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I. Wprowadzenie

I.1. Spektrofotometryczne oznaczanie bialek

Bialka sg podstawowymi makroczasteczkami zbudowanymi z szeregu aminokwasow
potaczonych wigzaniami peptydowymi. Roznorodnos¢ wiasciwosci biatek wynika
z kombinacji dwudziestu naturalnych aminokwasow, z ktorych kazdy posiada unikalng grupe
boczng decydujaca o charakterze chemicznym i reaktywnosci czasteczki. Po syntezie taficuch
polipeptydowy ulega spontanicznemu faldowaniu, przyjmujac strukture trzeciorzgdowa
stabilizowang przez oddziatywania hydrofobowe, mostki disiarczkowe, wigzania wodorowe
1 sity elektrostatyczne. Zaréwno sekwencja aminokwasowa, jak 1 sposob faldowania
determinuja wilasciwosci fizykochemiczne biatek, takie jak rozpuszczalno$¢, stabilno$¢
konformacyjna, podatnos¢ na denaturacje oraz zachowanie w polu elektromagnetycznym.

W oznaczeniach spektrofotometrycznych szczegdlne znaczenie maja aminokwasy
aromatyczne, takie jak tryptofan, tyrozyna oraz fenyloalanina, poniewaz zawarte w ich
pierScieniach uklady sprze¢zonych wigzan podwojnych pochtaniaja promieniowanie
ultrafioletowe (Rys. 1). Tryptofan jest najsilniejszym chromoforem, wykazujac wyrazne
maksimum absorpcji w okolicach 280 nm, tyrozyna absorbuje umiarkowanie,
natomiast fenyloalanina stabo (z maksimum przesunigtym w kierunku fal krétszych, tj. ok. 258

nm). Intensywno$¢ sygnatu zalezy zaré6wno od liczby reszt aromatycznych, jak i od stopnia ich
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ekspozycji w strukturze biatka — reszty ukryte we wnetrzu hydrofobowym moga pochtaniac¢
$wiatto stabiej niz te znajdujace si¢ na powierzchni czasteczki. Nalezy réwniez pamictaé, ze
silng absorpcj¢ przy 205 nm wykazuje samo wigzanie peptydowe, co powoduje, ze sygnat
pochodzacy od biatka jest sumg oddzialywania chromoforéw bocznych i tancucha gtownego.
Zdolno$¢ bialek do absorpcji $wiatta przy dlugosci fali 280 nm umozliwia zastosowanie
spektrofotometrii UV do oznaczania ich st¢zenia w roztworach wodnych. Metoda ta opiera si¢
na prawie Lamberta—Beera, zgodnie z ktérym absorbancja jest wprost proporcjonalna do
stezenia analitu, pod warunkiem, ze pomiar wykonywany jest w zakresie liniowosci detektora
(zazwyczaj A < 1,0 — 1,5), co czesto wymusza wielokrotne rozcienczanie ekstraktow
biatkowych. Ponadto wszystkie roztwory standardowe i probki musza byé przygotowane
w identycznym rozpuszczalniku, aby unikna¢ efektdéw matrycowych. Szczegoélnie istotna jest
obecno$¢ substancji wykazujacych wlasng absorpcje w zakresie UV (m.in. niektore detergenty,
nukleotydy, fenole), ktore moga zafalszowacé pomiar. Z kolei obecno$¢ zawiesiny powoduje
rozpraszanie $wiatta, dlatego probki przed pomiarem odwirowuje si¢ i pobiera jedynie faze

ciekla wolng od czastek statych.
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Rys. 1. Struktury chemiczne aminokwas6w aromatycznych

Widmo absorpcji biatek jest zalezne od ich skladu aminokwasowego, srodowiska
chemicznego oraz pH roztworu, ktére wptywa m.in. na jonizacj¢ grup fenolowych tyrozyny.
Ze wzgledu na to, ze biatka réznig si¢ zawartoscig chromoforéw aromatycznych, dla
zapewnienia poprawnosci oznaczen stosuje si¢ kalibracje z wykorzystaniem roztworéw
wzorcowych biatka o znanych st¢Zeniach. Albumina jest najczesciej stosowanym standardem,
poniewaz dobrze rozpuszcza si¢ w wodzie, jest stabilna i posiada charakterystyczny dla wielu
biatek profil absorpcji (Rys. 2), umozliwiajacy wygenerowanie liniowej krzywej kalibracyjnej

w szerokim zakresie stezen.
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Rys. 2. Widmo absorpcji albuminy.

