v) 

Z Lys Ů-aminowa H2/Pd, HBr/AcOH lub HF 

Pbf Arg guanidynowa 90% roztwór TFA w DCM (v/v) 

Bzl/OBzl 

Tyr 

Ser 

Thr 

Asp 

Glu 

fenolowa 

ɓ-hydroksylowa 

ɓ-hydroksylowa 

ɓ-karboksylowa 

ɔ-karboksylowa 

H2/Pd, HBr/AcOH lub HF 

tBu/OtBu 

Tyr 

Ser 

Thr 

Asp 

Glu 

fenolowa 

ɓ-hydroksylowa 

ɓ-hydroksylowa 

ɓ-karboksylowa 

ɔ-karboksylowa 

90% roztwór TFA w DCM (v/v) 

Acm Cys tiolowa I2 w 40% wodnym roztworze AcOH (v/v) 

Trt  

Gln 

Asn 

Cys 

His 

amidowa 

amidowa 

tiolowa 

imidazolowa 

90% roztwór TFA w DCM (v/v) 

 

2. PrzyğŃczanie kolejnego Fmoc-aminokwasu ï aktywacja aminokwasu i tworzenie wiŃzania 

peptydowego pomiňdzy aminoacylopolimerem a dodanym aminokwasem 

Reakcja tworzenia wiŃzania peptydowego naleŨy do grupy reakcji nukleofilowych zachodzŃcych 

przy spolaryzowanych grupach karbonylowych. Aby moŨna byğo utworzyĺ wiŃzanie peptydowe, 

naleŨy zaktywowaĺ grupň Ŭ-karboksylowŃ N-chronionego aminokwasu. W tym celu stosuje siň 

stosuje siň czynniki aktywujŃce przestawione na rysunku 4. 

 
 

Rysunek 4. Struktura stosowanych w syntezie peptydów czynników aktywujŃcych. 
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Natomiast powszechnie stosowane metody aktywacji to:  

Á metody aktywnych pochodnych z zastosowaniem mieszaniny, np.: 
 

¶ Fmoc-AA : DIC : HOBt (1 : 1 : 1) w DMF 

¶ Fmoc-AA : HOBt : HBTU : DIPEA (1 : 1 : 1 : 2) w DMF 

¶ Fmoc-AA : HOAt : HATU : kolidyna (1 : 1 : 1 : 2) w DMF 

 

Á metoda symetrycznych bezwodników otrzymanych z mieszaniny: 
 

¶ Fmoc-AA : DIC (2 : 1) w DCM 

 

UŨywany w procesie tworzenia wiŃzania peptydowego rozpuszczalnik DMF musi byĺ czysty, tzn. 

wolny od amin, gdyŨ ich obecnoŜĺ powoduje uwalnianie grupy aminowej w Fmoc-AA. 

Aktywacja za pomocŃ metody Fmoc-AA : DIC w proporcjach molowych 1 : 1 przebiega wedğug 

schematu przedstawionego na rysunku 5. W wyniku reakcji powstaje aktywna pochodna 

karbodiimidowa Fmoc-aminokwasu. 

 

Rysunek 5. Schemat reakcji aktywacji aminokwasów za pomocŃ metody Fmoc-AA : DIC (1 : 1). 

 

W przypadku gdy aktywacja prowadzona jest metodŃ Fmoc-AA : DIC (2 : 1) w DCM powstaje 

symetryczny bezwodnik aminokwasu oraz diizopropylomocznik (rysunek 6). 

 

Rysunek 6. Schemat reakcji aktywacji aminokwasów za pomocŃ metody Fmoc-AA : DIC (2 : 1). 

 

Natomiast w obecnoŜci HOBt ï metoda Fmoc-AA : DIC : HOBt (1 : 1 : 1) ī powstaje aktywna 

pochodna benzotriazolowa Fmoc-aminokwasu (Fmoc-AAīOBt) oraz diizopropylomocznik 

(rysunek 7). 
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Rysunek 7. Schemat reakcji aktywacji aminokwasów za pomocŃ metody Fmoc-AA : DIC : HOBt (1 : 1 : 1). 

Wedğug podobnych schemat·w przebiegajŃ reakcje z zastosowaniem pozostağych metod i 

odczynnik·w aktywujŃcych. Na przykğad w wyniku zastosowania mieszaniny Fmoc-AA : HOBt : 

HBTU : DIPEA (1 : 1 : 1 : 2) reakcja tworzenia wiŃzania peptydowego przebiega wedğug schematu 

przedstawionego na rysunku 8. 

 

Rysunek 8. Schemat reakcji aktywacji aminokwas·w za pomocŃ metody Fmoc-AA : HOBt : HBTU : DIPEA (w 

proporcjach 1 : 1 : 1 : 2). 

Dla metody z zastosowaniem mieszaniny Fmoc-AA : HOAt : HATU : kolidyna (1 : 1 : 1 : 2) reakcje 

przebiegajŃ wedğug identycznego schematu z tŃ r·ŨnicŃ, Ũe otrzymana aktywna pochodna jest 

pochodnŃ 1-hydroksy-7-azabenzotriazolu (Fmoc-AA-OAt). 

ObecnoŜĺ HOBt lub HOAt w mieszaninie rekcyjnej, opr·cz roli czynnika aktywujŃcego, zapobiega 

takŨe procesom racemizacji. 

Przedstawione powyŨej punkty 1 i 2 wykonuje siň cyklicznie dla kaŨdego kolejnego przyğŃczanego 

aminokwasu, koŒczŃc deprotekcjŃ grupy Ŭ-aminowej ostatniego aminokwasu. 

