CWICZENIE 1. Aminokwasy — struktura, wiasciwosci i funkcije

l. Reakcje wspodlne dla wszystkich aminokwasow

Zadanie 1. Reakcja grupy aminowej z ninhydryng.

Odczynniki:
= 1% r-r glicyny
= 1% r-r proliny
= 0,1 % r-r ninhydryny w 50% etanolu

Wykonanie:
Przygotowac 2 probowki, do ktorych nalezy odmierzyc¢:

a. do pierwszej 1 ml 1% r-r glicyny

b. do drugiej 1 ml 1% r-r proliny
Do kazdej probowki doda¢ 2-3 krople 0,1% r-ru ninhydryny. Nastepnie wymieszac i
ogrza¢. ZaobserwowaC pojawienie sie zabarwienia. Poréwnaé wynik w obu
probowkach.

Zadanie 2. Reakcja grupy aminowej z kwasem azotowym (lll) — reakcja Van Slyke’a

Odczynniki:
= 0,5% r-r glicyny
= 10% r-r NaNOz2
= 2Mr-r CH3COOH

Wykonanie:

Do probdéwki zawierajgcej 1 ml 10% r-ru azotynu sodu dodac¢ 2 ml 2M r-ru kwasu
octowego i 0,5 ml 0,5% r-ru glicyny. Wydzielajg sie pecherzyki gazu.

Il.  Reakcje specyficzne dla poszczegdlnych aminokwaséw

Zadanie 3. Reakcja ksantoproteinowa z aminokwasami aromatycznymi

Odczynniki:
= 1% r-r tyrozyny
= 3% r-r biatka jaja kurzego
= stez. HNO3
= 30% r-r NaOH

Wykonanie:
Przygotowac 2 probowki, do ktérych nalezy odmierzyc:

a. do pierwszej 1 ml 1% r-ru tyrozyny

b. do drugiej 1 ml 3% r-r biatka jaja kurzego
Do kazdej probowki dodac¢ 0,5 ml stez. kwasu azotowego i ogrzewac przez 30 sekund.
Wytrgca sie zo6tty osad. Prébe oziebi¢ i doda¢ 2 ml 30% r-r NaOH. Nastepuje zmiana
barwy na pomaranczowg uwaga: reakcja silnie egzotermiczna.



Zadanie 4. Wykrywanie pierscienia indolowego w tryptofanie — r. Adamkiewicza -
Hopkinsa

Odczynniki:
= 1% r-r tryptofanu
= 3% r-r biatka jaja kurzego
= kwas glioksalowy
= stez. H2SO4

Wykonanie
Przygotowac 2 probowki, do ktorych nalezy odmierzyc:

a. do pierwszej 1 ml 1% r-ru tryptofanu

b. drugiej 1 ml 3% r-r biatka jaja kurzego
Do kazdej probowki dodac 4-5 kropli kwasu glioksalowego. Po wymieszaniu ostroznie
(po $ciankach probdéwki) doda¢ 1 ml stez. H2.SOa4. Pojawienie sie fiotkowego pierscienia
na pograniczu obu warstw oznacza dodatni wynik na obecnosc tryptofanu.

Zadanie 5. Reakcja cystynowa (cystyna i cysteina)

Odczynniki:
= 1% r-r metioniny
= 3% r-r biatka
= 1% r-r octanu otowiawego
= 30% NaOH

Wykonanie:
Przygotowac 2 probowki, do ktérych nalezy odmierzyc:

a. do pierwszej 1 ml 1% r-ru metioniny

b. do drugiej 1 ml 3% r-r biatka jaja kurzego
Do kazdej probowki dodaé 0,5 ml octanu otowiawego i 2 ml 30% NaOH. Wstawi¢ do
tazni wrzgcej. Zaobserwowac pojawienie sie ciemno zabarwionego osadu. Poréwnac
wynik w obu probowkach.

Zadanie 6. Wykrywanie argininy — reakcja Sakaguchi

Odczynniki:
e 1% roztwor argininy (lub wodny roztwor biatka jaja kurzego)
e 30% NaOH
e 1% a-naftol w etanolu
e 5% chloran (I) sodu [ NaCIO ]

Wykonanie:

Do 1 ml 1% roztworu argininy (lub roztworu biatka jaja kurzego) doda¢ 0,2 ml 30%
NaOH, 2 krople 1% etanolowego roztworu a-naftolu. Cato$¢ wymieszac, a nastepnie
dodac 4-5 kropli 5% chloranu (1) sodu.

Zadanie 7. Rozpuszczalno$¢ aminokwasow w wodzie

Odczynniki:



= glicyna in subst.

= tyrozyna in subst.

= 30% r-r NaOH

= stez. HCI
Wykonanie:

1/ Rozpuszczalno$é glicyny w wodzie:

Do probdéwki wsypac szczypte glicyny i dodac¢ 2-3 ml wody. Zawartosc probowki dobrze
wymieszac.

2/ Rozpuszczalno$c tyrozyny w wodzie:
Do dwaoch probdwek wsypac szczypte tyrozyny i doda¢ 2-3 ml wody. Wymieszac.
Do jednej z probowek dodac po kropli stez. HCI, do drugiej - po kropli 30% NaOH.

CWICZENIE 2. Aminokwasy — rozdziat, identyfikacja

Zadanie 1. Rozdziat i identyfikacja aminokwasdéw metodg chromatografii
cienkowarstwowej

Odczynniki i materiaty:
= Eluent o skfadzie: n-butanol : kwas octowy : woda destylowana, w proporcjach
objetosciowych 60:10:12
= 0,01M roztwory alaniny, proliny, tyrozyny, argininy w 0,1M HCI oraz
mieszanina tychze aminokwaséw
odczynnik ninhydrynowy (1% ninhydryna w etanolu)
ptytki chromatograficzne powleczone zelem krzemionkowym
komory do chromatografii cienkowarstwowej
suszarka
otowek i linijka
kapilary do nanoszenia aminokwasow na ptytki chromatograficzne, wykonane
z dwu koncowek do pipet automatycznych

Wykonanie:

Uwaga! Ptytke chromatograficzng chwytamy jedynie za jej krawedzie, unikajgc
dotykania zelu krzemionkowego palcami !!!

Na ptytce powleczonej zelem krzemionkowym zaznaczy¢ punkty nanoszenia
aminokwasoéw poprzez delikatne narysowanie otdwkiem (!) poziomej linii w odlegtosci
1 cm od dolnego brzegu ptytki i pieciu rownoodalonych krzyzykdw (patrz rysunek
ponizej).
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Nastepnie nanies¢ po 1-2 pl kazdego z roztworéw aminokwaséw za pomocag kapilar,
poprzez delikatne dotkniecie ujscia kapilary do powierzchni zelu krzemionkowego.
Srednica widocznych, wilgotnych plamek nanoszonych roztworéw nie powinna
przekracza¢ 2 mm. Miejsca startu wysuszy¢ suszarkg.

Do komory chromatograficznej wla¢ eluent w takiej ilosci, ktéra nie spowoduje

zakrycia linii startu po umieszczeniu w komorze ptytki chromatograficznej.
Przygotowang ptytke chromatograficzng umiesci¢ ostroznie w komorze, zanurzajgc
réowno dolng krawedz ptytki w eluencie. Komore szczelnie zamknac i nie poruszac jej
az do zakonczenia procesu chromatograficznego.
Po uptywie ok. 40 min wydoby¢ ptytke chromatograficzng z komory i po potozeniu jej
na stole natychmiast delikatnie narysowac otoéwkiem (!) linie odzwierciedlajgca
miejsce, do ktérego zawedrowato czoto eluentu (granica pomiedzy wilgotng a suchg
powierzchnig zelu krzemionkowego na ptytce).

