Homogenizacja

Instrukcja do éwiczen opracowana w Katedrze Chemii Srodowiska Uniwersytetu £odzkiego.

Wyodrgbnienie analitow z tkanek migkkich czgsto stanowi ogromne wyzwanie dla
chemikow analitykow, dlatego tak istotnym jest poznanie i poréwnanie tradycyjnych i
nowych metod przygotowania probek tkanek. W celu wyizolowania biatka obecnego w
tkankach, czy w komorkach drobnoustrojow potrzebne sa odpowiednie metody, ktore
pozwalaja na uwolnienie danego biatka z komorki z duza wydajnoscia, przy jednoczesnym
zachowaniu jego wiasnosci np. aktywnosci enzymatycznej, struktury itp. Szczeg6lnie plesnie
i drozdze, ale rowniez komorki roslinne posiadaja odporna na lize sciang komorkowa, ktora
utrudnia izolacje¢ biatek i innych sktadnikow komorkowych.

Przygotowanie probek tkanek jest trudnym i czasochtonnym zadaniem
laboratoryjnym, poniewaz juz od momentu pobrania probki eksperymentator powinien
zwraca¢ szczegblna uwage na sposob jej przechowywania, ekstrahowania i analizy.
Wylaczajac niewdzigczna naturg¢ analizy tkanek, na przestrzeni ostatnich lat dokonano
znaczacego postgpu w rozwoju technik przygotowania probek pozwalajacych na lepsze
zrozumienie ryzyka i korzysci wynikajacych z ich stosowania.

Techniki przygotowania probek tkanek mozemy podzieli¢ na trzy kategorie:

J Rozdrabnianie mechaniczne
J Trawienie enzymami
. Ekstrakcja

Najpopularniejsza 1 najbardziej praktyczna technika rozdrabniania probek jest
homogenizacja - roztarcie komorek. Wyodrebnienie  poszczegélnych  struktur
subkomoérkowych rozpoczyna sie od rozdrobnienia badanego materiatu i homogenizacji w
odpowiednim §rodowisku - roztworze homogenizacyjnym. W pozyskiwaniu nieuszkodzonych
organelli uzywa si¢ roztworu izotonicznego tzn. takiego, ktorego ci$nienie osmotyczne jest
réwne cisnieniu osmotycznemu wewnatrz komoérki. W roztworach hipotonicznych organelle
wchianiaja wodg i pekaja, natomiast w roztworach hipertonicznych kurcza sig.

W zaleznosci od rodzaju tkanki uzywa sie roéznych typow homogenizatorow: Potter-
Elvehjema (tkanki watroby, serca, mozgu, migéni gladkich), Dounce'a (tkanka moézgu,
komorki z hodowli tkankowych), homogenizatora-miksera. W czasie homogenizacji czgsto
utrzymuje si¢ obnizong temperatur¢ (0 — 4 °C) i niekiedy stosuje si¢ dodatek inhibitoréw

proteaz komorkowych.



W pierwszym etapie eksperymentator odwaza odpowiednia ilo$¢ probki, najczesciej
jest to od 10 mg do 1 g tkanki. Do nawazki, umieszczonej w probowce dodaje si¢
odpowiednia ilo§¢ buforu. pH buforu uzaleznione jest od rodzaju oznaczanego analitu.
Kolejnym krokiem homogenizacji jest proces rozdrabniania, w trakcie ktérego mata sonda ze
stali nierdzewnej, zbudowanej w stylu blendera, z generatorem i zestawem nozy powoduje,
energiczne mieszanie i $cinanie probek w mate kawatki. Otrzymany produkt — homogenat ma
postac potptynna, dlatego tez zasadniczo moze by¢ traktowany w taki sam sposob jak probki
plazmy. Ekstrakt komorkowy otrzymany po lizie poddawany jest procesom sedymentacyjnym
w wiréwkach. Po oddzieleniu np. sktadnikéw nierozpuszczalnych przez wirowanie (zwykle
od 10 min. przy 15.000 g do 1 godziny przy 100.000 g) otrzymuje sie nadsacz (Ssurowy
ekstrakt) i osad zawierajacy frakcje bton komorkowych. Nadsacz moze by¢ dalej oczyszczany
i ilo$¢ zawartych w nim biatek oznaczona wybrana metoda, np. spektrofotometryczna.

W celu uniknigcia zanieczyszczenia probek, w trakcie ich homogenizacji, nalezy
pamigtac, ze sonda homogenizatora powinna by¢ doktadnie i wielokrotnie ptukana przed
rozpoczgciem obrobki kazdej nastepnej probkami.

Homogenizatory stosowane w laboratoriach sa z reguly mate i kompaktowe i

wymagaja jedynie krotkiego przeszkolenia w zakresie ich uzytkowania.
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Rys. 1. Homogenizator
Rys. 2. Koncéwka homogenizatora z nozami ze stali nierdzewne;.

Rys. 3. Homogenizacja tkanek migkkich roslin.



CEL CWICZENIA
Celem ¢wiczenia jest przeprowadzenie homogenizacji tkanek migkkich i kolorymetryczne
oznaczenie iloSci biatka w otrzymanych homogenatach watroby/ serca kurzego metoda

biuretowa.

