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1. Wstep

Okreslenie probka biologiczna jest bardzo szerokie i1 najczesciej rozumiane jako porcja
materiatu pobrana od organizmu zywego. Do probek takich zalicza si¢ materiat pochodzenia
ros$linnego oraz zwierzecego, a niekiedy zywno$¢ w szerokim pojegciu obejmujacym zard6wno
surowy materiat z produkcji rolnej, jak 1 wysokoprzetworzony produkt spozywczy. Czesto
gléwnym sktadnikiem probek biologicznych jest biatko, ktore przysparza najwiecej problemow
podczas analizy. Wprowadzenie biatek, np. do systemu HPLC, powoduje szybki spadek
sprawnosci kolumny 1 wzrost oporu, ktory skutkuje podwyzszeniem ci$nienia fazy ruchomej w
uktadzie pomiarowym, takim jak chromatograf cieczowy. Wyjatek stanowig specjalne kolumny
chromatograficzne, na ktére mozna nanosi¢ rozcienczone probki zawierajace bialka.
W zwigzku z tym probki biologiczne powinny by¢ pozbawione biatka, przed ich koncowa
analiza.

Popularng metoda oddzielenia biatek od analitu jest ich wytracanie, przy zastosowaniu
odpowiednich odczynnikoéw lub temperatury. Po wytraceniu biatka, probke poddaje si¢
saczeniu lub wirowaniu. Alternatywna metoda jest wirowanie plynnego materialu
biologicznego na odpowiednich filtrach membranowych typu ,,cut off”, pozwalajacych na
separacje¢ biatka od innych matoczasteczkowych sktadnikoéw probki.

Najczegsciej biatka sa wytracane przy uzyciu roztworow kwasow, rozpuszczalnikow
organicznych i soli. Mechanizm wytracania biatka jest r6zny w zalezno$ci od zastosowanych
odczynnikow. W roztworach silnie kwasnych, ponizej punktu izoelektrycznego, biatka
posiadaja netto tadunek dodatni 1 tworza nierozpuszczalne sole z kwasami takimi jak

trichlorooctowy czy chlorowy(VII). Wytracanie biatka poprzez dodanie soli (wysalanie) polega



na powstrzymywaniu hydratacji biatka na korzy$¢ hydratacji jonow zawartych w soli.
Powoduje to usuniecie wody z powierzchni hydrofobowych bialek, nastepstwem czego jest
wzrost oddziatywan pomiedzy grupami hydrofobowymi biatek, co prowadzi do ich agregacji
1 wytrgcania. Dodanie rozpuszczalnika organicznego mieszalnego z wodg (aceton, acetonitryl,
czy metanol) obniza statg dielektryczng roztworu biatka, co zwigksza przyciagganie pomigdzy
naladowanymi czasteczkami i utatwia elektrostatyczne oddziatywania. Ponadto rozpuszczalnik
organiczny wypiera przylaczone czasteczki wody z fragmentéw hydrofobowych biatka,
utatwiajac jego agregacje i wytracanie.

Podczas wytrgcania biatek nalezy rozwazy¢ mozliwos¢ wspotwytracania analitu
i wpltywu S$rodowiska na jego trwatos¢. W przypadku stosowania rozpuszczalnika
organicznego, wazne jest aby ten bardzo dobrze rozpuszczat analit, gdyz niektore zwigzki moga
si¢ adsorbowa¢ na wytrgcanych biatkach. Wytracajac biatko czesto stosuje si¢ duze objetosci
rozpuszczalnikéw w stosunku do wielkosci probki. W zwiazku z tym nalezy zwrdcié
szczegolng uwage na czystos¢ stosowanych odczynnikow, tak aby analizowany materiat nie
ulegt dodatkowemu zanieczyszczeniu.