Plytke wysuszyC suszarkg, spryska¢ odczynnikiem ninhydrynowym a nastepnie
umiescic¢ w cieplarce w temp. 60 C na ok. 10 min. w celu szybkiego wywotania barwnej
reakcji aminokwasow z ninhydryng. Po wywotaniu chromatogramu wybarwione pasma
aminokwaséw obrysowac i zaznaczy¢ punktami srodek geometryczny pasm. Linijkg
zmierzy¢ (z doktadnoscig do milimetra):

1) odlegtosci na jakie zawedrowaty chromatografowane aminokwasy od linii

startu

2) odlegtos¢ na jakg zawedrowato czoto eluentu w trakcie chromatografii
Wyznaczy¢ wspoétczynniki retencji Rf (retention factor) dla wszystkich czterech
aminokwaséw wedtug wzoru:

odlegto$¢ substancji badanej od startu
Rf =

odlegto$¢ czota rozpuszczalnika od startu
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Zadanie 2. Identyfikacja nieznanych aminokwasoéw

Odczynniki:

= r-ry wzorcowe aminokwasow i biatka

» r-ry badane aminokwaséw

= odczynniki dotychczas uzywane przy reakcjach charakterystycznych
Wykonanie:
Wykorzystujgc dotychczasowe odczynniki i znane reakcje nalezy zidentyfikowac
poszczegoblne aminokwasy w probach badanych

Wykrywanie aminokwasu

reakcja z kwasem azotowym — wydzielanie pecherzykdéw — obecnos¢ grup aminowe;j

|

B/ reakcja ninhydrynowa

kolor zotty - prolina \

kolor niebiesko- fioletowy - inny aminokwas

/

Reakcja ksantoproteinowa Reakcja Sakaguchi Reakcja
Adamkiewicza - Hopkinsa

Barwa pomaranczowa Barwa czerwona Fiotkowy
pierscien
Tyrozyna Arginina Tryptofan



CWICZENIE 3. Biatka - struktura, wiasciwosci i funkcje.

Zadanie 1. Wykrywanie biatek — reakcja biuretowa

Odczynniki:
= 10% r-r NaOH
= 1% r-r CuSOa
= mocznik krystaliczny in subst.
= 0,5% r-r glicyny
= 0,5% r-r glicylo-glicyny
= 3% r-r biatka jaja kurzego

Wykonanie:

1/ Reakcja biuretowa Piotrowskieqo (na wigzania peptydowe)

Do probowki odmierzy¢ 1 ml r-ru glicyny, doda¢ 1 ml 10% NaOH i 4-5 kropli 1% CuSOa.
Unika¢ nadmiaru r-ru CuSOa4. Reakcja jest dodatnia, gdy pojawi sie czerwono-
fioletowe zabarwienie.

2/ Reakcja biuretowa peptydu i biatka

Do osobnych proboéwek odmierzy¢ po 1 ml roztwordéw: glicylo-glicyny i biatka jaja
kurzego, dodac po 1 ml 10% NaOH i 4-5 kropli 1% r-ru CuSOa4. Zaobserwowac wynik
w obu probdéwkach.

3/ Odczyn biuretowy mocznika

Nad matym ptomieniem gazowym stopi¢ w suchej proboéwce kilka krysztatkow
mocznika. Stopiony mocznik po pewnym czasie krzepnie. Po ostudzeniu probowki
otrzymany biuret rozpusci¢ w 1 ml 10% NaOH i dodac¢ 4-5 kropli 1% r-ru CuSOa.

Zadanie 2. Wykazanie amfoterycznego charakteru biatek

Odczynniki:
= 1% r-r zelatyny
= woda dest.
= r-r btekitu tymolowego (wskaznik)
= 0,1 Mr-r NaOH
= 0,1 Mr-rHCI
Wykonanie:

Do dwdch probdéwek wlaé po 5 ml wody dest. i 1 krople btekitu tymolowego. Nastepnie:
a. do pierwszej probéwki doda¢ kroplami 0,1 M r-ru NaOH, az do uzyskania
zabarwienia lekko niebieskiego (pH 9,6),
b. do drugiej proboéwki doda¢ 0,1 M r-r HCI, az do uzyskania zabarwienia lekko
czerwonego (pH 1,3). Unika¢ nadmiaru odczynnikow.
Do obu probéwek wkraplaé ostroznie roztwér albuminy, az ptyn stanie sie lekko zétty
(pH 2,8-8,0).



Zadanie 3. Wyznaczanie punktu izoelektryczneqo kazeiny

Odczynniki:
* 0,5% r-r kazeiny w 0,1 M octanie sodu
= 1Mr-rCHsCOOH

Wykonanie:

Przygotowac¢ 9 suchych probéwek o poj. 15 ml. Do pierwszej odmierzy¢ 3,2 ml kwasu
octowego i 6,8 ml wody dest., zawartos¢ dobrze wymiesza¢. Do nastepnych 8
probowek odmierzy¢ 5 ml wody dest. Po doktadnym wymieszaniu zawartosci w
proboéwce 1 przenie$¢ z niej 5 ml r-ru do drugiej probowki, a z tej po wymieszaniu, 5
ml przeniesc¢ do 3-ej itd., az do 9-tej, z ktdrej po wymieszaniu 5 ml r-ru nalezy wylac,
(aby po wykonaniu wszystkich rozcienczen objetosc roztworow byta jednakowa).

Wykonanie pomiaru
Do wszystkich proboéwek z przygotowanymi roztworami kwasu octowego dodac po 1
ml r-ru kazeiny, dobrze wymieszac i odstawi¢ na 30 min.

Po uptywie 30 min. odnotowac:
a. stopien zmetnienia r-ru w kazdej proboéwce ( -, +, ++, +++ - rdzne stopnie
zmetnienia),
b. wartos¢ pH poszczegdlnych r-row - pobrac r-r z probowki i nakropi¢ na papierek
wskaznikowy,
c. wartos¢ pHi kazeiny.

CWICZENIE 4. Wysalanie i denaturacja biatek. Metody separacji
biatek.

Zadanie 1. Filtracja zelowa

Odczynniki:
= Sephadex G-50
» Roztwér badany (bfekit dekstrynowy 2000, mioglobina, chromian potasu) w
0,9% NacCl.
=  Roztwor eluujgey (0,9% NacCl).

Wykonanie:
Nanoszenie proby na kolumne: na powierzchnie zelu nanies¢ 1 ml proby badanej i

pozwoli¢ wsigkng¢ prébce pod cisnieniem grawitacyjnym w gérng warstwe zelu.

Po naniesieniu préby badanej na kolumne potgczyé kolumne ze zbiornikiem
zawierajgcym eluent (0,9% NaCl) i prowadzi¢ elucje z szybkoscig ok. 2 ml/min.,
zbierajgc do kolejnych probéwek frakcje po 4 ml. Kontynuowac zbieranie frakcji az do
petnego wyeluowania ostatniego sktadnika r-ru badanego.

Regeneracja kolumny: po ukonczeniu frakcjonowania kolumne przygotowa¢ do
nastepnych rozdziatéw, przepuszczajgc przez nig eluent w ilosci odpowiadajgcej 2-3
krotnej objetosci catkowitej kolumny.




Zadanie 2. Denaturacja biatek

Odczynniki:

= 1% r-r biatka
stez. HNO3
stez. HCI
stez. H2SO4
96% etanol
1% r-r (wodny) FeCls
1% r-r CuSOs
1% Pb(CH3COO)2
10% r-r TCA
5% r-r CHsCOOH
nasycony r-r kwasu pikrynowego
0,1 M r-r AgNO3

Wykonanie:

1/ Denaturacja cieplna biatek

2 ml r-ru biatka ogrza¢ w probéwce do wrzenia, tworzy sie biaty osad wytrgconego
biatka.

2/ Denaturacja biatka stezonymi kwasami nieorganicznymi

a.Stezonym HNOs (préba Hellera)

Do probowki odmierzy¢ 2 ml stez. HNOs i ostroznie po sciance probowki dodawac
kroplami r-r biatka jaja kurzego. Biatko powinno nawarstwiac sie na roztwér kwasu. Na
granicy zetkniecia sie obu cieczy powstaje pierscien zdenaturowanego biatka.

b.SteZzonym HCI i H>SO4
Do 2 probéwek dodac po 1 ml r-ru biatka jaja kurzego. Nastepnie wlewac po $ciance:
- do pierwszej 1 ml stez. HCI
- do drugiej 1 ml stez. H2SOa4
Na podstawie przeprowadzonych préb porownaé, w ktorej probowce nastepuje
wytrgcanie osadu. Do probdwki zawierajgcej r-r biatka i stez. HCl dodac¢ kolejne 3 ml
stez. HCI i zaobserwowac¢ wynik.

3/ Denaturacja biatka etanolem
Do 2 probowek zawierajgcych po 2 ml etanolu doda¢ po 0,5 ml roztworu biatka.
Zawartosc pierwszej probowki rozcienczy¢ wodg dest. do 10 ml i wytrzgsnagc.

4/ Strgcanie biatka za pomocg anionéw
Przygotowac 2 probowki, do ktérych nalezy odmierzyc:
a. 2 ml r-ru biatka jaja kurzego i 2 ml 10% r-r TCA,
b. 2 ml r-ru biatka jaja kurzego i 0,5 ml 5% r-ru CH3COOH oraz 2 ml nasyconego -
ru kwasu pikrynowego.
Wymieszaé. Zaobserwowac¢ wynik. Dodatni wynik reakcji to: wytrgcenie sie osadu,
zmetnienie lub powstanie biatego pierscienia.

