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Cwiczenie 2
Metody rozdrabniania surowcow — cz. 1



Przebieg ¢wiczenia

Materialy:

*  Watrdbka z kurczat

* Izotoniczny roztwor chlorku sodu (0,9% NaCl)

*  Odczynniki do oznaczania biatka metoda Bradforda (roztwor roboczy)
- Roztwér macierzysty barwnika: 0,05% CoomassieBrilliant Blue G-250 — 23,8% etanol —
42,5% kwas ortofosforowy (V). 100mg CoomassieBrilliant Blue G-250 rozpusci¢ w 50ml
96% etanolu, doda¢ 100ml 85% kwasu o-fosforowego (V) i uzupeli¢ woda do 200ml.
Roztwodr macierzysty przechowywaé w ciemnej butelce w temp. 4°C jest trwaty. (ok. rok).
- Roztwor roboczy barwnika:1 objeto$¢ roztworu macierzystego rozcienczy¢ 4 objetosciami
H,0. Trwalo$¢ roztworu przechowywanego w ciemnej butelce i lodéwce wynosi 2
tygodnie. Przed uzyciem nalezy go przesaczyc.

* Standardowy roztwor albuminy wotowej (BSA) o stezeniu 10 mg/ml

Sprzet:
*  Probowki 15 ml oraz 50 ml typu FALCON, probéwki 1.5 ml typu Eppendorf oraz statywy
* Pipety automatyczne 200 ul, 1000 pl, koncowki do pipet
* Spryskiwacz z etanolem i tryskawka z woda destylowana
e 2x Zlewki 100ml, 1x zlewka 250-400 ml na NaCl, Ktystalizator ok. 300ml,
* Cylinder miarowy o pojemnosci 100ml
*  Wytrzasarka laboratoryjna (vortex)
* Spektrofotometr, kuwety
* BagMixer i plastikowe worki
* Sonifikator
* Homogenizator
*  Mozdzierz

Metoda z rozcieraniem:

Odwazy¢ 4 g watrdbki i przenies¢ do mozdzierza, doda¢ pipeta automatyczng 4 ml 0,9% roztworu
NaCl. Rozciera¢ watrobke przez 15 min., nastgpnie odmierzy¢ cylindrem miarowym i doda¢16 ml
0,9% NaCl, wszystko doktadnie wymiesza¢. Przenie$¢ zawiesing do 50 ml probowki typu
FALCON. Przeptuka¢ dokladnie mozdzierz 20 ml 0,9% NaCl i przenie$¢ do tej samej probowki
(koncowa objetos¢ zawiesiny komorkowej powinna wynosi¢ 40 ml). Zawiesing komorek
odwirowa¢ przy 3000 rpm przez 10 min (program nr 1). Klarowny supernatant zachowaé do
oznaczenia stezenia biatka.

Metoda z uzyciem sonifikatora:

Odwazy¢ 4 g watrobki 1 przenie$¢ do zlewki o pojemnosci 100ml, nastepnie odmierzy¢ cylindrem
miarowym i doda¢ 40 ml 0,9% NaCl. Do zlewki wrzuci¢ mieszadetko magnetyczne i wstawi¢
zlewke do krystalizatora z zimng woda w komorze sonifikatora (poprosi¢ o pomoc prowadzacego).
Proces sonifikacji prowadzi¢ przez 15 min. (amplituda45%), a nastgpnie przenie$¢ zawiesing do 50
ml probowki typu FALCON (konicowa objeto$¢ zawiesiny komorkowej powinna wynosi¢ 40 ml).
Zawiesing komorek odwirowac przy 3000 rpm przez 10 min (program nr 1). Klarowny supernatant
zachowac¢ do oznaczenia st¢zenia biatka.



Metoda z uzyciem homogenizatora:

Odwazy¢ 4 g watrobki 1 przenie$¢ do zlewki o pojemnosci 100ml, nastepnie odmierzy¢ cylindrem
miarowym i doda¢ 40 ml 0,9% NaCl. Wstawi¢ homogenizator do zlewki — predkos¢ obrotéw 5000
(poprosi¢ o pomoc prowadzacego). Proces homogenizacji prowadzi¢ przez 15 min., a nastgpnie
przenies¢ zawiesing do 50 ml probowki typu FALCON (koncowa objetos¢ zawiesiny komorkowe;j
powinna wynosi¢ 40 ml). Zawiesing komoérek odwirowa¢ przy 3000 rpm przez 10 min (program nr
1). Klarowny supernatant zachowa¢ do oznaczenia st¢zenia biatka.

Metoda z uzyciem BagMixera:

Odwazy¢ 4 g watrobki i przenies¢ do plastikowego worka, nastgpnie odmierzy¢ cylindrem
miarowym 1 doda¢ 40 ml 0,9% NaCl (do worka). Wstawi¢ plastikowy worek do BagMixera —
predko$¢ poziom nr 4 (poprosi¢ o pomoc prowadzacego). Proces prowadzi¢ przez 15 min., a
nastgpnie przenies¢ zawiesing do 50 ml probowki typu FALCON (koncowa objetosé zawiesiny
komoérkowej powinna wynosi¢ 40 ml). Zawiesing komorek odwirowa¢ przy 3000 rpm przez 10 min
(program nr 1). Klarowny supernatant zachowa¢ do oznaczenia st¢zenia biatka.

