LIZA KOMORKOWA
JAKO JEDEN Z ETAPOW PRZYGOTOWANIA PROBKI DO ANALIZY

Instrukcja do ¢wiczen laboratoryjnych opracowana w Katedrze Chemii Srodowiska Uniwersytetu £odzkiego

Zakres obowiazujacego materialu - wymagania wstepne:
Spektrofotometria UV-Vis:

e prawa absorpcji;

e budowa aparatury, w tym spektrofotometru jedno- i dwuwigzkowego;
e analiza jako$Sciowa w spektrofotometrii UV-Vis;

e zastosowanie spektrofotometrii w analizie ilo§ciowej;

e znajomos¢ zasad pomiaru z wykorzystaniem spektrofotometru jedno- i dwuwigzkowego.

CZESC LITERATUROWA

I. Wprowadzenie
Probki biologiczne stanowig zréznicowany pod katem sktadu matrycy material zawierajacy
duza liczbe skladnikow o réznych wiasciwosciach fizykochemicznych. Bardzo czesto,
znaczna ztozonos$¢ probki, obecno$¢ substancji przeszkadzajacych oraz niska zawarto$ci
analitu generuje znaczne trudnosci w czasie analizy. Ponadto, wykorzystywane
w koncowym etapie analizy techniki analityczne nie sg na tyle uniwersalne, aby umozliwiaty
okreslenie sktadu probki 1 zawartosci poszczegdlnych jej skladnikéw bez koniecznosci
poddania materiatu wstgpnej obrobce — etapowi przygotowania probki do analizy.
Przygotowanie probki do analizy stanowi jeden z najwazniejszych 1 zarazem
najtrudniejszych etapow procedury analitycznej (Rysunek 1). Uzyskanie miarodajnego
wyniku analizy w znacznym stopniu uzaleznione jest bowiem od prawidtowego pobrania
1 przygotowania materiatu do badan. Ponadto, powszechnie uwaza si¢, ze jest to najbardziej
czasochtonny 1 pracochtonny, lecz niezbedny, etap postepowania analitycznego. W gltowne;j
mierze jego nadrzgdnym celem jest poddanie analizowanego materialu takim procesom,
aby finalnie spelnial on wymagania wykorzystywanej na etapie analizy koncowej techniki

pomiarowe;j.



Czestym problem dla analityka w czasie przygotowania probki do analizy
jest konieczno$¢ zwigkszenia dostgpnosci analitow. Wybdr metody, techniki czy procedury
dezintegracji komorek, wykorzystywanej na etapie przygotowania materialu do badan,
W znaczne] mierze uzalezniony jest od celu prowadzonych oznaczen oraz wymagan,
jakie stawiane sg probkom poddawanym analizie z wykorzystaniem konkretnych technik

pomiarowych.

ETAPY PROCEDURY ANALITYCZNEJ

INTERPRETACIA
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POBRANIE PROBKI PRZYGOTOWANIE

REPREZENTATYWNE] PROBKI DO ANALIZY SIREIZE

WYNIKOW

Rysunek 1. Schemat obrazujacy etapy procedury analityczne;j.

Il1. Liza komdérkowa

Liza komoérkowa jest procesem, umozliwiajagcym dezintegracje probek statych, ktory skutkuje
wyodrebnieniem analitu oraz zapewnieniem jego dostepnosci. Niewatpliwie z tego wzgledu
moze Stanowi¢ istotny etap procesu analitycznego. Liza polega na rozpadzie komorki
roslinnej badz zwierzgcej pod wplywem dziatania rdéznorakich czynnikéw okreslanych
mianem czynnikoéw litycznych [1]. Czynniki te uszkadzaja $ciang oraz blone komodrkowsg
w komorce roslinnej lub jedynie btong komoérkowa w komoérce zwierzecej. W konsekwencji
dochodzi do uwolnienia zawartosci cytoplazmy do s$rodowiska, w ktorym ta komorka
znajduje sie, czemu towarzyszy zwigkszenie dostepnosci analitu. Istot¢ lizy komorkowej
przedstawiono schematycznie na przyktadzie dezintegracji probek lisci szpinaku (Rysunek 2).
Bardzo waznym aspektem w kontekscie przygotowania probki do analizy z wykorzystaniem
lizy komorkowej jako jednego z etapow procesu analitycznego jest wydajnos¢ 1 efektywnosé
tego procesu, na ktorg sktadajg si¢ zarowno rodzaj czynnika litycznego jak i dobor
odpowiednich warunkéw majacych wpltyw na jego dziatanie. Czynniki prowadzace
do lizy komoérkowej dzieli si¢ na trzy grupy, tj. czynniki fizyczne, chemiczne

oraz mechaniczne (Rysunek 3).
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Rysunek 2. Istota lizy komorkowej. Opracowanie wiasne na podstawie [1,2].