5/ Stracanie biatka za pomoca kationow




Do 2 probéwek zawierajgcych po 1 ml roztworu biatka i 4-5 kropli 1M NaOH:
a. do 1 ml roztworu biatka doda¢ 4-5 kropli 0,1 M r-ru AgNO3
b. do 1 ml r-ru biatka doda¢ 4-5 kropli 1% FeCls
c. do 1 ml r-ru biatka dodac¢ 4-5 kropli 1% CuSOa4
d. do 1 ml r-ru biatka dodac¢ 4-5 kropli 1% Pb(CHsCOO)2

Wymieszaé. Zaobserwowac¢ wynik. Dodatni wynik reakcji to: wytrgcenie sie osadu,

zmetnienie lub powstanie biatego pierscienia.

Zadanie3. Wysalanie biatek siarczanem amonu

Odczynniki:
*= 1% r-r zelatyny
= 1% r-r albuminy
= 1% r-r globuliny
= 1% r-r jaja kurzego
* pasyc. r-r siarczanu amonu
= woda dest.

Wykonanie:

Do 12 probowek oznaczonych numerami od |-XII odmierzy¢ odpowiednie odczynniki

zgodnie z tabela:

Numer probowki
I I m | v [ v [ VI v v IX | X | XI

Odczynnik (w ml)

Xl

Zelatyna 112l -1 -1-1-717-71-71-7-

Albumina - - - 1 1 1 - - - - -

Globulina - - - - - - 1 1 1 - -

Biatko jaja - - - - - - - - - 1 1

Woda 4 |15 - 4 |15)| - 4 |15| - 4 |15

Nasycony
siarczan amonu

- |25 4 - |125] 4 - 125 4 - 125

Zmetnienie swiadczy o wysalaniu sie biatka.
.+ - wystepuje osad wysolonego biatka,
. - brak osadu.

CWICZENIE 5. Metody ilo$ciowego oznaczania biatek.

Zadanie 1. Oznaczanie ilosciowe biatka metoda biuretowa

Odczynniki:
e wzorcowy roztwor albuminy w 0,9% NaCl (10 mg/ml)




e odczynnik biuretowy
Wykonanie:

Do suchych probowek odmierzy¢ kolejno podane w tabeli

roztworu albuminy, wody i odczynnika biuretowego.

objetosci wzorcowego

Nr préby | v | v | Y ;.Sgﬁba V't'); d‘;r:;a
Roztwor wzorowy (ml) 01|02 |03] 04| 05 0 0
Woda destylowana (ml) 04 03|02 0,1 0 0,5 0
Odczynnik biuretowy (ml) 2 2 2 2 2 2 2
Préba badana (ml) 0 0 0 0 0 0 0,5

Po uptywie 30 min. zmierzy¢ absorbancje przy A=540 nm wzgledem proby slepej (V1).
Wykresli¢ krzywg wzorcowg — zaleznos¢ absorbancji od stezenia (proby I1-V).
Oznaczy¢ zawartosc¢ biatka w probie badanej (VII).

Zadanie 2. Oznaczanie iloSciowe biatka metoda Lowry’ego

Odczynniki:

e wzorcowy roztwor albuminy w 0,9% NaCl (100 pg/ml)

e odczynnik Folina - Ciocalteu

Wykonanie:

Do suchych probowek odmierzy¢é kolejno podane w tabeli objeto$ci wzorcowego
roztworu albuminy, wody i odczynnika Folina - Ciocalteu.

. VIl — préba VIl — préba
Nr préby I Il i v \% VI $lepa badana
Roztwér wzorowy (ml) 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0 0
Woda destylowana (ml) 1,9 1,8 1,7 1,6 15 1.4 2 0
Odczynnik Lowry’ego (ml) 02 | 02 | 02 | 02 | 02 | 02 0,2 0,2
Préba badana (ml) 0 0 0 0 0 0 0 0,2

Po uptywie 10 min. zmierzy¢ absorbancje przy A=750 nm wzgledem préby slepej (VII).
Wykresli¢ krzywg wzorcowg — zaleznos¢ absorbancji od stezenia (proby I-VI).
Oznaczy¢ zawartosc¢ biatka w prébie badanej (VIII).
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CWICZENIE 6. Cukry proste — struktura, wiagciwosci, funkcje

Zadanie 1. Reakcja z odbarwiong fuksyng (préba Schiffa)

Odczynniki:
= 0,01% r-r fuksyny
formalina

= 1% r-r glukozy
= r-r kwasnego siarczynu sodu - NaHSO3

Wykonanie:

Do 2 ml r-ru fuksyny dodawa¢ NaHSOs az do odbarwienia. Odbarwiony roztwor
podzieli¢ na 2 czesci: do jednej z nich dodac¢ 4-5 kropli formaliny, a do drugiej — 4-5
kropli r-ru glukozy.

Zadanie 2. Proby redukcyjne cukréw

a. Proba Fehlinga

Odczynniki:
= 1% r-r glukozy
= odczynnik Fehlinga I i Il

Wykonanie:
Do 1 ml r-ru glukozy doda¢ po 1 ml odczynnika Fehlinga | i Il i zagotowac. Wytrgca sie
czerwony osad.

b. Préba Benedicta

Odczynniki:
= 1% r-r glukozy
= odczynnik Benedicta

Wykonanie:
Do 1,5 ml odczynnika Benedicta dodac¢ 3 krople r-ru glukozy, probéwke wstawi¢ na 5
min. do fazni wrzgcej. W zaleznosci od stezenia cukru roztwér moze przyjmowac
zabarwienie zielone lub wytrgca sie osad w kolorze od zéttego az do czerwono-
brazowego.

c. Préba z odczynnikiem Nylandera

Odczynniki:
= 1% r-r glukozy
= odczynnik Nylandera

Wykonanie:

Do 2 ml r-ru glukozy dodac kilka kropli odczynnika Nylandera, wstawi¢ do wrzgcej tazni
na 10 min. Roztwér zo6tknie, brunatnieje i w koncu staje sie czarny od wydzielajgcego
sie metalicznego bizmutu.
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d. Préba z kwasem pikrynowym

Odczynniki:
= 1% r-r glukozy
= nasycony r-r kwasu pikrynowego
= 10% r-r NaOH

Wykonanie:
Do 1 ml r-ru glukozy doda¢ 2 ml r-ru kwasu pikrynowego i 0,5 ml 10% NaOH.
Podgrzewac przez 5 min. Roztwor przyjmuje zabarwienie ciemno czerwone.

e. Préba Tollensa

Odczynniki:
= 1% r-r glukozy
= amoniakalny r-r wodorotlenku srebra - Ag(NH3).OH

Wykonanie:

Do 2 ml amoniakalnego r-ru wodorotlenku srebra doda¢ 2 ml r-ru glukozy. Po
zmieszaniu wstawi¢ do wrzgcej tazni wodnej. Po kilku min. na $ciankach probowki
wydziela sie metaliczne srebro.

Zadanie 3. Reakcje barwne cukréw odwodnionych pod dziataniem kwasow z
pochodnymi fenolowymi

a. Proba Molischa z a-naftolem

Odczynniki:
= 1% r-r glukozy
= odczynnik Molischa
= stez. H2SO4

Wykonanie:

Do 1 ml r-ru glukozy doda¢ 1-2 krople odczynnika Molischa, wymieszaé. Ostroznie po
Sciance probowki wprowadzi¢ 1 ml stez. H2SOa4 tak, aby byta widoczna granica miedzy
cieczami. W miejscu zetkniecia sie obu cieczy powstaje czerwono-fioletowy pierscien.
Powstaty ponizej zielony pierscien pochodzi od zanieczyszczen a-naftolu.

b. Préoba Seliwanowa z rezorcyna (odréznianie ketoz od aldoz)

Odczynniki:
= 1% r-r fruktozy
= 1% r-r glukozy
= r-r HCI (rozcienczonego wodg dest. w stosunku 1:1)
= rezorcyna in subst.

Wykonanie:

Przygotowaé 2 probowki, do ktérych nalezy odmierzyc¢:
a. do pierwszej 1 ml 1% r-r glukozy
b. do drugiej 1 ml 1% r-r fruktozy
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Do kazdej probowki doda¢ 2 ml r-ru HCI oraz krysztatek rezorcyny. Po zmieszaniu
wstawi¢ do wrzgcej tazni na 30 sek. Porownac wyniki reakcji w obu probowkach.

c. Proba Tollensa z floroglucyna (odréznianie pentoz od heksoz)

Odczynniki:
= 1% r-r rybozy
= 1% r-r glukozy
= stez. HCI
= floroglucyna in subst.