Po przeprowadzeniu czynnoŜci opisanych w tych punktach kaŨdorazowo powinno siň wykonaĺ test 

Keisera na obecnoŜĺ wolnych grup aminowych. Po deprotekcji grup Ŭ-aminowych wynik testu 

powinien byĺ pozytywny, zaŜ po acylowaniu ï negatywny. 
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ETAP 3. ODSZCZEPIENIE OD ŧYWICY I KOőCOWA DEPROTEKCJA 

Po przyğŃczeniu ostatniej reszty aminokwasowej, rozszczepiane jest wiŃzanie kowalencyjne miňdzy 

C-koŒcowym aminokwasem zsyntezowanego ğaŒcucha peptydowego, a grupŃ na noŜniku, z kt·rŃ byğ 

zwiŃzany. 

Nierozpuszczalny noŜnik moŨna oddzieliĺ od znajdujŃcego siň w roztworze polipeptydu przez 

odsŃczenie. Zazwyczaj, jednoczeŜnie z odszczepieniem, usuwane sŃ grupy ochronne z ğaŒcuch·w 

bocznych aminokwasów.  

MoŨliwe jest jednoczesne odszczepienie peptydu od Ũywicy oraz usuniňcie wszystkich osğon grup 

bocznych z zastosowaniem jednej mieszaniny, np. TFA/fenol/woda/triizopropylosilan (88 : 5 : 5 : 2) 

(rysunek 9). Reakcjň, z zastosowaniem powyŨszej mieszaniny, prowadzi siň przez 2-4 godziny w 

temperaturze pokojowej w atmosferze gazu obojňtnego (np. argonu). 

Po tym czasie Ũywicň odsŃcza siň i przemywa niewielkimi iloŜciami TFA, a nastňpnie z przesŃczu 

wytrŃca siň peptyd za pomocŃ zimnego eteru dietylowego (Et2O). WytrŃcony Ăsurowyò peptyd jest 

odsŃczany i po rozpuszczeniu w wodzie lub kwasie octowym (AcOH), liofilizowany. 

 

Rysunek 9. Schemat procesu odszczepienia peptydu od Ũywicy TentaGel S RAM za pomocŃ kwasu trifluorooctowego 

(TFA). 

W przypadku Ũywicy chloro-(2ô-chloro)tritylowej, peptydy otrzymywane w ramach ĺwiczenia mogŃ 

byĺ odszczepiane od noŜnika za pomocŃ 1% roztworu TFA w DCM lub 50% roztworu AcOH w 

DCM. Schemat procesu odszczepienia peptydu od Ũywicy chloro-(2ô-chloro)tritylowej przedstawia 

rysunek 10. 

 

Rysunek 10. Schemat procesu odszczepienia peptydu od Ũywicy chloro-(2ô-chloro)tritylowej za pomocŃ 50% kwasu 

octowego (AcOH) w dichlorometanie. 
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Poszczeg·lne etapy syntezy moŨna przedstawiĺ schematycznie w nastňpujŃcy spos·b: 

 

Rysunek 11. Og·lny schemat syntezy peptyd·w na noŜniku stağym metodŃ Fmoc/tBu. 
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Odczynniki i sprzňt laboratoryjny  

1. ŧywica chloro-(2ô-chloro)tritylpolystyrene resin (o osadzeniu grup funkcyjnych 1 mM/g) 

2. Fmoc-aminokwasy: 

Fmoc-Gly [M = 297,3 g/mol] 

Fmoc-Ala [M = 311,3 g/mol] 

Fmoc-Leu [M = 353,4 g/mol] 

Fmoc-Trp [M = 426,5 g/mol] 

Fmoc-Phe [M = 387,4 g/mol] 

Fmoc-Gln [M = 368,4 g/mol] 

3. Czynniki aktywujŃce: 

N-hydroksybenzotriazol (HOBt) [M = 153 g/mol] 

N,Nô-diizopropylokarbodiimid (DIC) [M = 126 g/mol; d = 0,806 g/cm3; 1 mM = 156 µL] 

4. Rozpuszczalniki:  

N,N-dimetyloformamid (DMF), piperydyna, diizopropyloetyloamina (DIPEA) [1 mM = 174 µL], 

metanol (MeOH), etanol (EtOH), kwas octowy (AcOH), dichlorometan (DCM), eter dietylowy 

(Et2O), n-heksan 

5. Odczynniki do testu Kaisera:  

2 mL n-butanolu (n-BuOH) 

50 g ninhydryny 

5 mL pirydyny 

4 g fenolu 

100 µL 0,001 M wodnego roztworu KCN 

6. Zestaw do wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzňŨony ze spektrometrem mas (LC-MS) 

7. Waga analityczna 

8. WytrzŃsarka typu Vortex 

9. Wyparka rotacyjna pr·Ũniowa 

10. Pğaszcz grzejny zaopatrzony w stalowy koğnierz i termometr do testu Kaisera 

11. Kolby ssawkowe stoŨkowe  

12. Kolby okrŃgğodenne 

13. Pipety Pasteura 

14. Pipety wielomiarowe 

15. Cylindry miarowe 

16. Lejki 

17. Zlewki 

18. Kolby stoŨkowe pğaskodenne 

19. Ampuğki 

20. Probówki Eppendorfa 

21. SŃczki 

22. Kolumienki do ekstrakcji w fazie stağej 

23. Kapilary 

24. Ğopatki dentystyczne 

25. Igğy lekarskie 

26. Balony gumowe 

27. Dreny teflonowe oraz typu PEEK 

28. Korki teflonowe zaopatrzone w zawory 
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Wykonanie ĺwiczenia 

A. Synteza peptydu o sekwencji okreŜlonej prze prowadzŃcego zajňcia 
 

1. CzynnoŜci wstňpne ī przygotowanie rozpuszczalników i odczynników  

W pracy z ŨywicŃ, aŨ do momentu przyğŃczenia pierwszego Fmoc-AA naleŨy zachowaĺ warunki 

bezwodne, bez Ŝlad·w alkoholi (np. EtOH, MeOH). ZwiŃzki te powodujŃ wymianň atom·w chloru 

na Ũywicy na grupň hydroksylowŃ (alkoksylowŃ), wtedy niemoŨliwe jest przeprowadzenie reakcji w 

opisany sposób. Dlatego naleŨy bezwzglňdnie pracowaĺ w suchych rňkawicach, stosowaĺ suche 

szkğo i wszystkie uŨywane do syntezy narzňdzia typu ğopatki, koŒc·wki do pipet.  