Do czynnikéw fizycznych zaliczamy ultradzwigki, mikrofale, podwyzszone cis$nienie oraz
temperature, jak rowniez poddanie probki procesowi wielokrotnego zamrazania
1 rozmrazania. Czynnikami chemicznymi wywotujacymi liz¢ komorki sa rozpuszczalniki
organiczne, substancje zaliczane do grupy srodkéw powierzchniowo - czynnych (detergenty),
stezone kwasy 1 zasady nieorganiczne oraz sole metali ciezkich. W obrgbie rozpuszczalnikow
organicznych najwicksza popularnoscia i zarazem efektywnoscia dziatania cieszg si¢ aceton
oraz etanol, natomiast wsrdod sSrodkow powierzchniowo - czynnych sél sodowa kwasu
dodecylosiarkowego (SDS) i Triton X - 100. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze poddanie materiatu
biologicznego dziataniu innych rozpuszczalnikow organicznych (np. 2-propanolu, metanolu,
chloroformu, eteru dietylowego, acetonitrylu, octanu etylu), kwasow (np. kwasu solnego,
kwasu siarkowego(VI)) i1 zasad nieorganicznych (np. wodorotlenku sodu), detergentéw
(np. NP-40, tj. eteru nonylofenylowego glikolu polietylenowego, siarczanu(VI) sarkozylu),
czy soli metali cigzkich (np. siarczanu(VI) rteci(Il) 1 octanu otowiu(Il)) moze w mniejszym
badz wigkszym stopniu prowadzi¢ do rozpadu komorki [3-6]. Do czynnikéw chemicznych
zaliczamy roéwniez proces trawienia enzymatycznego [7] oraz indukowany szok osmotyczny
[1]. Liza komorek moze takze nastapi¢ w wyniku dziatania czynnika mechanicznego. Do ich
rozpadu dochodzi woéwczas na skutek wytrzasania z kulkami szklanymi badZz na drodze

rozcierania badanego materialu z wykorzystaniem homogenizatora lub mozdzierza [3-6].
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Rysunek 3. Klasyfikacja czynnikéw wywotujacych lize komorki. Opracowanie wiasne
na podstawie [3-7].



CZESC DOSWIADCZALNA

Celem ¢wiczenia jest zbadanie wptywu wybranych czynnikéw litycznych na efektywnosé
procesu rozpadu komoérek w lisciach szpinaku przy wykorzystaniu techniki spektrofotometrii
UV-Vis.

I. 1. Aparatura

= spektrofotometr UV-Vis (analityczna dtugo$¢ fali 672 nm),
= Kkuweta kwarcowa 1 cm, 2 sztuki,

= waga analityczna,

= homogenizator,

=  wirowka laboratoryjna,

»  pipeta automatyczna o pojemnosci 1 ml,

= termostat blokowy.

I. 2. Odczynniki
= aceton (okoto 10 ml),
= 1% SDS (okoto 10 ml),

= woda dejonizowana (okoto 50 ml).

I. 3. Materialy

=  skalpel / noz,

= deska do krojenia / ptytka szklana,

" peseta,

= probowki typu Eppendorf o pojemnosci 3 ml, 18 sztuk,
= zlewki o pojemnosci 100 ml, 3 sztuki,

= liscie $wiezego szpinaku (okoto 50 g),

= folia aluminiowa,

* lignina/ r¢cznik papierowy,

= koncoéwki do pipety automatycznej (100 - 1000 pl),
= flamaster,

= pojemnik na odpady,

=  statyw na probowki.



Il. Wymagane $rodki ostroznosci

e W trakcie wykonywania ¢wiczenia Student powinien nosi¢ odziez ochronng (okulary
ochronne, rekawiczki, fartuch laboratoryjny) oraz bezwzglednie przestrzegaé zasad
bezpieczenstwa i higieny pracy oraz regulaminu pracowni.

e Student powinien nie dopuszcza¢ do wdychania oparow cieczy, oraz pipetowania
roztworoéw ustami.

e Na kazdym etapie wykonywania ¢wiczenia Student powinien postepowaé zgodnie
ze wskazdwkami prowadzacego zajecia.

e Identyfikacja zagrozen:
v’ aceton - wysoce tatwopalna ciecz i pary. Dziata draznigco na oczy. Moze wywotywaé

uczucie sennosci lub zawroty glowy. Powtarzajace si¢ narazenie moze powodowaé

wysuszanie lub pekanie skory.