Poréwnanie absorbancji probek z wartoSciami odczytanymi z krzywej pozwala
precyzyjnie okresli¢ stezenie biatka w badanym roztworze. Metoda ta jest szybka,
niewymagajaca stosowania dodatkowych odczynnikow 1 bardzo powszechna, cho¢ jej
doktadno$¢ zalezy od warunkéw pomiaru, rodzaju buforu, pH oraz obecnos$ci substancji

interferujacych.

I.2. Ekstrakcja
Ekstrakcja jest powszechnie stosowang technika rozdzielania 1 oczyszczania
sktadnikow mieszanin. Polega na rozpuszczeniu poszczegdlnych substancji lub grup zwigzkéw
chemicznych w odpowiednim rozpuszczalniku i oddzieleniu ich w postaci roztworu od
pozostalych sktadnikéw probki. W trakcie procesu ekstrakcji ma miejsce transport sktadnikow
z probki, nazywanej matryca pierwotng do matrycy odbierajacej, tzw. wtdrnej, ktora zazwyczaj
ma jednoznacznie okreslony 1 prosty skltad chemiczny. We wspodiczesnych technikach
ekstrakcji jako matryce odbierajaca stosuje si¢ nie tylko ciekle rozpuszczalniki, ale takze gazy,
ciata stale lub ptyny w stanie nadkrytycznym.
Wykorzystanie ekstrakcji w procedurze analitycznej pozwala na:
— 1zolacje poszczeg6lnych sktadnikow lub catej grupy zwigzkow z pierwotnej probki do
matrycy o prostszym skladzie, a tym samym zmniejszenie interferencji innych
sktadnikow na skutek przeniesienia do matrycy wtornej tylko wybranych zwigzkoéw

chemicznych,



— zatgzenie probki, czyli uzyskanie odpowiedniego st¢zenia analitu, umozliwiajace

zastosowanie wybranej techniki i1 przyrzadu pomiarowego w celu analizy ilo$ciowe;.
Nalezy jednak pamictaé, ze ekstrakcja, jak kazdy etap w procedurze analitycznej, wigze si¢
z mozliwoscig utraty czesci analitow.

Wybor techniki ekstrakcji zalezy przede wszystkim od stanu skupienia matrycy,
wlasciwosci 1 stezenia analitu oraz wlasciwosci 1 stezenia substancji przeszkadzajacych.
Technike ekstrakcji nalezy dostosowa¢ do celu, czasu analizy, sposobu przygotowania probki
oraz czutosci 1 selektywnosci metody koncowego oznaczania, jesli takie jest stosowane.

Najstarszym rodzajem ekstrakcji stosowanym w analityce, a zarazem najpopularniejsza
technikg izolacji analitow z probek ciektych jest ekstrakcja typu ciecz — ciecz (liquid — liquid
extraction, LLE). Polega ona na przeniesieniu substancji rozpuszczonej w jednej fazie cieklej
do drugiej fazy cieklej, niemieszajacej si¢ z pierwsza. Warunkiem prawidlowego przebiegu
tego procesu jest wystepowanie dwoch faz ciektych, ktére po zakonczeniu procesu mozna tatwo
rozdzieli¢ mechanicznie. Najprostszym sposobem ekstrakcji ciecz — ciecz jest ekstrakcja
w rozdzielaczu. Probke ciekla umieszcza si¢ w rozdzielaczu, dodaje rozpuszczalnik
ekstrahujacy 1 wytrzasa recznie lub mechanicznie. Nastgpnie pozostawia do rozdzielenia
warstw. Ekstrakcje powtarza si¢ wielokrotnie, a potagczone ekstrakty przemywa czysta ciecza,
w ktorej byta rozpuszczona probka.