Rozpuszczalniki co najmniej na 24 godziny przed uŨyciem odpowiednio przygotowaĺ: DCM 

zasypaĺ bezwodnym MgSO4 i K2CO3, wsypujŃc do butelki warstwň okoğo 4 cm soli. Przed uŨyciem 

niewielkie iloŜci odsŃczyĺ od Ŝrodk·w suszŃcych. DMF i DIPEA zasypaĺ sitami molekularnymi 

typu A4, wypraŨonymi w temperaturze 150 C̄ przez 3 godziny. Stosowaĺ bezpoŜrednio znad sit, 

ostroŨnie pobierajŃc z butelki pipetŃ tak aby nie mieszaĺ sit z odczynnikiem.  

Odczynniki do testu Kaisera naleŨy przygotowaĺ w trzech oddzielnych buteleczkach (kaŨda o 

pojemnoŜci nie wiňkszej niŨ 10 mL) zaopatrzonych w wkraplacz.  

Poszczeg·lne buteleczki powinny zawieraĺ: 

1. 1 mL 5% roztwór ninhydryny (50 mg ninhydryny na 1 mL n-BuOH)  

2. 1 mL 80% roztwór fenolu (4 g fenolu na 1 mL n-BuOH)  

3. 1 mL roztworu KCN (100 µL 0,001 M KCN w wodzie na 5 mL pirydyny)  

2. Osadzenie pierwszego C-koŒcowego aminokwasu na Ũywice 

OdwaŨyĺ 2 eq. (0,1 mM) Fmoc-AA do mağej kolby pğaskodennej o pojemnoŜci 10-20 mL i rozpuŜciĺ 

w minimalnej objňtoŜci (okoğo 2-3 mL) ŜwieŨo odsŃczonego znad sit molekularnych DMF, aŨ do 

cağkowitego rozpuszczenia Fmoc-AA. Do roztworu dodaĺ 8 eq. (0,4 mM) DIPEA (Uwaga! 1 mM 

DIPEA = 174 ɛL), a nastňpnie wprowadziĺ do strzykawki zawierajŃcej 50 mg Ũywicy wstňpnie 

przemytej DMF (3×3 mL DMF, 2 min). Reakcjň prowadziĺ 45 minut, mieszajŃc zawartoŜĺ 

strzykawki azotem (balon ze strzykawkŃ napeğniony azotem z koŒc·wkŃ z drenu PEEK). Po 45 

minutach do mieszaniny dodaĺ 2 mL MeOH i reakcjň prowadziĺ jeszcze 15 min. Po tym czasie 

zawartoŜĺ strzykawki odsŃczyĺ i przemyĺ zgodnie z poniŨszym opisem:  

2×3 mL DCM : MeOH : DIPEA (17 : 2 : 1; v/v/v), 2 min  

2×3 mL MeOH, 2 min  

6×3 mL DMF, 1 min  

3. PrzyğŃczanie kolejnych reszt aminokwasowych Fmoc-AA:  

a) wstňpne przemywanie Ũywicy (jeŨeli Ũywica przechowywana w lod·wce do kolejnych zajňĺ)  

3×3 mL DMF, 1 min  

b) usuwanie osğony Fmoc (deprotekcja)  

1×3 mL 20% piperydyna/DMF, 5 min  

1×3 mL 20% piperydyna/DMF, 5 min  

c) przemywanie Ũywicy po deprotekcji  

6×3 mL DMF, 2 min  
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d) test na obecnoŜĺ wolnych grup aminowych (test ninhydrynowy ï Kaisera):   

roztwór 1.  5% ninhydryna w n-BuOH (v/v)  

roztwór 2.  80% fenol w n-BuOH (v/v)  

roztwór 3.  KCN w pirydynie (np. 2 mL 0,001 M roztworu KCN w 98 mL pirydyny)  

NiewielkŃ iloŜĺ Ũywicy umieŜciĺ w szklanej ampuğce (wykonanej z bezbarwnego szkğa), 

dodaĺ po 2 krople kaŨdego roztworu i ogrzewaĺ 5 min w temperaturze 100-105 °C. Niebieska 

barwa ziaren Ũywicy bŃdŦ roztworu wskazuje na obecnoŜĺ wolnych grup aminowych (wynik 

testu pozytywny).  

e) aktywacja i przyğŃczanie kolejnego Fmoc-AA  

OdwaŨyĺ 4 eq. (0,2 mM) Fmoc-AA do mağej kolby pğaskodennej o pojemnoŜci 10-20 mL i 

rozpuŜciĺ w minimalnej objňtoŜci (okoğo 2-3 mL) ŜwieŨo odsŃczonego znad sit 

molekularnych DMF, aŨ do cağkowitego rozpuszczenia Fmoc-AA. Do roztworu dodaĺ 4 eq. 

(0,2 mM) HOBt, a nastňpnie 4 eq. (0,2 mM) DIC (Uwaga! 1 mM DIC = 156 ɛL). Mieszaninň 

wprowadziĺ do strzykawki zawierajŃcej Ũywicň wstňpnie przemytŃ DMF. Reakcjň prowadziĺ 

40 minut, mieszajŃc zawartoŜĺ strzykawki azotem (balon, ze strzykawkŃ napeğniony azotem 

z koŒc·wkŃ z drenu PEEK). Po tym czasie zawartoŜĺ strzykawki odsŃczyĺ i przemyĺ zgodnie 

z opisem poniŨej.  

f) przemywanie Ũywicy po aktywacji i przyğŃczeniu Fmoc-AA  

6×3 mL DMF, 2 min  

g) test na obecnoŜĺ wolnych grup aminowych (test ninhydrynowy ï Keisera)  

Niebieska barwa (szara) ziaren Ũywicy bŃdŦ roztworu wskazuje na obecnoŜĺ wolnych grup 

aminowych. Oznacza to, Ũe proces przyğŃczania Fmoc-AA nie przebiegğ cağkowicie i naleŨy 

go powt·rzyĺ zgodnie z procedurŃ opisanŃ w punkcie 3e, a nastňpnie przemyĺ Ũywicň zgodnie 

z procedurŃ opisanŃ w punkcie 3f. 

