ODBIALCZANIE PROBEK BIOLOGICZNYCH
JAKO NIEZBEDNY ETAP ICH PRZYGOTOWANIA DO ANALIZY

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

Zakres obowiazujacego materialu — wymagania wstepne:

e znajomos$¢ praw absorpcji,

e znajomos¢ elementdw budowy aparatury pomiarowej, w tym spektrofotometru jedno-
1 dwuwiagzkowego,

e umiej¢tnos¢ wykorzystania spektrofotometrii w analizie jako$ciowej oraz ilo§ciowe;,

e znajomo$¢ zasad pomiaru z  wykorzystaniem  spektrofotometru  jedno-

1 dwuwigzkowego.

1. Wprowadzenie

Przygotowanie probki do analizy uznawane jest za jeden z najwazniejszych
I jednocze$nie najtrudniejszych etapow calego procesu analitycznego (Rysunek 1).
Uzyskanie miarodajnego wyniku analizy w duzej mierze zalezy od sposobu pobrania
1 przygotowania materialu do badan. Co wigcej, uwaza si¢, ze jest to najbardziej
czasochtonny 1 pracochlonny, lecz niezbedny, etap postgpowania analitycznego.
Wykorzystywane na etapie analizy techniki analityczne nie sg na tyle uniwersalne,
aby umozliwialy okreslenie sktadu probki i zawartosci poszczegodlnych jej sktadnikdéw
bez konieczno$ci poddania jej etapom wstepnego oczyszczania czy wzbogacania. Nierzadko
na proces ten sktada si¢ wiele etapéw, co pocigga za sobg ryzyko popetienia bltgdow
przez analityka. Powszechnie przyjmuje si¢, ze odsetek bltedow zwigzanych z etapem
przygotowania probki do analizy moze wynosi¢ nawet 30% catkowitego bledu!
Stad tak istotne staje si¢ projektowanie procedur (metod) charakteryzujacych si¢ prostota
wykonania, ktorych zastosowanie umozliwia poddanie analizowanego materialu
niezbednym procesom, aby finalnie speinial on wymagania wykorzystywanej na etapie

analizy koncowej techniki pomiarowe;.

ETAPY PROCESU ANALITYCZNEGO

Rysunek 1. Schemat obrazujacy etapy procesu analitycznego. Materiaty wiasne.



2. Odbialczanie préobek

Sktadnikiem wigkszo$ci probek biologicznych, takze tych o znaczeniu diagnostycznym
(krew, osocze, $lina czy mocz) sg biatka, czyli wielkoczgsteczkowe biopolimery bedace
glownym budulcem zywych organizmow [1]. Prawie zawsze ich obecno$¢ w materiale
poddawanym analizie metodami opartymi na wykorzystaniu technik separacji w fazie
ciektej i gazowej jest niepozadana, poniewaz moze prowadzi¢ do powstania niedroznos$ci
w uktadzie pomiarowym, a w konsekwencji spadku jego sprawnosci. Z tego wzgledu istnieje
koniecznos$¢ ich usunigcia na etapie przygotowania probek do analizy.

Istnieje wiele sposobow umozliwiajacych usuwanie bialek z plynnych probek
biologicznych. Zasadniczo mozna je podzieli¢ na dwie grupy, a mianowicie metody
destrukcyjne i niedestrukcyjne (Rysunek 2), czyli nie uszkadzajace struktury bialka.
Te pierwsze umozliwiaja oddzielenie biatek od pozostatych sktadnikoéw probki poprzez
zastosowanie dodatku odczynnikow chemicznych, takich jak kwasy (np. kwas
chlorowy(VI1I) lub trichlorooctowy) czy rozpuszczalniki organiczne (np. acetonitryl
lub metanol). Do metod niedestrukcyjnych mozemy zaliczy¢ dializg¢, wysalanie
(np. siarczanem(VI1) amonu) czy filtracj¢ na filtrach membranowych, np. typu cut-off

czy strzykawkowych [1-3].