Zjawiska wytracania, deproteinzacji bialek nie nalezy myli¢ z denaturacja bialek.
Denaturacja nastgpuje wowczas, gdy pod wplywem czynnikoéw chemicznych, czy fizycznych
ulega znieksztatceniu struktura IV, III lub II rzgdowa biatka. Podczas denaturacji dochodzi do
zmiany w konformacji tancucha polipeptydowego, wskutek czego biatko traci rodzime
wlasciwosci. Biatko zdenaturowane moze pozosta¢ w roztworze, badz moze by¢ z niego
wytragcone w postaci ,.ktaczkoéw”. Do czynnikow fizycznych wywolujacych denaturacje
zaliczy¢ nalezy: wysoka temperature, ultradzwieki, promieniowanie krotkofalowe oraz
wytrzasanie roztworOw wodnych bialtka w atmosferze powietrza. Chemiczne czynniki
denaturujace biatka to np.: kwasy, zasady, jony metali ci¢zkich, mocznik, detergenty, alkohol,
aceton, chloroform.

Celem c¢wiczenia jest zbadanie efektywno$ci wytrgcania biatka z jego wodnych
roztworow przy zastosowaniu roznych odczynnikow chemicznych.

Oznaczenie zawarto$ci bialka pozostalego w roztworze po deproteinizacji zostanie
wykonane metodag pomiaru absorbancji w nadfiolecie przy analitycznej dlugosci fali
wynoszacej 280 nm. Pomiar absorbancji w nadfiolecie jest mozliwy dzigki obecno$ci
w bialkach tyrozyny 1 tryptofanu, ktore posiadaja maksimum absorpcji przypadajace na
280 nm. Metoda obarczona jest bledem, gdyz wystepuje duza zmiennos¢ absorbancji dla
r6znych rodzajow biatek, wynikajaca z niejednakowej procentowej zawarto§ci wspomnianych

aminokwasow. Inng wada tej metody jest to, iz zwigzki wielkoczasteczkowe, takie jak kwasy
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nukleinowe moga wptywac na warto$¢ absorbancji mierzonej przy 280 nm. Poza tym niektore

zwigzki matoczasteczkowe (puryny, pirymidyny, fenole) wykazuja duza absorbancj¢ przy 280

nm. Pomimo tych wad metoda ta jest szeroko stosowana, gdyz pozwala na szybkie oznaczenie

zawartos$ci biatka w probce.

2. Aparatura i odczynniki

spektrofotometr UV-Vis,

kuweta kwarcowa o dtugosci 10 mm,

pipety automatyczne,

probowki typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 oraz 2 ml,
kolby miarowe o pojemnosci 5 ml,

roztwor standardowy albuminy o st¢zeniu 5 mg/ml,
sztuczna $lina,

0,9% NaCl,

3 mol/l kwas chlorowy(VII) (PCA),

acetonitryl (ACN).

Wymagane Srodki ostroznosci

v
v
v

W trakcie wykonywania ¢wiczenia student powinien nosi¢ odziez ochronng.
Roztworow nie nalezy wdychac i pipetowac ustami.

Identyfikacja zagrozen (Klasyfikacja zgodnie z dyrektywami UE 67/548/EWG lub
1999/45/WE):

Acetonitryl — F Produkt wysoce tatwopalny R11, Xn Produkt szkodliwy
R20/21/22;
Kwas chlorowy(VII) — O Produkt utleniajagcy RS, C Produkt zracy R35.

Pierwsza pomoc:
— wrazie kontaktu ze skora: sptuka¢ duza ilo$cig wody.
—  wrazie kontaktu z oczami: przeptuka¢ duzg ilo$cig wody, przy szeroko
otwartej powiece.
—  w przypadku wystgpienia podraznien skontaktowac si¢ z lekarzem.
— W razie spozycia: przeptukac usta woda.

Doktadne instrukcje postgpowania sg zawarte w dotgczonych kartach charakterystyk

substancji.

3. Przygotowanie probek i wykonanie oznaczenia

3.1.

Przygotowanie krzywej wzorcowej do oznaczenia zawarto$ci biatek

Przygotowac 2 serie roztwordéw standardowych albuminy w 0,9% NaCl o nastepujacych

stezeniach: 0,0; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 oraz 1,0 mg/ml. W tym celu do proboéwek typu Eppendorf
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o pojemnosci 2 ml doda¢ odpowiednie objetosci roztworu standardowego albuminy o stezeniu
5 mg/ml oraz 0,9% NaCl, zgodnie z tabelg ponizej (Tabela 1). Przygotowane 2 serie roztworow
albuminy delikatnie wymiesza¢ (nie powodujac pienienia), przela¢ do kuwety pomiarowe;j
(rozpoczynajac od najmniejszego stezenia) i zmierzy¢ absorbancj¢ roztworu przy dtugosci fali

280 nm.