Negatywny wynik testu ninhydrynowego oznacza, Ũe moŨna przejŜĺ do etapu przyğŃczenia 

kolejnej reszty aminokwasowej, zgodnie z procedurŃ opisanŃ w punkcie 3.  

4. KoŒcowa deprotekcja ī usuniňcie osğony Fmoc z N-koŒcowej reszty AA w peptydzie zgodnie z 

procedurŃ opisanŃ w punktach 3aī3d  

Po usuniňciu osğony Fmoc z N-koŒcowego aminokwasu w tripeptydzie wskazane jest przemyĺ 

Ũywicň za pomocŃ MeOH i Et2O oraz wysuszyĺ w eksykatorze pr·Ũniowym nad KOH.  

5. Odszczepienie peptydu od Ũywicy  

Strzykawkň zawierajŃcŃ peptydyloŨywicň wraz z korkiem teflonowym umieŜciĺ w nasadce do 

sŃczenia pod zmniejszonym ciŜnieniem nağoŨonej na zwaŨonŃ i czystŃ kolbň okrŃgğodennŃ o 

pojemnoŜci 100 mL. Do strzykawki wprowadziĺ 4 mL 50% AcOH w DCM. Reakcjň prowadziĺ 

1 godzinň, mieszajŃc zawartoŜĺ strzykawki azotem (balon, ze strzykawkŃ napeğniony azotem z 

koŒc·wkŃ z drenu PEEK).  

Nastňpnie zawartoŜĺ strzykawki odsŃczyĺ i przemyĺ 3×1 mL 50% AcOH w DCM. Do przesŃczu 

dodaĺ kilka kropli n-heksanu i odparowaĺ DCM i AcOH, do zaniku zapachu kwasu. Do kolby 

dodaĺ 10 mL wody dejonizowanej a nastňpnie zawartoŜĺ kolby zamroziĺ w ciekğym azocie i 

zliofilizowaĺ. Po liofilizacji zwaŨyĺ i okreŜliĺ masň otrzymanego surowego peptydu. 
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B. Analiza LC-MS peptydu  (identyfikacja i ocena czystoŜci otrzymanego peptydu) 

 

NiewielkŃ iloŜĺ peptydu (10 µL roztworu peptydu rozpuszczonego przed liofilizacjŃ w 10 mL wody 

dejonizowanej) przenieŜĺ do mağej prob·wki Eppendorfa i rozcieŒczyĺ wodŃ dejonizowanŃ do 

objňtoŜci 500 µL (50-krotne rozcieŒczenie).  

WARUNKI ANALIZY LC-MS 
 

¶ ultra-wysokosprawny (UHPLC) chromatograf cieczowy firmy Shimadzu Nexera X2 wyposaŨony 

w dwie pompy wysokociŜnieniowe, degazer, autosampler, termostat kolumn, detektor UV z 

matrycŃ diodowŃ oraz detektor masowy Shimadzu LCMS-2020  

¶ kolumna: Phenomenex Aeris PEPTIDE XB-C18 100Å (uziarnienie 3,6 µm) o wymiarach 150 × 

2,1 mm  

¶ objňtoŜĺ dozowania: 10 µL 

¶ temperatura kolumny: 40 °C  

¶ faza ruchoma: gradient 10-70% ACN w H2O z dodatkiem 0,08% TFA  

¶ natňŨenie przepğywu fazy ruchomej: 0,3 mL/min  

¶ czas analizy: 10 min  

¶ detekcja UV przy dğugoŜĺ fali: ɚ = 226 nm oraz ɚ = 254 nm  

¶ temperatura celi pomiarowej 40 °C  

¶ temperatura autosamplera: 4 °C  

¶ tryb jonizacji detektora MS: dodatnia ESI  

¶ metoda rejestracji widma: przemiatanie widma (100ï500 Da)  

¶ napiňcie na kapilarze: 4500 V  

¶ napiňcie na detektorze: 1100 V  

¶ temperatura linii desolwacyjnej 250 °C  

¶ temperatura bloku grzewczego: 300 °C  

¶ natňŨenie przepğywu gazu nebulizujŃcego: 1,5 L/min (N2)  

¶ natňŨenie przepğywu gazu osuszajŃcego: 15 L/min (N2) 

 

Zakres materiağu 

synteza peptyd·w na noŜniku stağym ï procedura, por·wnanie z syntezŃ w roztworze (wady i zalety), 

struktura i peğne nazwy: DIC, HOBt, DCM, DMF, DIPEA, metody aktywacji aminokwas·w i 

tworzenia wiŃzania peptydowego, mechanizm deprotekcji grupy aminowej za pomocŃ piperydyny, 

osğony grup bocznych: Boc, Fmoc, Z, Bzl, tBu ï struktura i warunki odszczepiania, podstawy 

teoretyczne chromatografii cieczowej (rodzaje chromatografii cieczowej, podstawowe pojňcia z 

zakresu chromatografii cieczowej), zasada rozdziağu z wykorzystaniem wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej (w tym stosowane wypeğnienia kolumn, fazy ruchome i rodzaje detekcji), 

podstawy teoretyczne spektrometrii mas 
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22. Analiza zawartoŜci nikotyny w liŜciach tytoniu oraz wyrobach tytoniowych z wykorzystaniem 

techniki elektroforezy kapilarnej (CE) i ultra-wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjŃ 

spektrometrii mas (LC-MS)  