SPOSOBY USUWANIA BIALEK Z PROBEK
BIOLOGICZNYCH

I

DESTRUKCYJNE NIEDESTRUKCYJNE
DODATEK FILTRACJA NA
DODATEK KWASU ROZPUSZCZALNIKA DIALIZA WYSALANIE FILTRACH
ORGANICZNEGO MEMBANOWYCH

Rysunek 2. Klasyfikacja sposobéw usuwania biatek z probek biologicznych. Opracowanie

wilasne na podstawie [1-3].
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CZESC DOSWIADCZALNA

Celem ¢wiczenia jest zbadanie wplywu wybranych czynnikow na efektywno$¢ procesu

usuwania bialek z ptynnych probek biologicznych przy wykorzystaniu techniki
spektrofotometrii UV-VIS.

1.1.

Aparatura i drobny sprzet laboratoryjny

spektrofotometr UV-VIS (analityczna dtugosé fali 280 nm);

kuweta kwarcowa 1 cm, 2 sztuki;

waga analityczna;

wirowka laboratoryjna,

zestaw pipet automatycznych wielomiarowych o pojemnosci w zakresie 10 - 100 ul,
100 -1000 ul oraz 1 - 5 ml.

. Odczynniki

5 mg/ml albumina jaja kurzego (Alb) (okoto 200 ml);
woda dejonizowana (okoto 100 ml);

acetonitryl (ACN) (okoto 25 ml);

metanol (MeOH) (okoto 25 ml);

0,9% chlorek sodu (sol fizjologiczna) (okoto 50 ml);
3 mol/l kwas chlorowy(VI11) (PCA) (okoto 10 ml);
10% kwas trichlorooctowy (TCA) (okoto 10 ml);
40% siarczan(VI) amonu (okoto 50 ml);

siarczan(VI) amonu (okoto 3 g).

. Materialy

filtry z membrang PES typu cut-off 30 kDa, 3 sztuki;

filtry z membrang nylonowa o wielko$ci porow 0,2 um, 3 sztuki;



strzykawka o pojemnos$ci 5 ml, 1 sztuka;

probowki polipropylenowe o pojemnosci 2 ml, 120 sztuk;
probowki typu Falkon o pojemnos$ci 15 ml, 24 sztuki;

lopatka wagowa, 1 sztuka;

statyw na probowki o pojemnosci 2 ml oraz probki typu Falkon;
zestaw koncowek do pipet automatycznych wielomiarowych o pojemnosci w zakresie
10 - 100 pl, 100 -1000 ploraz 1 - 5 ml;

zlewka o pojemnosci 100 ml, 1 sztuka;

nozyczki,

pojemnik na odpady;

lignina / r¢cznik papierowy;

marker laboratoryjny.

. Wymagane Srodki ostroznosci

W trakcie wykonywania ¢wiczenia Student zobowigzany jest do noszenia odziezy
ochronnej  (fartuch  laboratoryjny, okulary ochronne oraz rekawiczki),
a takze do przestrzegana zasad BHP oraz regulaminu pracowni.

Podczas wykonywania ¢wiczenia Student powinien postepowac zgodnie z wytycznymi
przedstawionymi przez prowadzacego zajecia.

Identyfikacja zagrozen™:

* gpracowanie na podstawie kart charakterystyki substancji dostepnych na stronie
www.sigmaaldrich.com (data dostgpu 29.03.2023)

v"acetonitryl (ACN) — wysoce fatwopalna ciecz i pary. Dziata draznigco na oczy oraz
moze powodowac ich uszkodzenie. Dziata szkodliwie w kontakcie ze skorg. Moze

powodowac podraznienie drég oddechowych. Dziata toksycznie po potknigciu.

v" metanol (MeOH) - wysoce latwopalna ciecz i pary. Dziala toksycznie po
potknigciu. Dziata toksycznie w kontakcie ze skora. Dziata toksycznie

w nastepstwie wdychania. Powoduje uszkodzenie narzadow.


http://www.sigmaaldrich.com/
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v" kwas chlorowy(VI1l) (PCA) — tatwopalna ciecz. Dziata szkodliwie po polknigciu.