Tabela 1. Objetosci albuminy i soli fizjologicznej potrzebne do przygotowania krzywej

WZOTCOWe;j.
Stezenie roztworu Objetos¢ roztworu Objctosé 0.9% NaCl
standardowego albuminy podstawowego albuminy
[mg/ml] [pd] Il
0,00 0 2000
0,05 20 1980
0,10 40 1960
0,25 100 1900
0,50 200 1800
1,00 400 1600

3.2.  Spektrofotometryczne oznaczenie zawarto$ci bialek w $linie

Przygotowaé roztwor §liny w dwoch powtdrzeniach do pomiaru biatka poczatkowego.
W tym celu do kolby miarowej o pojemnosci 5 ml doda¢ 50 ul §liny, a nast¢gpnie dopetni¢ do
kreski za pomoca 0,9% NaCl. Probki doktadnie wymiesza€, a nastgpnie przela¢ do kuwety

pomiarowej 1 zmierzy¢ absorbancje roztworu przy dtugosci fali 280 nm.
3.3.  Wytracenie biatek i oznaczenie stezenia biatka po odbialczeniu

a) Wytracanie biatka za pomocg kwasu

W celu sprawdzenia wydajnosci deproteinizacji przygotowacé 2 serie roztworow sliny
zgodnie z nastgpujacg procedura. Do probdéwek typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml
wprowadzi¢ po 500 pul roztworu $liny, a nastepnie doda¢ odpowiednie objetosci 0,9% NaCl
oraz 3 M PCA (Tabela 2). Probki wymiesza¢, pozostawi¢ na 5 min i odwirowaé przez 10 min

przy 12000 rpm, pami¢tajagc o wywazeniu probowek. Do kolb miarowych o pojemnosci 5 ml



wprowadzi¢ po 500 pl supernatantu i uzupetni¢ do kreski za pomocg 0,9% NaCl. Roztwory

wymieszaé, przela¢ do kuwety kwarcowej i zmierzy¢ ich absorbancje przy 280 nm.

Tabela 2. Objetosci $liny, soli fizjologicznej i kwasu uzyte do wytracenia biatka.

Nr probowki 1 2 3
objetos¢ Sliny [ul] 500 500 500

objetos¢ 0,9% NaCl [ul] 450 300 0
objetos¢ 3 M PCA [ul] 50 200 500

b) Wytracanie bialka za pomoca rozpuszczalnika organicznego

Przygotowac 2 serie roztworow §liny zgodnie z nastgpujaca procedura. Do probowek typu
Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml wprowadzi¢ odpowiednie objetosci roztworu $liny oraz 0,9%
NaCl, a nastepnie doda¢ acetonitryl w takiej ilosci, aby stosunek objetosciowy symulowanego
ptynu biologicznego do rozpuszczalnika organicznego wynosil: 2:1, 1:2 oraz 1:4 (Tabela 3).
Probki wymieszaé, pozostawi¢ na 5 min i odwirowaé przez 10 min przy 12000 rpm, pamigtajac
o wywazeniu proboéwek. Do kolb miarowych o pojemnosci 5 ml wprowadzi¢ po 500 pl
supernatantu 1 uzupeic¢ do kreski za pomocg 0,9% NaCl. Roztwory wymieszaé, przela¢ do
kuwety kwarcowej i zmierzy¢ ich absorbancje przy 280 nm.

Tabela 3. Objetosci sliny, soli fizjologicznej 1 rozpuszczalnika organicznego uzyte do
wytracenia biatka.

Nr probowki 1 2 3

objetos¢ sliny [pl] 250 250 250
objetos¢ 0,9% NaCl [ul] 1125 750 250
objetos¢ ACN [ul] 125 500 1000

4. Opracowanie wynikow

4.1. Wstep teoretyczny.

4.2.  Dla kazdego punktu kalibracyjnego (seria I 1 II) obliczy¢ $rednig warto$¢ absorbancji,
odchylenie standardowe (SD) oraz wzgledne odchylenie standardowe (%RSD).
Wykreslic krzywa kalibracyjng jako zaleznos¢ S$redniej absorbancji od stezenia
albuminy. Wyznaczy¢ roéwnanie prostej metoda najmniejszych kwadratow oraz

wspbtczynnik determinacji (R?).