OB

v SDS - substancja stala, tatwopalna. Dziata szkodliwie po polknig¢ciu. Dziata draznigco
na skore. Powoduje powazne uszkodzenie oczu. Dziata szkodliwie w nastepstwie
wdychania. Moze powodowa¢ podraznienie drog oddechowych. Dziala szkodliwie

na organizmy wodne, powodujac dlugotrwate skutki.

SOHO

I11. Wykonanie ¢wiczenia

Przygotowanie probek do analizy

Liscie $wiezego szpinaku nalezy umy¢, osuszy¢ i pokroi¢ na mate kawatki tej samej wielkosci
z pominigciem widocznych na powierzchni materiatu biologicznego nerwdéw. Nerwy nalezy
usung¢ przed przystgpieniem do wycinania. Nastgpnie przygotowa¢ odwazki
o masie 0,2 g i przenie$¢ ilosciowo do proboéwek za pomocg pesety. W dalszych etapach
wykonywania ¢wiczenia postepowac zgodnie z procedurg zobrazowang schematycznie

na Rysunku 4. Zawartos¢ proboéwki nalezy miesza¢ bardzo powoli i ostroznie,



aby nie doprowadzi¢ do mechanicznego uszkodzenia pokrojonych fragmentow materiatu
biologicznego. W kazdym przypadku, podczas badania wpltywu poszczegdlnych czynnikow
litycznych na efektywno$¢ procesu dezintegracji komoérek roslinnych nalezy przygotowac
probki w 3 powtdrzeniach oraz postgpowaé zgodnie z zaproponowanymi procedurami.
Wylacznie takie podejscie umozliwi uzyskanie miarodajnych (precyzyjnych i doktadnych)
wynikow pomiarow. Przygotowane probki nalezy bezwzglednie chroni¢ przed dziataniem
swiatta ze wzgledu na ograniczong trwato$§¢ chlorofilu a stanowigcego analit.
Stad tez zalecane jest przechowywanie probek w ciemnym miejscu, badz opcjonalnie
owinigcie probowek, w ktorych je przygotowano folig aluminiowa. Dodatkowo wykonujac
poszczegdlne czynnosci nalezy zwrdci¢ uwage, aby w trakcie mieszania, rozcierania itp.
nie dopusci¢ do utraty czgsci probki poprzez jej rozlanie czy rozpry$nigcie sie. Proby

przygotowywac w odstepach 15 - 20 minutowych w celu usprawnienia prac badawczych.

1. Proba kontrolna

WODA
(2 ml)

MIESZANIE
25°C,30s

CIEMNIA POMIAR
25°C, 30 min  SPEKTROFOTOMETRYCZNY

LISCIE SZPINAKU
(0,2g)

2. Proba badana — poddanie proby dzialaniu rozpuszczalnika organicznego

ACETON
(2 ml)

MIESZANIE
25°C,30s

CIEMNIA POMIAR
25°C,30 min  SPEKTROFOTOMETRYCZNY

LISCIE SZPINAKU
(0,2g)



3. Probka badana — poddanie préby dzialaniu Srodka powierzchniowo - czynnego

1% SDS
(2 ml)

MIESZANIE
25°C, 30 s

CIEMNIA POMIAR
25°C, 30 min  SPEKTROFOTOMETRYCZNY

LISCIE SZPINAKU
(0,28)

4. Prébka badana — poddanie préby dzialaniu podwyzszonej temperatury 50 °C

WODA
(2 ml)

TERMOSTAT,
MIESZANIE CIEMNIA POMIAR
25°C,30s 30 min SPEKTROFOTOMETRYCZNY

LISCIE SZPINAKU
(0,2 g)

5. Proba badana — poddanie préby jednokrotnemu zamrozeniu i rozmrozeniu

WODA
(2 ml)

ROZMRAZANIE,
MIESZANIE ZAMRAZANIE CIEMNIA POMIAR
25°C,30s 24°C,3h 25°C,30 min  SPEKTROFOTOMETRYCZNY

amn
I

LISCIE SZPINAKU
(0,2g)

6. Proba badana — poddanie proby homogenizacji

WODA
(2 ml)

HOMOGENIZACJA WIROWANIE CIEMNIA POMIAR
1 min 1 min 25°C, 30 min  SPEKTROFOTOMETRYCZNY

LISCIE SZPINAKU
(0,2g)

Rysunek 4. Procedura przygotowania probki do analizy w celu zbadania wpltywu wybranych

czynnikow litycznych na wydajno$¢ procesu lizy komorkowej. Materialy wlasne.