Powoduje oparzenia skory oraz uszkodzenia oczu. Moze powodowac uszkodzenie

narzgdow (tarczyca) poprzez dlugotrwate narazenie na jego dziatanie.

O

v kwas trichlorooctowy (TCA) — powoduje oparzenia skory oraz uszkodzenia oczu.
Moze powodowac¢ podraznienie drég oddechowych. Dziala bardzo toksycznie na

organizmy wodne, powodujac dlugotrwate skutki.

O©

v' albumina (Alb) - moze powodowaé objawy alergii lub astmy lub trudno$ci

w oddychaniu w nastepstwie wdychania.

&

I11. Wykonanie ¢wiczenia

Przygotowanie probek do analizy

Podczas wykonywania ¢wiczenia nalezy postepowaé zgodnie, ze schematycznie
przedstawionymi ponizej, procedurami. Kazdorazowo, podczas badania wptywu wybranego
czynnika na efektywnos$¢ procesu odbiatczania probek, nalezy przygotowaé probki w trzech
seriach pomiarowych. Wylgcznie takie podejScie umozliwi uzyskanie miarodajnych

(precyzyjnych 1 doktadnych) wynikéw pomiardw.



1. Proba niepoddana odbialczaniu (proba kontrolna)
Analizie nalezy podda¢ roztwor wzorcowy Alb o stgzeniu 5 mg/ml stosujac jako roztwor

odniesienia ($lepa proba) sl fizjologiczng (0,9% roztwor chlorku sodu).

2. Odbialczanie probek na drodze ultrafiltracji z uzyciem filtrow membranowych
typu cut-off

W pierwszej kolejnosci, filtry membranowe typu cut-off nalezy podda¢ kondycjonowaniu

poprzez zanurzenie w wodzie dejonizowanej (30 minut, 25 °C). Po tym czasie, filtry nalezy

delikatnie osuszy¢, poprzez usuni¢cie nadmiaru wody, jednocze$nie nie dopuszczajac do

przesuszenia si¢ membrany. Do tak przygotowanych filtrow wprowadzi¢ probke

1 podstgpowac zgodnie z procedurg zobrazowang na ponizszym schemacie.

FILTR
ROZTWOR
ALBUMINY
500 ul
C2YSTA WIROWANIE . FILTRAT R POMIAR
p 30 MIN, 4 °c, " SPEKTROFOTOMETRYCZNY*
PROBOWKA
12000 x g

*ROZTWOR ODNIESIENIA (SLEPA PROBA): 0,9% ROZTWOR NaCl (SOL FIZJOLOGICZNA)

3. Odbialczanie probek na drodze filtracji z uzyciem filtrow membranowych

(strzykawkowych)
ROZTWOR '-‘ﬁ‘-'—
ALBUMINY
2ml
FILTR
\
FILTROWANIE . FILTRAT - POMIAR
| " SPEKTROFOTOMETRYCZNY*
N

*ROZTWOR ODNIESIENIA (SLEPA PROBA): 0,9% ROZTWOR NaCl (SOL FIZJIOLOGICZNA)

4. QOdbialczanie probek na drodze wysalania siarczanem(VI) amonu

(NH,4),S0,

(TABELA 1)

ROZTWOR WIROWANIE SUPERNATANT POMIAR .
ALBUMINY ™~ 15MIN, 4°C, SPEKTROFOTOMETRYCZNY
(TABELA 1) 4500 x g

*ROZTWOR ODNIESIENIA (SLEPA PROBA): WODA DEJONIZOWANA



Tabela 1. Sposob przygotowania probek poddanych wysoleniu.