Oznaczanie st¢zenia bialka przed dezintegracja:

UWAGA: przystapi¢ do tego etapu dopiero po homogenizacji poprzednich czterech probek.
Odwazy¢ 4 g watrébki i przenies¢ do 50 ml probéwki typu FALCON i doda¢ 40 ml 0,9% NaCl.
Doktadnie wymiesza¢, a nastgpnie odwirowaé przy 3000 rpm przez 10 min (program nr 1).
Klarowny supernatant zachowa¢ do oznaczenia st¢zenia biatka.

Przygotowanie krzywej wzorcowej i pomiar st¢zenia uwolnionego bialka komorkowego w
procesie dezintegracji:

Przygotowaé w probowkach Eppendorf roztwory do wyznaczenia krzywej wzorcowej dla standardu
biatka BSA (koncowa objetos¢ 1 ml) o nastepujacych stezeniach:

Nr préby 1 2 3 4 5 6

Stezenie BSA [mg/ml] 0 0,1 0,25 0,5 1 2,5
Ilo§¢ BSA w pl 0 10 25 50 100 250
I1os¢ 0,9% NaCl 1000 | 990 975 950 900 750

Z przygotowanych roztworéw pobra¢ 100 pl pipeta automatyczng i przenies¢ do 5 ml

odczynnika Bradforda (wcze$niej przygotowa¢ w probowkach o pojemnosci 15ml). Catos¢
wymieszaé na wytrzasarce przez 10s i pozostawi¢ na 5 min. Stgzenie biatka oznaczaé przy dlugosci
fali 595 nm. Spektrofotometr wykalibrowa¢ wobec proby nr 1 nie zawierajacej bialka (po
wlozeniu kuwety do spektrofotometru kliknaé ,,zero”), do analizy dalszych prob klikngé
,measure”. Wykresli¢ krzywa wzorcowa zaleznos$ci absorbancji od stezenie biatka BSA: A = f{(c).

Z otrzymanych supernatantéw w poprzednich etapach pobra¢ 100 pl supernatantu i zmiesza¢ z 5 ml
odczynnika Bradforda (wcze$niej przygotowa¢ w probodwkach o pojemnosci 15ml)Catos¢
wymieszaé na wytrzasarce przez 10s i pozostawi¢ na 5 min. Stgzenie biatka oznaczaé przy dlugosci
fali 595 nm., na podstawie krzywej wzorcowe] obliczy¢ stezenie biatka w poszczegoélnych
supernatantach. Wynik poda¢ w mg/ml (nalezy uwzgledni¢ 10-krotne rozcienczenie preparatu
watrobki).

Uwagal!
* Przed przygotowaniem krzywej wzorcowej wymiesza¢ przez Ss standardowy roztwor
albuminy (BSA) znajdujacy si¢ w eppendorfce.
*  Kuwety wypehi¢ roztworem w ok. 2/3 objetosci ( ok. 3ml roztworu)
* Po pomiarze absorbancji przepluka¢ kuwety woda destylowana z tryskawki.
* Do wycierania kuwet stosowa¢ papierowa chusteczke.



Po zakonczeniu pomiarow na spektrofotometrze przepluka¢ kuwety 96% etanolem,
natomiast probowki o pojemnosci 15ml denaturatem znajdujacym si¢ w spryskiwaczu.

Sprawozdanie

Narysowa¢ wykres stezenia biatka wzorcowego (albuminy) A = f(cBSA) i obliczy¢ stezenie
biatka w poszczegdlnych supernatantach (obliczenia dokona¢ na podstawie réwnania
prostej). Na wykresie utworzy¢ lini¢ trendu — typ liniowy, rownanie prostej oraz warto$¢ R-
kwadrat.

Przedstawi¢ wyniki w postaci histogramu przedstawiajac wzrost stezenia biatka w
supernatancie po procesie rozbijania w stosunku do preparatu watrobki nie poddanym
dezintegracji.

Przedstawi¢ w postaci histogramu wydajno$¢ procesu rozbijania komoérek poszczegdlnymi
metodami wzglgdem proby zerowe (oznaczenie biatka przed dezintegracja — 0%).

Opisa¢, jaka z uzywanych metod jest najbardziej odpowiednia do rozbijania komorek tkanki
watrobowe;.

We wstepie teoretycznym, prosz¢ podac jaki jest cel stosowania dezintegracji komorek oraz
prosz¢ doktadnie opisac tylko jedng metode¢ dezintegracji komoérek — inng niz w ¢w. 3
(prosze poda literaturg, z ktoérej si¢ korzystato podczas opisywania metody)