 
Wprowadzenie 

Alkaloidy to niejednorodna grupa zwiŃzk·w organicznych, gğ·wnie pochodzenia roŜlinnego lub 

syntetycznego, zwykle o wğaŜciwoŜciach zasadowych ze wzglňdu na obecnoŜĺ atomu (lub atom·w) 

azotu, najczňŜciej w pierŜcieniach heterocyklicznych. Alkaloidy wykazujŃ szerokie spektrum 

dziağania fizjologicznego, od stymulujŃcego (kofeina, lobelina), poprzez narkotyczne (morfina, 

kokaina), do toksycznego (nikotyna, strychnina). Dla obecnie poznanych ponad 20 000 struktur 

alkaloid·w (wystňpujŃcych u okoğo 20% znanych gatunk·w roŜlin wyŨszych) substratami sŃ cztery 

aminokwasy naturalne: L-ornityna, L-lizyna, L-fenyloalanina i L-tryptofan. R·ŨnorodnoŜĺ budowy 

chemicznej alkaloid·w Ŝwiadczy o tym, iŨ nie posiadajŃ one jednorodnego mechanizmu biosyntezy. 

Alkaloidy wytwarzane sŃ przez roŜliny makowate, bobowate, jaskrowate, psiankowate oraz niekt·re 

roŜliny niŨsze, takie jak widğaki czy skrzypy. Gromadzone sŃ najczňŜciej w liŜciach, owocach i 

nasionach, a takŨe w kwiatach, korzeniach, bulwach oraz w korze. Ich zawartoŜĺ waha siň od iloŜci 

Ŝladowych do 10%, jak to ma miejsce w przypadku chininy w korze chinowca. W Ŝwiecie zwierzŃt 

obecnoŜĺ alkaloid·w stwierdzono u owad·w, salamander, niekt·rych Ũab i wij·w. U owad·w sŃ one 

zwykle pochodzenia wtórnego ï pobierane wraz z pokarmem stanowiŃ ochronň przed drapieŨnikami. 

SpoŜr·d wielu roŜlin psiankowatych na szczeg·lnŃ uwagň zasğuguje tytoŒ, uprawiany na masowŃ 

skalň od koŒca XIX wieku jako popularna uŨywka sğuŨŃca do wyrobu papieros·w. 

TytoŒ pozyskiwany jest z dw·ch gatunk·w roŜlin, mianowicie Nicotiana tabacum i Nicotiana 

rustica, oba pochodzŃ z And·w PeruwiaŒskich i Ekwadorskich. TytoŒ stosowano na wiele sposob·w: 

palono w fajkach, wdychano, Ũuto, zjadano, spoŨywano jako herbatň, stosowano do pğukania jelit, 

rozcierano na skórze w celu zwalczania wszy, wkraplano jako krople do oczu, a takŨe stosowano w 

maŜciach, Ŝrodkach przeciwb·lowych oraz Ŝrodkach antyseptycznych. Zwyczaj palenia tytoniu 

znany jest od co najmniej trzech tysiňcy lat. ChociaŨ Krzysztof Kolumb odkryğ go dopiero gdy dotarğ 

do Ameryki w 1492 roku, to staroŨytne rzeŦby ŜwiŃtynne w Ameryce środkowej przedstawiajŃ 

zwyczaj palenia tytoniu juŨ 1 000 lat przed naszŃ erŃ. 

Powszechnie wiadomo, Ũe dym tytoniowy zawiera ponad 4 000 zwiŃzk·w chemicznych, w tym 

nikotynň, tlenek wňgla, benzo[a]piren (prekancerogen wystňpujŃcy w sm·ğce papierosowej), 

substancje draŨniŃce drogi oddechowe (takie jak akroleina, formaldehyd, fenole) i inne. ZwiŃzkiem 

ksenobiotycznym, na kt·ry naleŨy zwr·ciĺ szczeg·lnŃ uwagň, jest benzo[a]piren, wytwarzany 

podczas spalania materiağ·w roŜlinnych zawierajŃcych tytoŒ, kt·ry u ludzi i zwierzŃt 

metabolizowany jest do benzo[a]pireno-7,8-dihydrodiolu-9,10-epoksydu, czynnika silnie 

rakotw·rczego. JednakŨe wiňkszoŜĺ badaŒ klinicznych pokazuje, Ũe to nikotyna jest gğ·wnym 

czynnikiem odpowiedzialnym za rozw·j uzaleŨnienia od tytoniu. 

TytoŒ, opr·cz nikotyny, zawiera r·wnieŨ wiele innych alkaloid·w, w tym ponad 20 r·Ũnych 

substancji, kt·re sŃ pochodnymi nikotyny. Nikotyna jest najliczniejszym spoŜr·d lotnych alkaloid·w 

w liŜciach tytoniu, stanowiŃcym okoğo 98% cağkowitej zawartoŜci alkaloid·w. Pozostağe alkaloidy 

tytoniowe, takie jak nornikotyna, anabazyna, anatabina, kotynina i jeszcze kilka innych zwiŃzk·w 

(rysunek 1), sŃ r·wnieŨ farmakologicznie aktywne, ale wykazujŃ mniejszŃ aktywnoŜĺ niŨ nikotyna. 

Nikotyna jest organicznym zwiŃzkiem chemicznym z grupy alkaloid·w pirydynowych, zawartym 

przede wszystkim w r·Ũnych gatunkach tytoniu oraz innych roŜlinach z rodziny psiankowatych 

(Solanaceae), takich jak ziemniaki, pomidory, papryka czy bakğaŨan. Suche liŜcie tytoniu 

szlachetnego Nicotiana tabacum zawierajŃ od 2 do 8% nikotyny, natomiast tytoŒ indiaŒski (Ădziki 

tytoŒò) Nicotiana rustica moŨe zawieraĺ nawet do 18% tego alkaloidu. 
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Rysunek 1. Struktura chemiczna wybranych alkaloidów tytoniu. 