Wykonanie:
Przygotowac 2 probowki, do ktérych nalezy odmierzyc:
a. do pierwszej 1 ml 1% r-r glukozy
b. do drugiej 1 ml 1% r-r rybozy
Do kazdej dodac 2 ml stez. HCI i krysztatek floroglucyny. Ogrza¢ do wrzenia. Poréwnac
wyniki reakcji w obu probéwkach.

d. Proba Biala z orcyna (odrdéznianie pentoz od heksoz)

Odczynniki:
= 1% r-r rybozy

= 1% r-r glukozy

= stez. HCI

= orcyna in subst.

= 1% r-r FeCls
Wykonanie:

Przygotowac 2 probowki, do ktérych nalezy odmierzyc:

a. do pierwszej 1 ml 1% r-r glukozy

b. do drugiej 1 ml 1% r-r rybozy
Do kazdej doda¢ 1 ml stez. HCI, szczypte orcyny i krople FeCls. Ogrza¢ do wrzenia.
Porownacé wyniki reakcji w obu probéwkach.
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CWICZENIE 7. Dwucukry — struktura, wtagciwosci, funkcje

Zadanie 1. Fermentacja alkoholowa

Odczynniki:
= 1% r-ry cukréw: glukozy, fruktozy, laktozy, sacharozy
» drozdze piekarskie

Wykonanie:

Kawatek drozdzy rozetrze¢ w zlewce z 30 ml r-ru cukru. Zawiesing napetni¢ naczynko
fermentacyjne w taki sposob, aby ramie zamkniete nie zawierato pecherzykow
powietrza. Nastepnie naczynko fermentacyjne umiesci¢ w cieplarce na okres 2 godz.
w temp. 37°C. Rownoczesnie nastawi¢ prébe kontrolng, zawierajgcg kawatek drozdzy
roztartych z wodg dest. Obserwowac wydzielanie sie pecherzykow COx.

Zadanie 2. Otrzymywanie osazonow

Odczynniki:

= 1% r-r glukozy

= 1% r-r fruktozy

= 2,5% r-r laktozy

= 5% r-r maltozy

= r-r fenylohydrazyny
Wykonanie:
Do 4 probowek odmierzy¢ po 1 ml Swiezo sporzgdzonego r-ru fenylohydrazyny, a
nastepnie doda¢ kolejno roztwory poszczegdlnych cukrow (po 2,5 ml). Zawartosé
probowek doktadnie wymieszac i wstawi¢ do wrzgcej tazni na okoto 60 min. Po wyjeciu
z tazni ostudzi¢. Osad krysztatkow osazondéw przenies¢ na szkietko podstawowe,
przykry¢ szkietkiem nakrywkowym i obejrze¢ pod mikroskopem.

Zadanie 3. Préba Fehlinga

Odczynniki:
= 1% r-r laktozy
= odczynnik Fehlinga | i Il

Wykonanie:

Do 1 ml r-ru laktozy dodac¢ po 1 ml r-row odczynnika Fehlinga | i Il. Ogrza¢ do wrzenia.
Wytraca sie ceglasty osad Cuz0.

Zadanie 4. Préoba z kwasem pikrynowym
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Odczynniki:
= 1% r-r laktozy
= pasycony r-r kwasu pikrynowego
= 10% r-r NaOH

Wykonanie:

Do 1 ml r-ru laktozy doda¢ 2 ml r-ru kwasu pikrynowego i 0,5 ml 10% NaOH.
Podgrzewac przez 5 min. Roztwor przyjmuje zabarwienie ciemno czerwone.

Zadanie 5. Préba Fehlinga

a. Wykazanie braku wtasnosci redukujacych sacharozy

Odczynniki:
= 1% r-r sacharozy
= odczynnik Fehlinga I i Il

Wykonanie:

Do probowki wprowadzi¢ 1 ml r-ru sacharozy, a nastepnie po 1 ml odczynnika Fehlinga
l'ill. Ogrza¢ do wrzenia. Ptyn nie zmienia barwy.

b. Wykazanie wtasnosci redukujgcych sacharozy po hydrolizie kwasnej

Odczynniki:
= 1% r-r sacharozy
stez. r-r HCI

= 10% r-r NaOH
= odczynnik Fehlinga | i Il

Wykonanie:

Do 2 ml sacharozy dodac¢ 0,5 ml stez. HCI, a nastepnie ogrza¢ do wrzenia i gotowac
przez kilka minut. Prébe ostudzi¢ i w celu neutralizacji doda¢ 0,5 ml 10% NaOH. Z
préby pobra¢ 1 ml zawartosci do innej probowki i doda¢ po 1 ml odczynnika Fehlinga
l'i1l. Ogrza¢ do wrzenia. Wytrgca sie osad Cu:0.

Zadanie 6. Proba Barfoeda - odréznianie jednocukrow od dwucukrow redukujgcych

Odczynniki:
= 1% r-r glukozy
= 5% r-r laktozy
= odczynnik Barfoeda

Wykonanie:

Przygotowac 2 probowki, do ktérych nalezy odmierzyc:
a. do pierwszej 1 ml 1% r-r glukozy
b. do drugiej 1 ml 5% r-r laktozy
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Do kazdej probowki doda¢ 1 ml odczynnika Barfoeda. Po wymieszaniu wstawi¢ na 3
min. do wrzgcej tazni. Po oziebieniu i odczytaniu wyniku wstawi¢ probowke z ujemng
probg na dalsze 15 min. do wrzgcej tazni.

Glukoza tatwo wykazuje wiasnosci redukujgce, natomiast laktoza po dituzszym
ogrzewaniu - gdy zostanie rozerwane wigzanie glikozydowe.

CWICZENIE 8. Wielocukry — struktura, wtasciwosci, funkcje

Zadanie 1. Préba z jodem

Odczynniki:
= 1% r-r kleiku skrobiowego
= odczynnik Lugola (J2 w KJ)

Wykonanie:

Do 1 ml kleiku skrobiowego dodac¢ krople odczynnika Lugola. Roztwor przybiera
ciemno niebieskie zabarwienie, ktére znika po ogrzaniu probowki do wrzenia. Po
oziebieniu - zabarwienie powraca.

Zadanie 2. Wysalanie skrobi

Odczynniki:
= 1% r-r kleiku skrobiowego
* npasycony r-r siarczanu amonu

Wykonanie:
Do 2ml r-ru kleiku doda¢ 2 ml siarczanu amonu. Po wymieszaniu pozostawi¢ na 30
min. Po 10 min. pojawia sie zmetnienie, a w dalszym etapie z roztworu wytrgca sie
osad skrobi.

Zadanie 3. Wiasnosci redukcyjne skrobi przed i po hydrolizie

Odczynniki:
= 1% r-r kleiku skrobiowego
= odczynnik Fehlinga | i Il
= stez. HCI
= 2Mr-r NaOH

Wykonanie:
Do dwéch probowek odmierzyé po 1 ml kleiku skrobiowego.
a. do pierwszej probowki doda¢ po 1 ml odczynnika Fehlinga | i Il. Ogrza¢ do
wrzenia.
b. do drugiej probowki doda¢ 3 krople stez. HCl gotowa¢ przez 1 min. Po
ochtodzeniu probe zalkalizowaé¢ 2M NaOH i doda¢ po 1 ml odczynnika Fehlinga
l'ill. Zagotowac.
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Poréwnac proby.
— | probowka - brak zmiany barwy.
— |l probéwka - wytrgca sie ceglasty osad Cu:z0.

Zadanie 4. Enzymatyczna hydroliza skrobi

Odczynniki:
= 1% r-r kleiku skrobiowego
= $lina jako zrodto amylazy
= odczynnik Fehlinga | i Il
= odczynnik Lugola

Wykonanie:
Do 3 ml kleiku skrobiowego dodaé¢ 1 ml Sliny. Wymiesza¢. Probowke odstawi¢ na
5 min. Po uptywie tego czasu zawartos¢ probowki rozdzieli¢ na dwie czesci.

a. w pierwszej probéwce wykonac reakcje z odczynnikiem Fehlinga 1i I,

b. w drugiej - reakcje z odczynnikiem Lugola.

| probéwka - reakcja stabo dodatnia - wytrgca sie osad Cu20
Il probéwka - zabarwienie brgzowo czerwone od obecnosci dekstryn.

Zadanie 5. Rozpuszczalnos$¢ celulozy

Odczynniki:
= bibuta filtracyjna
= odczynnik Cross-Bewana

Wykonanie:

Kawatek bibuty filtracyjnej zala¢ 1-2 ml odczynnika Cross-Bewana, wymieszac¢ na
vortexie. Odstawi¢ na ok. 30 min. Ponownie wymieszaC na vortexie, a nastepnie
wytrgcic¢ przez dodanie rownej objetosci wody dest.