Kolejnym typem ekstrakcji jest ekstrakcja w ukladzie ciato stale — ciecz (ang. solid
liquid extraction, SLE), ktora polega ona na wyodrebnieniu z ciata statego skladnika
rozpuszczajacego si¢ w odpowiednim rozpuszczalniku. Ekstrakcje za pomoca cieczy stosuje
si¢ do wydzielania substancji z materiatu ro§linnego, materialu pochodzenia zwierzgcego oraz
z gleby 1 osadéw. Ponadto ekstrakcja w uktadzie ciato state — ciecz jest czgsto stosowana do
desorpcji analitu z sorbentu stalego. Stosowane obecnie techniki ekstrakcji probek statych
ciecza mozna podzieli¢ na:

- techniki klasyczne, takie jak ekstrakcja przez wytrzasanie oraz ekstrakcja przez
homogenizacje probki z rozpuszczalnikiem,

- techniki klasyczne wspomagane, np. ultradzwigkami czy promieniowaniem
mikrofalowym,

- wspotczesne  techniki  ekstrakcji, z  zastosowaniem niekonwencjonalnych
rozpuszczalnikow oraz warunkow procesu, np. ekstrakcja plynem w stanie
nadkrytycznym.

Klasyczne techniki ekstrakcji skutecznie wypierane sa przez modyfikowane sposoby izolacji

substancji. Stosowanie fizycznych metod wspomagajacych proces ekstrakcji, takich jak:
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zwigkszanie cis$nienia ekstrahenta, stosowanie promieniowania mikrofalowego lub fal
ultradzwigkowych, zdecydowanie zwicksza wydajnos¢ ekstrakcji oraz pozwala na ograniczenie
zuzycia lotnych 1 szkodliwych rozpuszczalnikow.

Najprostszg technika klasyczng jest ekstrakcja rozpuszczalnikiem przez wytrzasanie,
ktéra przy tym jest czasochtonna 1 wymagajaca duzej ilosci ekstrahenta. Probke
po rozdrobnieniu umieszcza si¢ w naczyniu, zalewa rozpuszczalnikiem i wytrzasa. Najczesciej
probke ekstrahuje si¢ wielokrotnie, dodajac za kazdym razem §wiezg porcjg rozpuszczalnika.
Uzyskane porcje ekstraktu taczy si¢, nastepnie saczy lub wiruje dla oddzielenia czastek statych
probki.

W przypadku probek biologicznych czesto stosuje si¢ homogenizacje probki
z odpowiednim rozpuszczalnikiem. Probke zalewa si¢ odpowiednim rozpuszczalnikiem
irozdrabnia z wykorzystaniem homogeniztora. Proces ekstrakcji zachodzi jednocze$nie
z rozdrabnianiem probki. Uzyskany homogenat nastepnie poddaje si¢ saczeniu lub czesciej
wirowaniu w celu oddzielenia nierozpuszczalnych pozostatosci. Uzyskany osad mozna poddac
powtdrnej ekstrakcji. Powtarzanie tego procesu kilkoma porcjami §wiezego rozpuszczalnika
pozwala uzyska¢ wicksza wydajno$¢ ekstrakeji.

Oceny ilosciowej procesu ekstrakcji mozna dokona¢ na podstawie wydajnosci
ekstrakcji (%E), ktora jest stosunkiem ilo$ci substancji wyekstrahowanej, znajdujacej si¢
w eluencie do jej iloSci w probce wyjsciowe]. Na efektywnos$¢ ekstrakeji wplyw maja takie
czynniki jak: rodzaj substancji i1 stosowanego rozpuszczalnika, temperatura, intensywno$¢

wytrzasania oraz rozdrobnienie materiatu.