Po raz pierwszy nikotyna zostağa wyizolowana w 1828 roku zaŜ jej struktura, 3-(N-metylo-2-

pirolidynylo)-pirydyny, C10H14N2, zostağa zaproponowana w 1895 roku i potwierdzona w 1904 roku 

w wyniku syntezy chemicznej. Czysta nikotyna to klarowna oleista ciecz o charakterystycznym, 

intensywnym zapachu, brunatniejŃca na powietrzu (w wyniku utleniania do kwasu nikotynowego). 

Nikotyna moŨe wystňpowaĺ w postaci wolnej zasady lub jako s·l dwuchlorowodorkowa, salicylowa, 

siarczanowa lub dwuwinianowa. Hydrofobowe wğaŜciwoŜci pirydyny i pierŜcienia pirolidynowego 

w czŃsteczce nikotyny nadajŃ jej charakter lipofilowy, co powoduje dobrŃ rozpuszczalnoŜĺ tego 

alkaloidu w lipidach. 

Nikotyna jest aminŃ zbudowanŃ z dw·ch pierŜcieni heterocyklicznych, pirydyny i pirolidyny, kt·rej 

atom wňgla w pozycji 2 stanowi centrum chiralne. W zwiŃzku z tym obecne sŃ dwa izomery optyczne 

(enancjomery) nikotyny, kt·re skrňcajŃ Ŝwiatğo spolaryzowane w przeciwnych kierunkach (rysunek 

2). Poza tym wiňkszoŜĺ wğaŜciwoŜci fizycznych oraz chemicznych dla obu enancjomer·w jest niemal 

identyczna. W przypadku nikotyny naturalny produkt jest zdominowany przez lewoskrňtny 

enancjomer (S) tradycyjnie nazywany L- lub (-)-nikotynŃ, natomiast zawartoŜĺ prawoskrňtnego     

(R)-enancjomeru nikotyny (okreŜlanego r·wnieŨ jako D- lub (+)-nikotyna) zwykle nie przekracza 

kilku procent (jego aktywnoŜĺ biologiczna jest r·wnieŨ okoğo 8 razy mniejsza). 

 

Rysunek 2. Struktura chemiczna enancjomerów nikotyny: (S)-nikotyna oraz (R)-nikotyna. 

Nikotyna zwykle stanowi okoğo 5% masy tytoniu. Papieros zawiera od 8 mg do 20 mg nikotyny (w 

zaleŨnoŜci od marki), ale tylko okoğo 1 mg jest faktycznie wchğaniany przez ludzki organizm. 

Nikotyna dziağa na nikotynowe receptory cholinergiczne, wpğywa na wiňkszoŜĺ ukğad·w 

narzŃdowych w organizmie i jest wysoce uzaleŨniajŃca. Stwierdzono, Ũe moŨe odgrywaĺ istotnŃ rolň 

w rozwoju chorób sercowo-naczyniowych i zaburzeniach pğodnoŜci, a takŨe jest gğ·wnym 

prekursorem wysoce rakotwórczych N-nitrozoamin, specyficznych dla tytoniu. Dawka Ŝmiertelna dla 

ludzi wynosi okoğo 50-100 mg. Ze wzglňdu na wyŨej wymienione wğaŜciwoŜci nikotyna jest waŨnym 

alkaloidem z punktu widzenia zdrowia publicznego. 
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Znanych jest wiele metod oznaczania nikotyny i jej pochodnych w próbkach biologicznych. 

NajczňŜciej stosowane metody obejmujŃ chromatografiň cienkowarstwowŃ (TLC), elektroforezň 

kapilarnŃ (CE), chromatografiň gazowŃ (GC) i wysokosprawnŃ chromatografiň cieczowŃ (HPLC). 

W metodzie elektroforezy kapilarnej (CE) wykorzystuje siň zjawisko elektroforezy, czyli migracji w 

polu elektrycznym czŃstek obdarzonych ğadunkiem. Rozdziağ jon·w moŨliwy jest dziňki r·Ũnicom w 

prňdkoŜciach z jakimi migrujŃ one wewnŃtrz szklanej kapilary. Metoda CE charakteryzuje siň 

niezwykle duŨŃ sprawnoŜciŃ i kr·tkim czasem separacji, minimalnym zuŨyciem odczynnik·w 

(pr·bek i bufor·w) oraz peğnŃ automatykŃ. Przy pomocy CE moŨna analizowaĺ zar·wno mağe jony 

np. metali, jak r·wnieŨ duŨe makromolekuğy, takie jak peptydy, biağka czy kwasy nukleinowe. W 

specyficznych warunkach moŨliwa jest r·wnieŨ analiza molekuğ pozbawionych ğadunku. 

JednakŨe technika HPLC wydaje siň byĺ najbardziej odpowiedniŃ i czuğŃ metodŃ, szczeg·lnie w 

poğŃczeniu z tandemowŃ spektrometriŃ mas (MS/MS). Nikotyna i jej pochodne naleŨŃ do grupy 

polarnych zasadowych czŃsteczek, kt·re w obojňtnych i kwaŜnych roztworach wystňpujŃ gğ·wnie w 

formie kationowej. Z tego wzglňdu rozdziağ tych alkaloid·w moŨna przeprowadziĺ za pomocŃ 

techniki HPLC z tworzeniem par jonowych, chromatografii jonowej lub w ukğadzie faz odwr·conych 

(RP) ï najczňŜciej stosowana. 

Najbardziej obiecujŃcŃ, alternatywŃ w stosunku do RP-HPLC, metodŃ separacji wysoce polarnych 

obojňtnych czŃsteczek oraz czŃsteczek obdarzonych ğadunkiem jest chromatografia cieczowa 

oddziağywaŒ hydrofilowych (HILIC). Metoda ta zapewnia wysokŃ selektywnoŜĺ, dobry ksztağt piku 

i wysokŃ retencjň tego typu zwiŃzk·w. Uzyskuje siň to poprzez zastosowanie fazy ruchomej bogatej 

w rozpuszczalniki organiczne (np. acetonitryl), w poğŃczeniu z polarnŃ fazŃ stacjonarnŃ (np. 

krzemionkŃ lub krzemionkŃ modyfikowanŃ grupami diolowymi, aminowymi, cyjanopropylowymi). 