Zadanie 6. Hydroliza celulozy

Odczynniki:
= wata
= stez. H2SO4
= 2Mr-r NaOH
= odczynnik Fehlinga | i Il

Wykonanie:

Kawatek waty zalaé w probéwce 5 ml wody dest. i 1 ml stez. H2SO4. Wstawi¢ do
wrzgcej tazni wodnej na 30 min. Pobra¢ 1 ml z tego roztworu, zobojetni¢ 1,5 ml 2M r-
rem NaOH, a nastepnie dodac po 1 ml odczynnika Fehlinga | i Il. Zagotowaé. Wytrgca
sie osad Cu:z0.
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Zadanie 7. Odroznianie bibuty od papieru gazetowego
Odczynniki:

= bibuta

* papier gazetowy

= 2% etanolowy r-r floroglucyny

= stez. HCI
Wykonanie:
Kawatek papieru gazetowego (zawierajgcego polimery pentoz) i kawatek bibuty
zwilzy¢ kroplg 2% etanolowego r-r floroglucyny i kroplg stez. HCI. Papier zabarwia sie
na wisniowo, reakcja z bibutg daje wynik ujemny.

CWICZENIE 9. Identyfikacja nieznanego cukru

Zadanie 1. Proba z jodem

Odczynniki:
= 1% r-r kleiku skrobiowego
= odczynnik Lugola (J2 w KJ)

Wykonanie oznaczenia

Pobrac¢ probe nieznanego weglowodanu.

1. Przeprowadzi¢ probe Molisha, aby uzyskac¢ pewnosé, ze otrzymana prob-ka do
analizy zawiera weglowodan.

2. Przeprowadzi¢ probe z 12(jod w jodku potasu ), aby stwierdzi¢ ewentualng
obecnos¢ polisacharydow w otrzymanej probce.

3.  Woykona¢ wszystkie podane w tabeli specyficzne préby na weglowodany.

Wynik zanotowac w tabeli.

Préba Molischa
Proba z jodem
proba Benedicta
Proba Barfoeda
Préba Tollensa
Préba Seliwanowa

Odpowiedzie¢ na pytanie: Jaki weglowodan znajdowat sie w badanej probie?
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CWICZENIE 10. Enzymy — izolowanie inwertazy z drozdzy

Zadanie 1. |zolowanie inwertazy z drozdzy

Odczynniki:
= drozdze
= celit (ziemia okrzemkowa)
» toluen
= aceton
Wykonanie:

2,5 g drozdzy rozetrze¢ w ochtodzonym mozdzierzu porcelanowym z ziemig
okrzemkowag

(ok. 1,5 g). Nastepnie doda¢ porcjami 5 ml toluenu. Rozciera¢ do uzyskania
konsystencji kremu. Nie przerywajgc rozcierania, dodac¢ do zawiesiny matymi porcjami
10 ml wody destylowanej. Mieszanine pozostawi¢ w fazni lodowej na 20-30 min.
(mieszajgc od czasu do czasu), a nastepnie odwirowac osad (10 min. x 3000 obr/min.).
Pobra¢ ostroznie ptyn znajdujgcy sie pomiedzy goérng warstwg ttuszczu a osadem
(srodkowa warstwa) do matej zlewki, porcje 3 ml ochtodzi¢ w tazni lodowej i powoli,
mieszajgc ciggle doda¢ matymi porcjami 10 ml acetonu (ochtodzonego do -20°C).
Pozostawi¢ mieszaning na 15 min. w fazni z lodem, a nastepnie odwirowa¢ osad
wytrgconego biatka (10 min. x 3000 obr/min.). Zla¢ ptyn znad osadu, a osad biatka
rozpuscic w 2,5 ml wody destylowanej (dodawa¢ matymi porcjami!). Preparat
przechowywac zamrozony w -20°C.
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CWICZENIE 11. Enzymy — wyznaczanie optymalnego stezenia
inwertazy

Zadanie 1. Wykreslanie krzywej wzorcowej

Odczynniki:
= 5 mM r-r wzorcowy glukoza-fruktoza (5 umoli cukrow/ml)
= 0,1 M bufor octanowy o pH 4,7
» Roztwor roboczy DNS

Wykonanie:

Przygotowanie krzywej wzorcowey:
Do 7 suchych probéwek odmierzy¢ kolejno podane w tabeli objetosci:

Nr préby | I 1l IV Vv vi | VIl —proba
slepa
Roztwor wzorcowy (ml) 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0
Bufor octanowy (ml) 0,9 0,8 0,7 0,6 0,5 0,4 1,0
Odczynnik DNS (ml) 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Stezenie r-ru wzorcowego (umol
cukrow/ml) 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 0

1. Proby doktadnie wymieszac i ogrzewac wszystkie rownoczesnie przez 10 min. we
wrzgcej tazni wodne;.

2. Ochtodzi¢ pod biezgcg wodg do temperatury pokojowej i dokona¢ odczytu wartosci
absorbancji przy dtugosci fali 540 nm, wobec préby Slepe;j.

3. Wykresli¢ na papierze milimetrowym krzywg zaleznosci absorbancji od stezenia
cukréw (glukoza-fruktoza).

Zadanie 2. Badanie wplywu réznych stezen inwertazy na szybkos$¢ hydrolizy
sacharozy

Odczynniki:
= podstawowy roztwor enzymu,
= 0,1 M bufor octanowy o pH 4,7
= Roztwoér roboczy DNS — przed rozpoczeciem oznaczen rozcienczy¢ 3-
krotnie roztwor podstawowy DNS 0,4 M NaOH (50 ml odcz. plus 100ml 0,4
M NaOH)
= 0,2 M r-r sacharozy w buforze octan. o pH 4,7

Wykonanie:
Wyznaczanie optymalnego stezenia enzymu (takie stezenie enzymu, przy ktérym
wydajnosc¢ reakcji bedzie najwieksza).
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1. Podstawowy roztwor enzymu rozcienczy¢ odpowiednio w oddzielnych probowkach
(rozcienczenie zalezne od aktywnosci roztworu podstawowego enzymu):.. n p.
1000x, 2000x, 3000x i 4000 razy.

2. Przygotowaé¢ po 5 probowek dla kazdego rozcienczenia, w celu oznaczenia
szybkosci reakcji katalizowanej przez rozne stezenia enzymu.

3. Do 5-ciu probéwek napipetowaé po 2 ml odczynnika DNS

4. W probowce nr 6 przygotowaC¢ mieszanine inkubacyjng — 3 ml odpowiednio
rozcienczonego enzymu z 3 ml 0,2 M sacharozy (dla kazdego rozcienczenia
zgodnie z tabelkg). Doktadnie wymieszac - po dodaniu 1-szego ml rozpoczyna
sie reakcja enzymatycznal!

. . 3 ml odpowiednio rozcienczonego

Sklad mieszaniny enzymu
inkubacyjnej +

3 ml 0,2 M sacharozy

5. Inkubacje sacharozy z roznymi stezeniami enzymu przeprowadzi¢ w temperaturze
pokojowe.

6. Po 5-tej minucie od rozpoczecia reakcji enzymatycznej pobrac 1 ml mieszaniny
inkubacyjnej do probowki zawierajgcej 2 ml DNS.

7. Nastepnie po uptywie odpowiednio: 10, 15 i 20 min. pobiera¢c 1 ml mieszaniny
inkubacyjnej do uprzednio przygotowanych probéwek z odczynnikami.

8. Po wykonaniu oznaczen w probowkach | — IV, wykonac prébe slepa (proboéwka nr
V) oddzielnie: do probdéwki z 2 ml DNS dodac¢ 0,5 ml 0,2 M sacharozy i 0,5 ml buforu
octanowego.

Nr proboéwki | [l 11 v \Y
Czas inkubacji (min.) 5 10 15 20 | Slepa
Odczynnik DNS (ml) 20 | 20 | 20 | 20 | 20

Mieszanina inkubacyjna 1,0 1,0 1,0 1,0 -

(ml)
0,2 M sacharoza (ml) - - - - 0,5
Bufor octanowy (ml) - - - - 0,5

9. Wszystkie probowki (I-V) doktadnie wymieszaé i wstawi¢ do wrzgcej tazni wodnej
na 10 min.

10. Ochtodzi¢ préby pod biezgcg wodg i dokonac¢ odczytu absorbancji przy dtugosci
fali A=540 nm wobec proby Slepe;j.

11. Z krzywej wzorcowej odczytaé ilos¢ mg cukréw powstajgcych w poszczegdlinych
czasach hydrolizy.
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CWICZENIE 12. Enzymy — wyznaczanie statej Michaelisa

Zadanie 1. Wyznaczanie statej Michaelisa

Odczynniki:

= r-r enzymu o optymalnym stezeniu,

= 0,1 M bufor octanowy o pH 4,7

» Roztwoér roboczy DNS — przed rozpoczeciem oznaczen rozcienczy¢ 3-
krotnie roztwor podstawowy DNS 0,4 M NaOH (50 ml odcz. plus 100ml 0,4
M NaOH)

= 0,2 M r-r sacharozy w buforze octan. o pH 4,7

Wykonanie:

1.