II.  Cel ¢wiczenia
Celem c¢wiczenia jest okreSlenie wplywu rozdrobnienia probki na efektywnos$¢

ekstrakcji biatek z batona proteinowego.

III.  Odczynniki i aparatura

I11.1. Odczynniki:
— baton proteinowy,
— roztwor wzorcowy albuminy jaja kurzego, 10 mg/mL,

— woda dejonizowana.



I11.2. Aparatura i sprze¢t laboratoryjny:

IV.

homogenizator IKA Labortechnik T25,

waga analityczna RADWAG WPE 60,

spektrofotometr UV-VIS,

kuweta kwarcowa 1 cm,

no6z lub skalpel,

szkietko zegarkowe do krojenia,

topatka ze stali nierdzewne;,

peseta laboratoryjna ze stali nierdzewnej,

naczynka wagowe,

zlewki,

probowki zakrecane typu ,,falcon” o pojemnosci 15 mL,
probowki zakrecane typu ,,falcon” o pojemnosci 50 mL,
probéwki typu Eppendorf o pojemnos$ci 2 mL,

kolby miarowe o pojemnosci 5 oraz 10 mL,

statyw na probowki,

pipety automatyczne 100 —1000 pL,

koncowki do pipet.

Wymagane Srodki ostroznosci

W trakcie wykonywania ¢wiczenia student zobowigzany jest do noszenia odziezy

ochronnej oraz okularow laboratoryjnych.

Praca z rozpuszczalnikami organicznymi powinna odbywac si¢ pod wyciagiem.

Roztworow nie nalezy wdychac 1 pipetowac ustami.

Szczegdlowe opisy zagrozen oraz sposoby postgpowania

niebezpiecznych sytuacji zawarte sg w kartach charakterystyk, obecnych w pracowni

laboratoryjne;j.

w przypadkach



V. Wykonanie ¢wiczenia

V.1. Przygotowanie krzywej kalibracyjnej

W kolbach miarowych o pojemnos$ci 10 mL przygotowaé 2 serie roztworow
standardowych albuminy jaja kurzego w wodzie dejonizowanej o stezeniach: 0,0; 0,1; 0,2; 0,3;
0,4 oraz 0,5 mg/mL. W tym celu do kolby doda¢ odpowiednig objetos¢ roztworu wzorcowego
biatka o stezeniu 10 mg/mL (zgodnie z ponizsza tabelg), a nastgpnie dopetni¢ wodg

dejonizowang do kreski.

Stezenie roztworu Objetosé roztworu
standardowego albuminy podstawowego albuminy
[mg/mL] [uL]
0,0 0
0,1 100
0,2 200
0,3 300
0,4 400
0,5 500

Za pomoca spektrofotometru UV-Vis zmierzy¢ absorbancje przygotowanych

roztworow przy dtugosci fali 280 nm wzgledem wody.
V.2. Przygotowanie probek do ekstrakcji

Ekstrakcja przez wytrzasanie:

Probke batona proteinowego pokroi¢ nozem na kawatki wielkosci kostki
o wymiarach 0,5 cm x 0,5 cm % 0,5 cm. Przygotowac trzy nawazki pokrojonego batona o masie
1 g kazda, a nastgpnie przenies¢ je do falkondw o pojemnosci 15 mL. Doda¢ 10 mL wody
dejonizowanej. Przygotowane probki ekstrahowaé poprzez reczne wytrzasanie falkonow
ruchem gora—dot przez 1 min, z umiarkowang intensywnoscia. 2000 puL otrzymanego ekstraktu
przenie$¢ do probowki typu Eppendorf o pojemnosci 2 mL, a nastgpnie podda¢ wirowaniu
przy 12000 rpm przez 10 min w temperaturze pokojowej. Otrzymany supernatant rozcienczy¢
10-krotnie za pomocg wody dejonizowanej. W tym celu do kolby miarowej o pojemnosci 5 mL
doda¢ 500 uL supernatantu i1 uzupetlni¢ woda dejonizowang do kreski. Probki wymieszac
delikatnym, powolnym odwracaniem kolby 8—10 razy, ruchem goéra—dot, tak aby nie tworzy¢

piany. Nastepnie zmierzy¢ absorbancj¢ przygotowanych roztworéw przy dtugosci fali 280 nm.