Ponadto, wysoce lotne fazy ruchome bogate w acetonitryl stosowane w metodzie HILIC zapewniajŃ 

niŨsze ciŜnienie zwrotne na kolumnie, a takŨe zwiňkszonŃ czuğoŜĺ detekcji z wykorzystaniem 

spektrometrii mas, np. z jonizacjŃ przez elektrorozpylenie (ESI-MS). Wysoka efektywnoŜĺ, 

selektywnoŜĺ i szybkoŜĺ separacji zwiŃzk·w polarnych z wykorzystaniem metody HILIC moŨna 

dodatkowo zwiňkszyĺ przez zastosowanie ultra-wysokosprawnej chromatografii cieczowej 

(UHPLC), która wykorzystuje kolumny wypeğnione ziarnami o Ŝrednicy poniŨej 2 ɛm oraz metody 

separacji z wykorzystaniem wysokich ciŜnieŒ (do 1200 bar·w). 

Odczynniki i sprzňt laboratoryjny 

1. Materiağ analizowany: liŜcie tytoniu lub inne produkty zawierajŃce nikotynň (papierosy, tabaka) 

2. Prob·wki typu Falcon o pojemnoŜci 15 mL wraz z nakrňtkŃ 

3. Prob·wki typu Eppendorf o pojemnoŜci 1,5 mL oraz tipsy do mikropipet automatycznych o 

pojemnoŜci 100 ÕL i 1000 ÕL 

4. Strzykawki plastikowe niesterylne o pojemnoŜci 2 mL 

5. Filtry strzykawkowe PTFE niesterylne hydrofobowe 0,22 Õm o Ŝrednicy 13 mm 

6. Fiolki o pojemnoŜci 2 mL z nakrňtkŃ karbowanŃ 9 mm, z uszczelkŃ PTFE z naciňciem 

7. Roztw·r wzorcowy zawierajŃcy nikotynň rozpuszczonŃ w mieszaninie woda/acetonitryl/kwas 
mr·wkowy (20/80/0,2 v/v/v), o stňŨeniu 1 mg/mL 

8. Metanol, acetonitryl i kwas mr·wkowy (o czystoŜci LC-MS) 

9. Woda dejonizowana (przefiltrowana  przez filtr PTFE 0,22 µm) 

10. Mikropipety o pojemnoŜci 100 ÕL i 1000 ÕL 

11. Wirówka laboratoryjna 

12. WytrzŃsarka typu Vortex 

13. Zestaw do ultra-wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem spektrometrii mas 

(UHPLC-MS) 

14. Zestaw do elektroforezy kapilarnej (CE) 
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Wykonanie ĺwiczenia 

A. Izolacja nikotyny 

 

Okoğo 100 mg liŜci tytoniu (suszu lub ŜwieŨo zerwanych) lub innego produktu tytoniowego  

zawierajŃcego nikotynň (tytoŒ papierosa, tabaka) umieŜciĺ w prob·wce typu Falcon o pojemnoŜci   

15 mL (zanotowaĺ dokğadnŃ masň uŨytego materiağu!), dodaĺ 8 mL acetonitrylu, 2 mL wody 

dejonizowanej oraz 20 ÕL kwasu mr·wkowego. Tak przygotowanŃ mieszaninň wytrzŃsaĺ przez 

okoğo 30 sekund, a nastňpnie prob·wkň umieŜciĺ w ğaŦnie ultradŦwiňkowej na okres okoğo 30 min, 

w temperaturze pokojowej. Po tym czasie prob·wkň przenieŜĺ do wir·wki i odwirowaĺ przy 5000 

RPM przez 10 minut. 1,5 mL supernatantu przesŃczyĺ (filtr strzykawkowy 13 mm PTFE, 0,22 Õm) 

do prob·wki typu Eppendorf. Nastňpnie 100 ÕL przesŃczu przenieŜĺ do probówki Eppendorfa i 

rozcieŒczyĺ 10-krotnie mieszaninŃ woda/acetonitryl/kwas mr·wkowy (20/80/0,1 v/v/v). 

PrzygotowanŃ w ten spos·b pr·bkň poddaĺ analizie chromatograficznej z wykorzystaniem techniki 

LC-MS oraz CE. 

B. Analiza zawartoŜci nikotyny z wykorzystaniem techniki LC-MS 

 

B1. SPORZłDZENIE KRZYWEJ WZORCOWEJ 

W celu sporzŃdzenia krzywej wzorcowej przeprowadziĺ analizy LC-MS roztworów wzorcowych 

nikotyny otrzymanych przez odpowiednie rozcieŒczenie fazŃ ruchomŃ roztworu wzorcowego 

nikotyny o stňŨeniu 1 mg/mL do nastňpujŃcych stňŨeŒ: 10 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 75 ng/mL 

oraz 100 ng/mL. Na podstawie analizy pól powierzchni pików w otrzymanych chromatogramach 

wykreŜliĺ krzywŃ wzorcowŃ przedstawiajŃcŃ zaleŨnoŜĺ powierzchni piku od stňŨenia wzorca. 

Otrzymana wartoŜĺ wsp·ğczynnika korelacji powinna byĺ wiňksza lub r·wna 0,995. 