Wykonac¢ cztery stezenia sacharozy: 0,2 M; 0,1 M, 0,05 M; 0,025 M (w buforze
octanowym o pH 4,7).

2. Dla kazdej serii oznaczen przygotowac po 3 probowki.
3.
4. W probéwce nr 4 przygotowa¢ mieszanine inkubacyjng — 2 ml odpowiednio

Do probéwek napipetowaé po 2 ml odczynnika DNS

rozcienczonej sacharozy z 2 ml enzymu o optymalnym stezeniu (wyznaczonym
w ¢wiczeniu nr 2). Doktadnie wymiesza¢. Po dodaniu 1-szego ml enzymu
rozpoczyna si¢ reakcja enzymatyczna.

Skiad 2ml erzymu 2ml efzymu 2ml erzymu 2ml erzymu
_mieszaniny. 2 ml 0,025 M 2 ml 0,05 M 2ml0,1M 2ml02M
inkubacyjnej sacharozy sacharozy sacharozy sacharozy
Ostateczne
zeni
stezenie 0,0125 M 0,025 M 0,05 M 0,1 M
substratu
W mieszaninie

5.

6.

Inkubacje roznych stezen sacharozy z odpowiednio rozcienczonym enzymem
przeprowadzi¢ w temperaturze pokojowe;.

Po 5-tej minucie od rozpoczecia reakcji enzymatycznej pobra¢ 1 ml mieszaniny
inkubacyjnej do probowki zawierajgcej 2 ml DNS.

Nastepnie po uptywie 10 min. ponownie pobra¢ 1 ml mieszaniny inkubacyjnej
do probowki zawierajgcej 2 ml DNS.

Po wykonaniu oznaczeh w probowkach | — IV, wykona¢ prébe sSlepa
(probéwka nr Ill) oddzielnie: do probowki z 2 ml DNS doda¢ 0,5 ml
odpowiednio rozciehczonej sacharozy i 0,5 ml buforu octanowego.

22



Nr probéwki I

Czas inkubacji (min.) 5 10 Slepa
Odczynnik DNS (ml) 2,0 2,0 2,0
Mieszanina inkubacyjna (ml) 1,0 1,0 -
Rozciehczona sacharoza (ml) - - 0,5
Bufor octanowy (ml) 0,5

9. Wszystkie probowki (I-111) doktadnie wymiesza¢ i wstawi¢ do wrzgcej tazni

wodnej na 10 min.

10.0Ochtodzi¢ proby pod biezgcg wodg i dokona¢ odczytu absorbancji przy

dtugosci fali A=540 nm wobec proby slepej.
11.Z krzywej wzorcowej odczytaC ilos¢ pmoli

poszczegolnych czasach hydrolizy.

Obliczenia:

cukrow powstajgcych w

1. Dla kazdego stezenia sacharozy wykresli¢ zaleznosci ilosci powstatych heksoz

(w pmolach/ml od czasu inkubacji.

2. Wyznaczy¢ szybkosci poczatkowe reakcji (Vo). Miarg szybkosci poczgtkowe;j
jest tanges kata utworzonego miedzy styczng do poczatkowych czesci krzywej,
a osig odcietych (optymalny czas dla wyznaczania szybkosci poczatk. - 5 min.).

Szybkos¢ poczatk. wyrazi¢ w pM/min.

3. Wyznaczy¢ zaleznosci szybkosci poczgtkowych od stezenia substratu:

- oznaczy¢ Vmax
- odczytac¢ wartosc¢ statej Michaelisa.

4. Sporzadzi¢ wykres Lineweavera-Burka. Na osi rzednych odtozy¢ wartosci 1/Vo,
a na osi odcietych wartos¢ 1/s. Powstata prosta przecina o$ X w punkcie -1/Km.
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CWICZENIE 13. Witaminy

Zadanie 1. Wykonanie krzywej wzorcowej

Odczynniki:
= odczynnik Folina — Ciocalteau (10x rozcienczony),
= wzorcowy r-r kwasu askorbinowego (100 pg/ml)

Wykonanie:
Do suchych probowek odmierzy¢ kolejno podane w tabeli objetosci wzorcowego
roztworu kwasu askorbinowego, wody i odczynnika Folina — Ciocalteau.

Nr préby Clon v | v | v | VI proba
slepa
Roztwoér wzorowy (ml) 01020304 |05/ 06 0
Woda destylowana (ml) 1918|1716 |15 | 14 2
Odczynnik Folina — 0202|02]02|02]02 0,2
Ciocalteau (ml)

Wszystkie probowki wymieszac i po uptywie 10 min. zmierzy¢ absorbancje przy A=750
nm wzgledem préby slepej (VII). Wykresli¢ krzywg wzorcowg — zaleznos¢ absorbancii
od stezenia (proby I-VI).

Zadanie 2. Oznaczenie stezenia witaminy C w materiale biologicznym

Odczynniki:
= odczynnik Folina — Ciocalteau (10x rozcienczony),
= wzorcowy r-r kwasu askorbinowego (100 pg/ml)
= 10% TCA
= sok z cytryny i/lub sok z kiszonej kapusty

Wykonanie:

Do 0,5 ml soku z cytryny (lub soku z kiszonej kapusty) doda¢ 1 ml 10% TCA. Proby
energicznie wymieszac i wstawi¢ na 5 min. do lodu. Wytrgcony osad odwirowac¢ (10
min. x 3000 rpm). Do oznaczenh pobra¢ 0,5 ml klarownego roztworu znad osadu.
Objetos¢ prob uzupetni¢ wodg destylowang do 2 ml i do kazdej doda¢ po 0,2 ml
odczynnika Folina. Wykonaé probe slepa: 0,5 ml 10% TCA + 1,5 ml wody destylowanej
+ 0,2 ml odczynnika Folina. Proby wymiesza¢ i po uptywie 10 min. zmierzy¢
absorbancje przy A=750 nm wzgledem proby $lepej. Obliczy¢ zawarto$¢ kwasu
askorbinowego w probie badanej (uwzgledni¢ rozcienczenie badanego materiatu w
trakcie odbiatczania TCA — 12 razy).
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Zadanie 3. Wykrywanie witaminy A.

Odczynniki:
= odczynnik Carra-Price’a (nasycony roztwor chlorku antymonu (IlI) w
chloroformie),
= r-r witaminy A
= chloroform
= stez. H2SO4

Wykonanie:

Do suchej probéwki wla¢ okoto 2 ml odczynnika Carra-Price’a i dodac¢ 1 krople r-ru
witaminy A.

Zaobserwowac wynik.

Zadanie 4. Wykrywanie witaminy E.

Odczynniki:
= etanolowy r-r wit. E,
= stez. HNO3

Wykonanie:

Do 2 ml roztworu etanolowego badanej substancji doda¢ 0,5 ml stezonego HNOs.
Gotowac 3 min w tazni wodnej. Zaobserwowaé wynik.

Zadanie 5. Wykrywanie witaminy D.

Odczynniki:
= r-rwit. D,
= chloroform,
= stez. H2SOq,
= bezwodnik octowy,
= stez. HCI,
Wykonanie:

Do probéwki odmierzy¢ 0,1 ml r-ru wit. D oraz 1 ml chloroformu. Wymieszac¢ i dodac
0,1 ml H2SO4 oraz 0,1 ml bezwodnika octowego. Kolejny raz wymieszacé.
Zaobserwowac wynik.

Zadanie 6. Wykrywanie witamin A i D w tranie.

Odczynniki:
= tran,
= chloroform,
= odczynnik Carra-Price’a.

Wykonanie:

25



Do probdwki nr 1 pobra¢ 1 ml tranu i doda¢ 5 ml chloroformu. Zatka¢ korkiem i cato$¢

energicznie wytrzgsac przez 2 min.
Nastepnie do probowki nr 2 pobra¢ 2 ml r-ru z probéwki nr 1 i doda¢ 1 ml odczynnika
Carra-Price’a. Wstawi¢ do wrzgcej fazni wodnej na ok 2 min. Zaobserwowac

zabarwienie w probowce.
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CWICZENIE 14. Kwasy nukleinowe - izolacja

Zadanie 1. Izolowanie RNA z drozdzy

Odczynniki:
= drozdze
= 20% r-r kwasu TCA (CCIsCOOH)
= aceton
= eter
= 96% etanol
= 10% r-r NaCl

Wykonanie:

1. Odwazy¢ 2g drozdzy piekarskich do probdéwki wirowniczej o poj. okoto 12 ml,

doda¢ 3 ml wody dest. i wymiesza¢ bagietkg w celu otrzymania zawiesiny.
Probowke wstawi¢ do tazni lodowej.