Stezenie soli Objetos¢ roztworu wzorcowego Objetosc roztworu (NHg)2SO4
w probee [%] Alb [ml] / masa (NH4)2S04

10 1,00 0,33 ml

15 1,00 0,60 ml

20 1,00 1,00 ml

25 1,00 1,66 ml

30 1,00 3,00 ml

35 1,00 7,00 ml

40 1,00 0,70752 g

Objasnienia: Alb albumina.

W analogiczny sposob nalezy przygotowac probki w przypadku, gdy zamiast (NH4)2SO4
dodano wodg (préby odniesienia). Probki, w ktorych stgzenie soli miesci si¢ w zakresie od
10 do 20% przygotowaé w probdéwkach polipropyleonowych o pojemnosci 2 ml.

W pozostatych przypadkach nalezy skorzysta¢ z probéwek typu Falkon.

5. Odbialczanie préobek na drodze dodatku rozpuszczalnika organicznego

ACETONITRYL
(TABELA 2)

ROZTWOR WIROWANIE SUPERNATANT POMIAR
ALBUMINY ™~ 10MIN, 4°C, SPEKTROFOTOMETRYCZNY*
(TABELA 2) 12000 = g

*ROZTWOR ODNIESIENIA (SLEPA PROBA): ACETONITRYL

Tabela 2. Sposob przygotowania probek poddanych dziataniu rozpuszczalnika organicznego.

Stosunek objetosciowy  Objetos¢ roztworu wzorcowego Objetos¢ ACN
Vaib : Vacn Alb [ml] [ml]
1:1 1,00 1,00
1:2 0,50 1,00
1:3 0,50 1,50
1:4 0,25 1,00
1:5 0,25 1,25

Objasnienia: Alb albumina, ACN acetonitryl.



W analogiczny sposob nalezy przygotowac probki, w przypadku, gdy zamiast ACN dodano
MeOH badz wode (proby odniesienia).

6. Odbialczanie prébek na drodze dodatku kwasu

KWAS
CHLOROWY(VII)

(TABELA 3)™~,

ROZTWOR W'ROWAI\(LIE . SUPERNATANT POMIAR .
ALBUMINY ™~ 10 MIN, 4°C, SPEKTROFOTOMETRYCZNY
(TABELA 3) 12000 x g

*ROZTWOR ODNIESIENIA (SLEPA PROBA): KWAS CHLOROWY(VII)

W analogiczny sposob nalezy przygotowaé probki, w przypadku, gdy zamiast 3 mol/l PCA
dodano 10% TCA badz wode (probki odniesienia).

Tabela 3. Sposob przygotowania probek poddanych dziataniu dodatku kwasu.

Stosunek objetosciowy  Objetos¢ roztworu wzorcowego Objetos¢ kwasu

Vaib : Veca Alb [ml] [ml]
1:0,1 1,00 0,10

1:0,2 1,00 0,20

1:0,25 1,00 0,25

1:0,33 1,00 0,33

1:0,5 1,00 0,50

1:1 1,00 1,00

Objasnienia: Alb albumina, PCA kwas chlorowy(VII).

Przygotowane probki nalezy ostroznie odstawi¢ na stojak, aby ich zawarto$¢ nie ulegta
wymieszaniu. Zebrany supernatant (roztwor znad osadu) / filtrat nalezy przenie$¢ do czystej
I suchej kuwety kwarcowej uzywajac w tym celu pipety automatycznej (okoto 1 ml).
Kuwete z probka badang oraz kuwetg z odpowiednim roztworem odniesienia — $lepa proba
(patrz schemat powyzej) umiesci¢ W przeznaczonym do tego miejscu uktadu pomiarowego.
Nastepnie wykona¢ pomiar absorbancji kazdej z przygotowanych probek, wykorzystujac
spektrofotometr dwuwigzkowy rejestrujgcy widmo spektrofotometryczne w zakresie
190 — 400 nm (zbierajgc sygnat co 1 nm). Wielko$¢ sygnatlu analitycznego Alb nalezy
odczyta¢ przy 280 nm.