Po uptywie 30 min, probki nalezy ostroznie wyja¢ z ciemni, tak aby nie doprowadzic¢
do wymieszania si¢ ich zawartosci. Klarowny roztwoér znad osadu (tzw. supernatant)
przenies¢ do czystej i suchej kuwety za pomocg pipety automatycznej (okoto 1 ml). Kuwete
z probka badang i1 probka odniesienia umie$ci¢ w przeznaczonych miejscach uktadu
pomiarowego, pamigtajac, ze probke odniesienia kazdorazowo stanowi sam rozpuszczalnik,
ktory zostat dodany do lisci szpinaku. Nastepnie dokona¢ pomiaru absorbancji dla kazdej
z przygotowanych prob. Odnotowac¢ obserwacje oraz otrzymane wyniki.

Na etapie analizy koncowej zostanie wykorzystana technika spektrofotometrii
UV-Vis. Jest to rodzaj spektrofotometrii, w ktorym do pomiarow wykorzystuje sie
promieniowanie elektromagnetyczne z zakresu $wiatlta widzialnego oraz nadfioletu
(200 - 780 nm). Urzadzeniem umozliwiajgcym wykonywanie pomiaréw jest spektrofotometr
UV-Vis, a wielkoscia mierzong jest absorbancja. W trakcie  pomiarow
spektrofotometrycznych zostanie wykorzystany spektrofotometr UV-Vis dwuwigzkowy.
W aparacie dwuwigzkowym, wigzka promieniowania elektromagnetycznego zostaje
rozdzielona na dwie jednakowe, rownolegle wigzki. Pierwsza z nich zostaje przepuszczona
przez roztwor odniesienia, druga za$ przez roztwor badany. Kazda z tych wiazek pada
na oddzielny detektor. Zaleta tego rodzaju detekcji jest to, ze na powtarzalno$¢ wynikow
nie wptywaja zmiany napigcia zwigzane z zasilaniem zrodta $wiatta. Ponizej przedstawiono
schematycznie budowe spektrofotometru dwuwigzkowego (Rysunek 5) [8,9]. W miegjscu
przeznaczonym na probke odniesienia nalezy umiesci¢ kuwet¢ z rozpuszczalnikiem,

ktory zostal dodany do lisci szpinaku (proba badana).

KUWETA
Z ROZTWOREM DETEKTOR
ODNIESIENIA

o REGULACIA
ZRODLO NATEZENIA MONOCHROMATOR

PROMIENIOWANIA PROMIENIOWANIA

KUWETA
ZROZTWOREM DETEKTOR
BADANYM

Rysunek 5. Schemat blokowy spektrofotometru dwuwigzkowego. Opracowanie wiasne

na podstawie [8,9].



IV. Opracowanie i dyskusja wynikéw
1. Zinterpretowa¢ otrzymane wyniki  przeprowadzajac  analize  jakoSciowa
zarejestrowanych sygnatéw analitycznych. Wyniki nalezy zestawi¢ w tabeli,
ktorej wzor zamieszczono ponizej. Uwzgledni¢ wartosci odchylenia standardowego

(SD) oraz wspoétczynnika zmiennosci (CV).

Zestawienie uzyskanych wynikow

Lp. | Rodzaj probki Czynnik lityczny Absﬁ&t&ncja [28] [Cé/:g
L kg;(tarljc;l(lia Woda

2. Aceton

3 1% SDS

4. | Prébka badana Temperatura 50 °C

Zamrazanie
5. 1 rozmrazanie
(jednokrotne)
6. Homogenizacja

2. Wykresli¢c zalezno$¢ absorbancji analizowanych roztwordow w funkcji rodzaju
zastosowanego czynnika chemicznego / fizycznego / mechanicznego.
3. Zinterpretowac uzyskane wyniki i odpowiedzie¢ na nast¢pujace pytania:

e  Ktory/-e sposrdd rozpatrywanych czynnikéw mozna zaliczy¢ do czynnikow litycznych?
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Ktory ze wskazanych czynnikow litycznych wykazuje najwigkszy / najmniejszy wpltyw
na wydajnos¢ procesu lizy komoérkowej? Co o tym swiadczy?

Czy wykorzystanie techniki spektrofotometrii UV-Vis na ectapie analizy koncowe;j
umozliwia realizacj¢ zamierzonego celu ¢wiczenia?

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

precyzje pomiardéw, nie przekraczajace 15%.

Poprawnie przygotowane sprawozdanie powinno zawiera¢ opis obserwacji, tabele w ktorej

zestawione zostang zgromadzone wyniki, wykres (zalezno$ci) wykreslony na podstawie

uzyskanych wynikow z wykonanego doswiadczenia, interpretacje uzyskanych wynikéw

oraz wnioski.
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