. Po uptywie kilku minut doda¢ 6 ml 20% TCA oziebionego do okoto 0°C. Zawartos¢

probowki starannie wymieszac¢ bagietkg i po uptywie 10 min. wirowac¢ przy 3000
ob/min. przez 5 min. Plyn znad osadu (supernatant) zawierajgcy
kwasorozpuszczalne zwigzki odrzuci¢ (zla¢), a probéwke z osadem ponownie
umiesci¢ w tazni lodowe;.

. Celem odmycia CCIsCOOH oraz zwigzkoéw lipidowych do osadu doda¢ 8 ml

acetonu (uprzednio oziebionego), wymiesza¢ bagietkg i po uptywie 5 min.
odwirowac przy 2000 ob/min. przez ok. 5 min. Supernatant odrzuci¢, a osad
ponownie przemy¢ 8 ml mieszaniny acetonu i eteru (1:1) i odstawi¢ na 15 min. w
temperaturze pokojowej. Nastepnie odwirowac przez 10 min. przy 3000 ob/min.
Supernatant odrzuci¢ a osad osuszy¢ w strumieniu cieptego powietrza. Do
wysuszonego osadu doda¢ 3 ml 1,4 M NaCl i wymiesza¢ starannie bagietka.
Probowke zamkna¢ korkiem z chtodniczkg powietrzng i umiesci¢ we wrzacej tazni
wodnej na ok. 40 min.

. Po zakonczonej ekstrakcji probowke ochtodzié, a nastepnie odwirowaé przy 3000

ob/min przez 5 min.

. Supernatant, zawierajgcy kwasy nukleinowe, przela¢ do plastikowej probdéwki z

korkiem i wstawi¢ do zlewki z lodem na 5 min. Nastepnie dodac¢ 7 ml oziebionego
etanolu w celu wytrgcenia RNA. Zawartos¢ probdéwki dokfadnie wymieszac i
pozostawi¢ na 15 min. w temp. ok. 0°C. Po tym czasie odwirowaé przy 3000
ob/min. przez 10 min.

. Supernatant odrzuci¢, a osad rozpusci¢ w 10 ml wody dest. i przechowa¢ w

lodowce do nastepnego ¢wiczenia.
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CWICZENIE 15. Kwasy nukleinowe — struktura, wtagciwosci,
funkcije

Zadanie 2. Oznaczanie RNA z drozdzy na podstawie zawartosci rybozy.

Odczynniki:
= wzorcowy r-r RNA (300 ug/ml)
= 6% alkoholowy r-r orcyny
= 10% r-r FeCls w stez. HCI

Wykonanie:
Préby przygotowac wg tabeli:
Nr proboéwki I Il (préballlls'lepa)
FeCls (ml) 1 1 1
R-r orcyny (ml) 0,4 0,4 0,4
Woda (ml) 0 0 1
R-r wzorcowy (ml) 1 0 0
R-r badany (ml) 0 1 0

Po wymieszaniu, probdwki wstawic¢ do tazni wrzgcej na 20 min., nastepnie schtodzi€ i
do kazdej z nich dodac¢ po 5 ml wody dest. Absorbancje préb mierzy¢ przy dt. fali A=610
nm, wobec préby Slepej (nr 3).:

a. Wyliczy¢ zawartos¢ RNA w probie badanej (nr 2) ze wzoru:

Awz - absorbancja r-ru wzorcowego

Cwz - stezenie r-ru wzorcowego w pg/ml
Ax - absorbancja r-ru badanego

Cx - stezenie r-ru badanego w pg/ml

b. Wyliczy¢ ilos¢ RNA (X) znajdujgca sie w objetosci r-ru (V) na podstawie
oznaczenia rybozy (pamietaé o pomnozeniu wyniku przez rozcienczenie!).
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Zadanie 3. Rozpuszczalno$¢ kwasoéw nukleinowych.

Odczynniki:
= r-r RNA
= 1M r-r HCI
= 1M r-r NaOH

96% etanol (silnie schtodzony)!

Wykonanie:
a. do 1 ml r-ru RNA doda¢ kroplami 1M HCI az do wytrgcenia sie osadu kwasu
nukleinowego. Po dodaniu r-ru NaOH osad ulega rozpuszczeniu.
b. do 1 ml r-ru RNA dodac¢ 2 ml etanolu. Wytrgca sie osad.

Zadanie 4. Tworzenie kompleksdw z barwnikami

Odczynniki:
= r-rRNA
= 0,1M r-r CHzCOOH
= 0,1% r-r btekitu metyl.

Wykonanie:

Do 1 ml r-ru RNA doda¢ 0,5 ml 0,1M CH3COOH, az do wystgpienia lekkiego
zmetnienia. Nastepnie dodac krople btekitu metylowego. Wytrzgsac energicznie przez
kilka minut. Na sciankach probowki wytrgca sie niebieski osad.

Zadanie 5. Odréznianie DNA od RNA

Odczynniki:
= 0,1% r-ry RNA i DNA
= 10% r-r FeCls w stez. HCI
= 6% r-r orcyny w etanolu
= r-r dwufenyloaminy w kwasie octowym

Wykonanie:
a/ wykrywanie RNA
Przygotowac 2 probowki, do ktérych nalezy odmierzyc:
a. do pierwszej 1 ml 0,1% r-ru RNA
b. do drugiej 1 ml 0,1% r-ru DNA
Do obu probéwek doda¢ po 1 ml r-ru FeCls i 0,4 ml r-ru 6% orcyny. Probowki umiesci¢
we wrzgcej tazni wodnej na 20 min.
W probdéwce zawierajgcej RNA powstaje zielone zabarwienie. DNA daje ok. 10-krotnie
stabszy odczyn.

b/ wykrywanie DNA

Przygotowaé 2 probowki, do ktérych nalezy odmierzyc¢:
a. do pierwszej 1 ml 0,1% r-ru RNA
b. do drugiej 1 ml 0,1% r-ru DNA
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Nastepnie do obu probéwek doda¢ 2 ml r-ru dwufenyloaminy. Probéwki umiesci¢ we
wrzgcej tazni wodnej na 10 min.

W probowce zawierajgcej DNA powstaje niebieskie zabarwienie. Barwny kompleks z
dwufenyloaming daje dezoksyryboza.

Zadanie 6. Kwasna hydroliza RNA

Odczynniki:
= r-r RNA
72% HCIO4
stez. HCI
stez. HNOs
amoniak
5% r-r molibdenianu amonu
amoniakalny r-r AOH
1% r-r CuSO4
r-r kwasnego siarczynu sodu
floroglucyna in subst.

Wykonanie:
2 ml r-ru RNA ogrzewac¢ z 2 ml HCIO4 we wrzgcej fazni wodnej przez 45 min. Uzyskany
hydrolizat stuzy do dalszych prob.

a/ wykrywanie pentozy (Biala)
Do 1 ml hydrolizatu RNA doda¢ 1 ml stez. HCI, szczypte orcyny i krople FeCls. Ogrzaé
do wrzenia. Porownac¢ wyniki reakcji w obu probéwkach.

b/ wykrywanie kwasu fosforowego

0,5 ml hydrolizatu RNA zobojetni¢ 10-15 kroplami r-em amoniaku, nastepnie dodac
0,5 ml stez. HNOz3 i 2 ml 5% r-ru molibdenianu amonu. Zawartos$¢ probdwki ogrza¢ do
wrzenia. Wytrgca sie zotty osad fosforomolibdenianu.

cl/ wykrywanie zasad azotowych (puryn)

Do 1 ml hydrolizatu RNA dodac kroplami amoniak (do stabo alkalicznego odczynu).
Jezeli wystgpi zmietnienie — przesgczy¢. Nastepnie doda¢ 3 ml amoniakalnego r-ru
AgOH. Wytrgca sie osad nierozpuszczalnych w amoniaku soli srebrowych puryn.

c2/ wykrywanie zasad azotowych (puryn)

Do 1 ml hydrolizatu RNA dodac¢ kroplami 1M NaOH (do stabo kwasowego odczynu).
R-r zagotowac¢ a nastepnie dodac 4-6 kropli 1% r-ru CuSOa i kroplami r-r kwasnego
siarczynu sodu. Wytrgca sie osad nierozpuszczalnych soli miedziawych puryn.