WARUNKI ANALIZY LC -MS 

Á ultra-wysokosprawny chromatograf cieczowy firmy Shimadzu Nexera X2 wyposaŨony w dwie 

pompy, degazer, autosampler, termostat kolumn oraz detektor masowy Shimadzu LCMS-2020 

Á kolumna:  Phenomenex Kinetex HILIC 100 Å (ziarna 2,6 µm) o wymiarach 100×2,1 mm 

Á objňtoŜĺ dozowania:  10 µL 

Á temperatura kolumny:  40 ̄C 

Á faza ruchoma:  78% roztwór acetonitrylu w H2O z dodatkiem 0,1% kwasu mrówkowego 

Á natňŨenie przepğywu fazy ruchomej:  0,35 mL/min 

Á czas analizy:  7 min 

Á temperatura autosamplera:  4 C̄ 

Á tryb jonizacji detektora MS:  dodatnia ESI 

Á metoda rejestracji widma MS:  SIM (przy m/z 163,10 [M+H]+) 

Á napiňcie na kapilarze:  4000 V 

Á napiňcie na detektorze:  1,6 kV 

Á temperatura linii desolwacyjnej:  275 C̄ 

Á temperatura bloku grzewczego:  325 C̄ 

Á natňŨenie przepğywu gazu nebulizujŃcego:  1,5 L/min (N2) 

Á natňŨenie przepğywu gazu osuszajŃcego:  15 L/min (N2) 

 

B2. ANALIZA CHROMATOGRAFICZNA NIKOTYNY W TYTONIU LUB W WYBRANYCH PRODUKTACH 

TYTONIOWYCH 

Przed rozpoczňciem wğaŜciwej analizy badanej pr·bki naleŨy wykonaĺ analizň chromatograficznŃ 

roztworu kontrolnego nikotyny o stňŨeniu 50 ng/mL i por·wnaĺ zgodnoŜĺ wyniku z krzywŃ 

wzorcowŃ. Otrzymany wynik powinien mieŜciĺ siň w zakresie stňŨenia teoretycznego ±20%. W 
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wypadku braku zgodnoŜci wyniku naleŨy przygotowaĺ nowe roztwory wzorcowe nikotyny oraz 

sporzŃdziĺ nowŃ krzywŃ wzorcowŃ. JeŜli roztw·r kontrolny speğnia powyŨsze kryterium wykonaĺ 

analizň pr·bki posğugujŃc siň tŃ samŃ metodŃ chromatograficznŃ jak dla roztworów wzorcowych i 

mieszaniny kontrolnej. 

C. Analiza zawartoŜci nikotyny z wykorzystaniem techniki CE 

 
(Szczeg·ğy techniczne wykonania analizy CE poda prowadzŃcy przed jej wykonaniem) 

 

C1. SPORZłDZENIE KRZYWEJ WZORCOWEJ 

W celu sporzŃdzenia krzywej wzorcowej przeprowadziĺ analizy CE roztwor·w wzorcowych 

nikotyny otrzymanych przez odpowiednie rozcieŒczenie wodŃ roztworu wzorcowego nikotyny o 

stňŨeniu 1 mg/mL do nastňpujŃcych stňŨeŒ: 1 mg/mL (NIEROZCIEőCZONY) 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL i 

0,05 mg/mL. KaŨdŃ pr·bkň wzorcowŃ przygotowaĺ w objňtoŜci 50 ÕL. Na podstawie analizy pól 

powierzchni pik·w w otrzymanych elektroforegramach metodŃ regresji liniowej (wyznaczyĺ 

parametry a, b i R2) wykreŜliĺ krzywŃ wzorcowŃ przedstawiajŃcŃ zaleŨnoŜĺ powierzchni piku od 

stňŨenia wzorca. 

WARUNKI ANALIZY CE  

Á aparat do elektroforezy kapilarnej SCIEX PACE MDQ Plus 

Á kapilara szklana o wymiarach 30(20 cm do detektora)×50 µm i.d. 

Á bufor separacyjny: 25 mM bufor fosforanowy, pH 2,5 

Á iniekcja pr·bki: ciŜnieniowa, 0,5 psi przez 5s 

Á metoda separacji: stağe napiňcie 20 kV 

Á detekcja przy dğugoŜci fali l = 200 nm 

Á czas analizy:  3 min 

Á polaryzacja elektrod: normalna (katoda (-) od strony detektora) 

 

C2. ANALIZA ELEKTROFORETYCZNA NIKOTYNY W TYTONIU LUB W WYBRANYCH PRODUKTACH 

TYTONIOWYCH 

Przed rozpoczňciem wğaŜciwej analizy CE badanej pr·bki naleŨy wykonaĺ analizň CE roztwor·w 

wzorcowych nikotyny. Nastňpnie w identycznych warunkach analizowaĺ dwukrotnie badanŃ pr·bkň. 

Pr·bka musi byĺ przefiltrowana przez filtr o Ŝrednicy por·w 0,22 Õm przed analizŃ!!! 

Otrzymany wynik powinien mieŜciĺ siň w zakresie stňŨeŒ krzywej wzorcowej. JeŨeli tak nie jest 

naleŨy rozcieŒczyĺ badanŃ pr·bkň aby speğniağa ona ten warunek i powt·rzyĺ analizň. 

D. Przedstawienie wynik·w koŒcowych 

 

Na podstawie czasów retencji (chromatogramy LC-MS) oraz czasów migracji (elektroforegramy CE) 

zidentyfikowaĺ nikotynň w badanej pr·bce, a jej zawartoŜĺ wyznaczyĺ na podstawie powierzchni 

pik·w, posğugujŃc siň krzywymi wzorcowymi. Wyniki koŒcowe oznaczeŒ przedstawiĺ w mg/g 

badanej pr·bki oraz w postaci procentowej zawartoŜci nikotyny w badanej pr·bce z dokğadnoŜciŃ do 

0,1. Por·wnaĺ wyniki otrzymane metodami LC-MS i CE ï wskazaĺ przyczyny ewentualnych 

rozbieŨnoŜci w otrzymanych wynikach. 

Zakres materiağu 

klasyfikacja, wystňpowanie i wğaŜciwoŜci alkaloid·w, struktura i wğaŜciwoŜci nikotyny, podstawowe 

wiadomoŜci z zakresu wysokosprawnej chromatografii cieczowej, spektrometrii mas i elektroforezy 

kapilarnej (w tym podstawowe pojňcia, podstawy fizyczne procesu rozdziağu, metoda krzywej 

wzorcowej) 
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