IV. Opracowanie i dyskusja wynikow

1. Zinterpretowa¢  otrzymane wyniki  przeprowadzajac  analize  jako$ciowa
zarejestrowanych widm. Zestawi¢ uzyskane wyniki w tabeli, ktorej wzor zamieszczono
ponize;.

2. Wykresli¢ zalezno$¢ usrednionej wartosci absorbancji analizowanych roztwordéw
w funkcji stezenia soli w probce (usuwanie bialek na drodze wysalania) / stosunku
objetosciowego Alb 1 odpowiedniego rozpuszczalnika (usuwanie biatek na drodze
dodatku rozpuszczalnika organicznego / kwasu). Na wykresach nanie$¢ stupki btedow
odnoszace si¢ do wyznaczonej wielko$ci odchylenia standardowego oznaczen z trzech
serii pomiarowych.

3. Zinterpretowa¢ uzyskane wyniki i odpowiedzie¢ na nastgpujace pytania:

e  Ktory/-e sposrdd rozpatrywanych sposoboéw usuwania biatek z probek biologicznych
umozliwit catkowite usuniecie biatka z roztworu?

e Ktora/-e z rozpatrywanych metod usuwania biatek z probek biologicznych uwaza
Pan/-i za najbardziej efektywna/-e? Odpowiedz prosz¢ krotko uzasadnicé.

e Jakie zalety i ograniczenia wykazuja wykorzystane metody odbiatczania probek? Prosze
wskaza¢ co najmniej dwa przyktady w stosunku do kazdej z metod.

e Czy pomiary zostaly przeprowadzone precyzyjnie? Co o tym §wiadczy? Jako Kryterium
akceptacji nalezy przyja¢ wartosci wyznaczonego parametru, charakteryzujacego

precyzje pomiarow, nieprzekraczajaca 15%.

Prawidlowo przygotowane sprawozdanie powinno zawiera¢ opis obserwacji poczynionych
podczas prowadzania do$§wiadczenia, tabele z zestawionymi w niej wynikami, wykresy

sporzadzone na podstawie uzyskanych wynikow, interpretacje wynikoéw i wnioski.



Zestawienie uzyskanych wynikow

Rodzaj
probki

Sposdéb usuwania bialek

Absorbancja [AU]

Seria 1 Seria 2

Seria 3

Proba niepoddana odbialczaniu

Odbialczanie probek na drodze

(ultra)filtracji

PROBA
BADANA

filtry z membrang PES typu cut-off

filtry z membrana nylonowa
(strzykawkowe)

Odbialczanie probek na drodze

wysalania siarczanem(VI) amonu

Stezenie soli w préobce [%]

PROBA BADANA

10

15

20

25

30

35

40

PROBA ODNIESEINIA

10

15

20

25

30

35

40

Odbialczanie probek na drodze

dodatku rozpuszczalnika organicznego

Stosunek objetosciowy
V Alb - V rozpuszczalnik organiczny

PROB

BADA
NA -

1:1

1:2

10



1:3

1:4

1.5

PROBA BADANA -

MeOH

1:1

1:2

1:3

1:4

1.5

PROBA
ODNIESIENIA

1:1

1:2

1:3

1:4

1:5

Odbialczanie probek na drodze

dodatku kwasu

Stosunek objetosciowy
V ab : V kwas

PROBA BADANA —

3 mol/l PCA

1:0,1

1:0,2

1:0,25

1:0,33

1:0,5

1:1

PROBA BADANA —

10% TCA

1:0,1

1:0,2

1:0,25

1:0,33

1:0,5

1:1

PROB

A
ODNI

ESIEN

1:0,1

1:0,2
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1:0,25

1:0,33

1:0,5

1:1
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