Zadanie 7. Spektrometria kwaséw nukleinowych - widma absorpcyjne
Odczynniki:
= zasady: adenina, guanina, cytozyna, uracyl, 0,1% r-ry DNA i RNA
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CWICZENIE 16. Ttuszczowce — struktura, wtasciwosci,
funkcje

Zadanie 1. Zmydlanie ttuszczoéw — otrzymywanie mydia

Odczynniki:
= oOlgj
= 30% NaOH
= 96% etanol

Wykonanie:

Do parowniczki porcelanowej doda¢ 1,5 ml oleju, 2,5 ml 30% NaOH i 1,5 ml etanolu.
Podgrzewajgc tagodnie mieszac przez kilka minut, az wytworzy sie mydto. Nastepnie
dodac ok. 50 ml wody i mieszac tak dtugo (caty czas podgrzewajgc), az otrzymane
mydfo rozpusci sie zupetnie. Uzyskane mydto ostudzi¢ i zachowa¢ do dalszych
doswiadczen.

Zadanie 2. Wysalanie mydia

Odczynniki:
= r-r mydta
= NaClin subst.

Wykonanie:

Do 1 ml r-ru mydta dodac¢ kilka krysztatkbw NaCl, az do nasycenia roztworu. Wytrgca
sie osad mydta solonego. Do osadu doda¢ wody dest., az do rozpuszczenia sie osadu.

Zadanie 3. Otrzymywanie mydta nierozpuszczalnego

Odczynniki:
= r-r mydta
= 1% r-r BaClz
= 1% r-r CaCl2
= 1% r-r Pb(CH3COO)2

Wykonanie:

Do trzech probéwek zawierajgcych po 1 ml r-ru mydta doda¢ odpowiednio: 1 ml BaClz,
CaCl2 i Pb(CHsCOO).. Wytrgcajg sie osady. Do osadow dodaé wody dest.
Zaobserwowac wynik.

Zadanie 4. Wydzielanie wolnych kwasoéw ttuszczowych

Odczynniki:
= r-rmydta
= stez. H2SO4
= papierki wskaznikowe
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Wykonanie:

Do 5 ml r-ru mydfa doda¢ 4-5 kropli stez. H2SO4. Roztwér metnieje z powodu
wydzielania sie wolnych kwasdéw ttuszczowych nierozpuszczalnych w wodzie.
Mieszanine ogrza¢ do wrzenia. Kwasy ttuszczowe zbierajg sie na powierzchni ptynu,
a po oziebieniu zastygajg tworzgc na niej cienkg warstwe.

Zadanie 5. Wykrywanie glicerolu — préba akroleinowa

Odczynniki:
= olej
= glicerol
= kwasny siarczan potasu in subst.- KHSO4
= skrawek bibuty
= amoniakalny r-r AQOH

Wykonanie:
Przygotowac 2 probowki:

a. do pierwszej dodac 5 kropli oleju

b. do drugiej - 5 kropli glicerolu (kontrola)
Do obu probéwek dodaé szczypte kryst. KHSOa4. U wylotu probowek umiescic¢ zwilzony
amoniakalnym r-rem AgOH skrawek bibuty. Obie probowki kolejno ogrzewac¢ nad
palnikiem.

Zadanie 6. Rozpuszczalno$¢ ttuszczowcow

Odczynniki:
= woda dest.

= 96% etanol

= chloroform

= aceton

= olgj
Wykonanie:

Do poszczegdlnych probowek zawierajgcych po kilka kropli oleju doda¢ odpowiednio
po 1 ml odpowiednich rozpuszczalnikow.

Zadanie 7. Préba Kreisa na jefczenie aldehydowe

Odczynniki:
= oOlej Swiezy
= olej zjetczaly
= stez. HCI
= 0,1% r-r rezorcyny w benzenie

Wykonanie:

Przygotowac 2 plastikowe probowki z korkiem, do ktorych odmierzyc:
a. do pierwszej 2 ml Swiezego oleju
b. do drugiej 2 ml oleju zjetczatego.
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Do obu probéwek doda¢ po 2 ml stez. HCI i wytrzgsa¢ w ciggu minuty. Nastepnie
dodac¢ 2 ml r-ru rezorcyny w benzenie, wstrzgsngc i pozostawi¢ do rozdzielenia sie
warstw. Czerwone zabarwienie warstwy kwasowej wskazuje na obecnosc¢ aldehyddw.

Zadanie 8. Wykrywanie glicerolu — reakcja z wodorotlenkiem miedziowym

Odczynniki:
= glicerol
= woda dest.
= 10% NaOH
= 7% r-r CuSOg4

Wykonanie:

Przygotowaé dwie probéwki. Do kazdej z nich odmierzy¢ po 1 ml 7% roztworu CuSQOa4
i 1 ml 10% roztworu NaOH. Wytrgci sie osad Cu(OH).. Nastepnie do pierwszej
probowki doda¢ 1 ml glicerolu a do drugiej 1 ml wody destylowanej. Zaobserwowac

wynik.

Zadanie 9. Utlenianie wigzania podwodjnego

Odczynniki:
= olej
= woda dest.
= 1M NayCOs
= 0,01M KMnOq4

Wykonanie:
Przygotowaé dwie probowki. Do pierwszej probéwki odmierzy¢ 0,5 ml oleju, do drugiej
0,5 ml wody destylowanej, a nastepnie do kazdej doda¢ 3 ml 1M Na2COs w celu
zalkalizowania srodowiska. Probowki ogrzewac¢ we wrzgcej tazni wodnej przez ok. 1
min. Do kazdej doda¢ 1 krople 0,01 M KMnOa. Zamieszaé. Zaobserwowaé zmiane
zabarwienia.
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CWICZENIE 17. Cholesterol — struktura, wtasciwos$ci,
funkcje

Zadanie 1. Wykrywanie cholesterolu — préba Salkowskiego

Odczynniki:
* 0,2% chloroformowy r-r cholesterolu
= oOlej sSwiezy
» stez. H2SOq4

Wykonanie:
Przygotowac 2 probowki, do ktorych odmierzyc¢:
a. do pierwszej 0,5 ml Swiezego oleju
b. do drugiej 0,5 ml 0,2% chloroformowego r-r cholesterolu
Obie podwarstwi¢ 0,5 ml stez. H2SO4. Czerwona barwa Swiadczy o obecnosci
cholesterolu.

Zadanie 2. Wykrywanie cholesterolu — préba Liebermanna - Burcharda

Odczynniki:
» 0,2% chloroformowy r-r cholesterolu
= olej Swiezy
= bezwodnik kwasy octowego
» stez. H2SOq4
Wykonanie:

Przygotowaé 2 probowki, do ktdrych odmierzyé:

a. do pierwszej 0,5 ml Swiezego oleju

b. do drugiej 0,5 ml 0,2% chloroformowego r-r cholesterolu
Do obu probéwek dodac¢ 0,5 ml bezwodnika kwasu octowego i po Sciankach probéwek
2 krople stez. H2SO4. Wymiesza¢. Pojawiajgca sie czerwona barwa przechodzi w
niebieskg a nastepnie w zielona.

Zadanie 3. Oznaczanie catkowitego cholesterolu metodg llcy’ego

Odczynniki:
= r-r wzorcowy cholesterolu (2 mg/ml) — (proszek rozpuszczamy w
chloroformie i dodajemy etanol)
= mieszanina chloroform/etanol (1:9)
= odczynnik wywotujgcy barwe
= r-r badany (ok. 1 mg/ml)
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Wykonanie:

Do suchych probowek odmierzy¢ kolejno podane w tabeli objeto$ci wzorcowego
roztworu cholesterolu, mieszaniny chloroform/etanol i odczynnika wywotujgcego

barwe.
Nr préby Cln v | v |V sfl'ef’:;ba V't'); d':lr:;a

Roztwor wzorowy (ml) 0102 ]03]04]| 05 0 0
Mieszanina

chloroform/etanol (ml) 04103710201 0 0.5 0
Odczynnik wywotujgcy o5 | 25| 25| 25| 25 o5 o5
bar.We (ml) ) i) i) ) ) ) k)
Préba badana (ml) 0 0 0 0 0 0 0,5

Wszystkie probowki wymieszac i po uptywie 10 min. zmierzy¢ absorbancje przy A=660
nm wzgledem proby Slepej (VI). Wykreslic krzywg wzorcowg — zaleznos¢ absorbancii
od stezenia (proby I-V). Oznaczy¢ zawartos¢ cholesterolu w probie badanej (VII).
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