4.3.

Na postawie uzyskanego rownania obliczy¢ stezenie [mg/ml] biatka poczatkowego
w probee $liny (seria I i IT). Otrzymang warto$¢ przeliczy¢ na zawarto$¢ [mg] biatka

w §linie (seria I i II). Poda¢ $rednig, SD oraz %RSD.

4.4. Na postawie uzyskanego réwnania obliczy¢ stezenie [mg/ml] pozostatego po
deproteinizacji biatka w kazdej probce S$liny. Otrzymang wartos¢ przeliczy¢ na
zawarto$¢ [mg] biatka w prébee. Poda¢ srednig, SD oraz %RSD.

4.5. Dla kazdej probki obliczy¢ wydajnos¢ procesu deproteinizacji korzystajac
Z nastgpujacego wzoru:

Wydajnosé (%] = poczatkowa ilogé b:;lz;[trgi]/v ; 11112::: Ei?::j [I;c:go]leproteinizacji (el 0%

4.6.  Wyniki dla poszczegolnych stezen odczynnika deproteinizujacego usrednic 1 wyliczy¢
SD oraz %RSD.

4.7.  Uzyskane wyniki zebra¢ w odpowiednich tabelach.

Krzywa kalibracyjna
Stezenie albuminy Absorbancja [mAU]
RSD [%]
[mg/ml] Seria | Seria II Srednia SD
0,00
0,05
0,10
0,25
0,50
1,00
Roéwnanie krzywej kalibracyjne;:
Wspoétezynnik determinacji (R?):
Poczatkowa zawartos$¢ bialka w probce Sliny
Absorbancja [mAU]
Probka RSD [%]

Seria I Seria II Srednia SD

Slina




Poczatkowe stgzenie biatka [mg/ml]

- - > RSD [%]
Seria | Seria I Srednia SD
Poczatkowa zawartos$¢ biatka w prébce [mg]
. . , RSD [%]
Seria | Seria I Srednia SD
Deproteinizacja za pomoca kwasu
e Objgtosce Absorbancja [mAU]
.| kwasu RSD [%]
probki ] Seria I Seria II Srednia SD
1 50
2 200
3 500
Nr Objetose Stezenie biatka po odbialczeniu probki [mg/ml]
o kwasu ) RSD [%]
probki m Seria I Seria II Srednia SD
1 50
2 200
3 500
Ne Objetosc Zawarto$¢ biatka po odbiatczeniu probki [mg]
. kwasu ) RSD [%]
probki m Seria | Seria I Srednia SD
1 50
2 200
3 500
N Objetose Wydajnos$¢ deproteinizacji [%]
r
' kwasu ) RSD [%]
probki (] Seria I Seria II Srednia SD
u
1 50
2 200
3 500




Deproteinizacja za pomoca rozpuszczalnika organicznego

N Objetose Absorbancja [mAU]
r
ACN , RSD [%]
probki Seria I Seria II Srednia SD
[ul]
1 125
2 500
3 1000
N Objetose Stezenie biatka po odbialczeniu probki [mg/ml]
r
ACN , RSD [%]
probki Seria I Seria II Srednia SD
[ul]
1 125
2 500
3 1000
N Objetose Zawarto$¢ biatka po odbiatczeniu probki [mg]
r
. ACN , RSD [%]
probki Seria I Seria II Srednia SD
[u]
1 125
2 500
3 1000
N Objetose Wydajnos$¢ deproteinizacji [%]
r
ACN , RSD [%]
probki Seria | Seria I Srednia SD
[u]
1 125
2 500
3 1000
4.8.  Przeprowadzi¢ dyskusje wynikéw, uwzgledniajac wpltyw rodzaju i objgtosci

4.9.

odczynnika deproteinizujagcego na skutecznos¢ procesu odbiatczania oraz
powtarzalno$¢ oznaczen.
Wskaz ewentualne trudno$ci zwigzane =z wykonaniem eksperymentu lub

przygotowaniem sprawozdania.
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