Zasada metody:

Metoda polega na oznaczaniu natgzenia barwy powstatej w wyniku wytworzenia zwiazkow
kompleksowych biatek z jonami miedzi (II) w $rodowisku zasadowym, z maksimum
absorbancji przy A = 540 nm. Intensywno$¢ barwy w reakcji biuretowej jest proporcjonalna
do liczby wiazan peptydowych. Zaleznos¢ ta jest wykorzystywana do ilosciowego oznaczania

biatek. Czuto$¢ metody - 0,1 mg/ml.
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Nazwa reakcji pochodzi od biuretu - zwiazku powstajacego w wyniku kondensacji

dwoch czasteczek mocznika, zawierajacego w swej czasteczce wigzania amidowe.
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Metoda biuretowa nie nadaje si¢ do oznaczania st¢zenia biatek w obecnosci soli
amonowych, gdyz jon amonu daje rowniez barwne kompleksy z jonami miedzi (II). W reakc;ji
przeszkadza takze siarczan (VI) magnezu, poniewaz wytracajacy si¢ w S$rodowisku

nierozpuszczalny wodorotlenek magnezu maskuje wtasciwy odczyn.
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ODCZYNNIKI:
- standardowy roztwor albuminy - 10 mg/ml w 0,9% NacCl,
- 0,9% roztwor NaCl,
- odczynnik biuretowy: 0,75 g CuSO4 5-H,0 i 3,0 g winianu sodu i potasu rozpusci¢ w 500
ml wody destylowanej w kolbie miarowej o pojemno$ci 1000 ml. Nast¢gpnie matymi porcjami
stale mieszajac doda¢ 150 ml 10% NaOH, doda¢ 1g Kl i uzupetié¢ objetos¢ woda

destylowang do 1000 ml. Odczynnik przygotowany, jest stabilny w temperaturze pokojowej.

Wymagane §rodki ostroznosci

v' W trakcie wykonywania ¢wiczenia student powinien nosi¢ odziez ochronna.
v Roztwor6éw nie nalezy wdychac i pipetowac ustami.

v" Identyfikacja zagrozen (Klasyfikacja zgodnie z dyrektywami UE 67/548/EWG lub
1999/45/WE):
Siarczan miedzi - Xn Produkt szkodliwy R22; Xi Produkt drazniacy R36/38; N
Produkt niebezpieczny dla srodowiska R50/53
Wodorotlenek sodu - C Produkt zracy R35

Jodek potasu - Dziata szkodliwie po potknigciu R22. Dziata draznigco na oczy i skoreg
R36/38.

v" Pierwsza pomoc:
- w razie kontaktu ze skora: sptuka¢ duza ilo$cia wody.
- w razie kontaktu z oczami: przepluka¢ duza iloscia wody, przy szeroko otwartej
powiece.
- Jezeli osoba poszkodowana oddycha, przenie$¢ na §wieze powietrze. Jezeli osoba
poszkodowana nie oddycha, zastosowa¢ sztuczne oddychanie. Zasiggnaé porady
medyczne;j.
- w przypadku wystapienia podraznien skontaktowac si¢ z lekarzem.

- w razie spozycia: przeptukac¢ usta woda.

Doktadne instrukcje postgpowania sa zawarte w dotaczonych kartach
charakterystyk substanciji.



APARATURA
e waga analityczna,
e lopatka ze stali nierdzewnej,
o zlewki,
e probowki szklane 5 ml,
e statyw na probowki,
e homogenizator IKA Labortechnik T25,
e pipeta 100 — 1000 ul,
e kolorymetr EPOL - 20,

e kuweta 1 cm.

WYKONANIE KRZYWEJ WZORCOWEJ | OZNACZENIE STEZENIA BIALEK W
TKANKACH MIEKKICH .

Do suchych probowek szklanych odmierz pipeta kolejno podane w tabeli objgtosci
standardowego roztworu albuminy, wody i odczynnika biuretowego. Wymieszaj i odstaw na

30 minut. Kazda probe wykonaj w dwoch powtorzeniach.

Nr proby 1 2 3 4 5 6
Stezenie  albuminy w 1 2 3 4 5 0
mg/probg
Roztwor standardowy (ml) 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0
Woda destylowana (ml) 0,4 0,3 0,2 0,1 0,0 0,5
Odczynnik biuretowy (ml) 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

Al
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K = g albuminy w probie

A540 nm

Odwazy¢ okoto 2 g tkanki watroby kurzej. Nawazke umiesci¢ w zlewce. Dodaé taka
objetosc¢ roztworu 0,9% NaCl, aby otrzyma¢ 20-krotnie rozcienczony homogenat.
Roéwnoczesnie oznaczy¢ zawarto$¢ biatka w 20-krotnie rozcienczonym homogenizacje

watroby drobiowej (do oznaczen pobierz 0,3 ml i 0,1 ml; w obu przypadkach proby uzupenij




woda do 0,5 ml). Po uptywie 30 min zmierzy¢ absorbancj¢ przygotowanych préb przy
dhugosci fali A = 540 nm w 1 cm kuwetach. Pomiar wykona¢ wzgledem proby zerowej nie
zawierajace]j biatka (proba 6). Zapisz wyniki w tabeli. Oblicz wspdtczynnik kierunkowy K.
Narysuj krzywa wzorcowa (zaleznos¢ wartosci absorbancji od st¢zenia biatka w probie). Przy
obliczaniu ilo$ci biatka w probie stosuj obliczony wspdlczynnik K. Z oznaczonej w probie

zawartosci biatka oblicz stezenie biatka w przygotowanym homogenizacje.