Homogenizacja:

Trzykrotnie odwazy¢ po 2 g batona. Kazda z nawazek umiesci¢ w falkonie o pojemnosci
50 mL. Doda¢ 20 mL wody dejonizowanej, aby otrzymac¢ 10-krotne rozcienczenie probki.
Probke homogenizowa¢ przez 1 min. 2000 uL otrzymanego homogenatu przenies¢ do
probowki typu Eppendorf o pojemnosci 2 mL, a nastepnie odwirowac przy 12000 rpm przez
10 min. Supernatant rozcienczy¢ 100-krotnie. W tym celu do kolby miarowej o pojemnosci
5 mL doda¢ 50 pL supernatantu i uzupetni¢ woda dejonizowang do kreski. Probki wymieszac
delikatnym, powolnym odwracaniem kolby 8—10 razy, ruchem gora—dét, tak aby nie tworzy¢

piany. Nastgpnie za pomocg spektrofotometru UV-Vis zmierzy¢ absorbancj¢ przygotowanych

roztwordw przy dtugosci fali 280 nm.

VI. Wykonanie sprawozdania i opracowanie wynikow

1. Przygotowac wstep teoretyczny.

2. Sporzadzi¢ tabele stezen roztwordw wzorcowych 1 odpowiadajacych im

absorbancji, zgodnie z ponizszym wzorem:

Stezenie roztworu Absorbancja [mAU]
wzorcowego [mg/mL] Seria I Seria II Srednia

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

. Wykresli¢ krzywa zalezno$ci absorbancji w funkcji stg¢zenia albuminy. Metoda
najmniejszych kwadratow wyznaczy¢ rownanie krzywej kalibracyjnej oraz
wspbtczynnik determinacji (R?).

. Wykorzystujac rownanie prostej kalibracyjnej, obliczy¢ st¢zenie biatka catkowitego
w kazdej probce batona na podstawie absorbancji roztworéw po rozcienczeniu.

. Przeliczy¢ wynik na stezenie w ekstrakcie pierwotnym, uwzgledniajac
rozcienczenia. Wyniki przedstawi¢ w tabeli, zgodnie ze wzorem ponize;.

. Dlauzyskanych warto$ci absorbancji, stezenia wyliczonego z krzywej kalibracyjnej
oraz stezenia biatka catkowitego w ekstrakcie (z trzech powtorzen) wyliczy¢
warto$ci S$rednie, odchylenia standardowego (SD) i1 wzglednego odchylenia

standardowego (%RSD).



7. Na podstawie uzyskanych wynikow poroéwnaé¢ wydajnos¢ ekstrakcji metoda

wytrzasania i homogenizacji.

8. W dyskusji wyjasni¢, w jaki sposob rozdrobnienie probki wptywa na wydajnosé
procesu ekstrakcji oraz jakie sg tego przyczyny.
Ekstrakcja przez wytrzasanie
. Stezenie biatka wyliczone Stgzeme biatka .
N prébki Absorbancja 7 Krzywej wzorcowe; W ekstraklef: po u'wzgqudglenlu
[mAU] [mg/mL] rozcienczenia probki
[mg/mL]
1
2
3
Srednia
SD
RSD [%]
Homogenizacja
. Stezenie biatka wyliczone Stgzeme biatka .
N prébki Absorbancja 2 krzywej w ekstrakplf: po u'wzgqudmemu
[mAU] [me/mL] rozcienczenia probki
[mg/mL]
1
2
3
Srednia
SD
RSD [%]
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