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ELOSZO

(az els6 kiadashoz)

Az itt bemutatott biokémiai gyakorlatok gyljteménye segédeszkozként szolgdl a
biokémiai ismeretek elsajatitdsahoz, a biokémia elméleti Osszefiiggéseinek felismeréséhez, a
szaktudomdny vizsgdld6 mddszereiben valo jartassdg megszerzéséhez. A gyakorlatgyQijtemény
ismeretanyaga felhaszndlhat6 a természettudomanyi karok biologus hallgatéinak képzéséhez, a
biologia szaktanarok oktatdsi tevékenységéhez, valamint a vegyész képzés sordn a biokémia
bioldgiai vonatkozdsainak megismeréséhez.

A mobdszerek kivédlogatasa adalékul szolgdl a biokémia tudomany széles spektruménak
megértéséhez, és megkozelitési modjat tekintve a konnyebben kivitelezhetd, részben kvalitativ
eljardsoktdl, a bonyolultabb, nagy pontossdgu és felbonté képességli  miszeres elemzési
moddszerekig terjed, és a korszer(l molekularis biolégiai irdnyok megjelolésére is szolgél.

A vizsgdlt vegyliletek a biologiailag fontos szerves molekuldk és makromolekuldk fobb
tipusait képviselik.

A biokémiai gondolkoddsmoéd alaposabb megszerzése érdekében roviden ismertetjiik a
vizsgélo eljarasok elméleti alapjait, a vizsgalt vegyiiletek bioldgiai szerepét, részletesen leirjuk
a kisérletek menetét, valamint kozoljik a reagensek készitésének receptjeit. Az egyes
gyakorlatokhoz hasznalt miszerek, eszkdozok manudlis mikodtetésére vonatkozd konkrét
hasznélati utasitdsokat a hallgatok a laboratériumban kapjik meg.

A gyakorlatok kivélasztasdndl felhaszndltuk a Biokémiai Tanszék munkatdrsainak

oktatdsi és kutatdsi tapasztalatait, valamint mas egyetemek jegyzeteit.
A vélogatds soran tekintettel voltunk a gazdasdgossagi szempontokra, a vizsgdlati objektumok
hozzéaférhetoségére €és a végrehajtas iddigényét is figyelembe vettiik. Lehetdséget kivantunk
biztositani arra, hogy a gyakorlat vezetdje az adott témakordn belill egyszer(ibb vagy
bonyolultabb feladatokat valaszthasson a rendelkezésre 4ll6 1dotdl és a hallgatok
eloképzettségétol fliggden.

A megnovekedett biologus hallgatoi létszam sziikségessé tette a jegyzet minél gyorsabb
megjelentetését, igy képletek és dbrdk nem keriiltek a jegyzetbe. A gyakorlatokra vald
késziiléshez javasoljuk a Biokémiai eldadds és az elérheté biokémia konyvek vonatkozé
anyagdnak tanulményozasat.

Koszonet illeti Dobolyi G. Alicét a kézirat gépelésében nyujtott segitségéért.

Kiilon koszonetiinket fejezziik ki Dr. Nanasi Pal egyetemi tandrnak, aki értékes lektori
véleményével segitette a jegyzet megjelenését.

A szerzok elore is koszonetet mondanak mindazoknak, akik rdmutatnak a jegyzet
hidnyossdgaira és véltozdsokat javasolnak.

Debrecen, 1994. december
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ALTALANOS VIZSGALO MODSZEREK
SPEKTROFOTOMETRIA

A spektrofotometria a fényintenzitds véltozdsdnak mérésén alapulé miszeres vizsgald
modszer.

Ha a fény athalad egy anyagon, az a fény egy részét szelektiven abszorbedlja az
anyagban taldlhat6 molekuldk energiaszintjétdl fiiggden. Az abszorpcids spektrum az anyagon
atmend fény intenzitdsdnak valtozdsa a hulldimhossz fliggvényében.

A molekula 6sszes potencidlis energidja az elektronok energidjabol, valamint a molekula
vibracids €s rotacids energidjabol tevodik Ossze. A rotdcids atmenetek energidja a spektrum
infravords tartomdnyaban taldlhatd, a vibricids dtmenetek a kozeli infravords tartomdnyban,
az elektron atmenetek pedig a rontgen, ultraibolya és a lathaté tartomédnyban vannak.

A kiilsd elektronok, amelyek a molekulakotések 1étrehozasdban is részt vesznek,
alacsonyabb energidval gerjeszthetdk, ezek abszorpcidja a spektrum ultraibolya-lathaté
tartomdnydban van. Az abszorpciés spektrum az anyagi mindségre jellemzd, szerencsés
esetben azonositasra is hasznalhatd.

Ha az anyagba behatol6 fény intenzitdsa I), az anyagon dathaladé fényé I; a
transzmittancia ( T ) a kovetkezd egyenlettel definidlhato:

Ha a mérendd anyag olyan molekuldkat tartalmaz melyek abszorbedljdk az adott
hullimhosszu fényt a kovetkezd egyenlet érvényes:

I =110

ahol: o = abszorpcids koefficiens
¢ = az abszorbedl6 molekula koncentrécidja
1 = az optikai uthossz

Mivel a koncentraci6 és a transzmittancia kozott az Osszefiiggés nem linedris, bevezették
az abszorbancia fogalmat:

vagyis

A fenti 6sszefiiggés a Lambert-Beer torvény, a fotometria alaptorvénye. Fotometridsan
azon anyagok koncentricidja hatdrozhat6 meg, amelyek fényelnyelése koveti a Lambert-Beer
torvényt. Megfeleld koncentricidtartomanyban ez az anyagok nagy részére érvényes.
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kalibraciés gorbe a mért abszorbancia a koncentricié fiiggvényében dbrazolva. Az alkalmazott
hullimhossz célszerlien az anyag abszorpcidés maximuméhoz tartozé hullimhossz, mivel a
mérhetd intenzitds értékek ekkor a legnagyobbak, vagyis a mérés érzékenysége €s pontossiga
itt a legjobb. Az ismeretlen koncentricidji minta abszorbancidjanak ismeretében annak
koncentracidja a kalibraciés gorbérol leovashato.

Ha egy anyagnak UV és/vagy lithatd tartomdnyban nincs elnyelése, koncentracidjanak
meghatdrozdsara valamilyen szinreakcidjat hasznalhatjuk fel. Mivel a kialakul6 szin az ido
fiiggvényében erdsodik, sot a spektrum is valtozhat, a mérést a médszer éltal eldirt idopontban
kell végezni. Ugyanez vonatkozik a kalibracids gorbe felvételére is.

A fotometrias mérés soran a kovetkezo jelenségek okozhatnak hibat:

Fényszorodds: Ha a minta kolloidalis részecskéket tartalmaz, vagy mds olyan szennyezot
amely a beesd fényt szorja, a fotométer nem a valds abszorpciot regisztralja. Ha mod van ré az
ilyen mintdkat meg kell szirni vagy centifugdlni. Ha mégis opalos mintat kell mérniink a szort
fénybdl adddo hibat korrekcidoba vehetjilk dgy, hogy megmérjiik a szort fényt egy olyan
hullimhosszon ahol a minta nem abszorbedl és az igy kapott értéket levonjuk a hullimhossz
maximumon mért értékbol.

Oldoszer pdrolgads: 1llékony oldoszerek esetén (pl: éter, aceton) zdrhaté kiivettdt
célszerl alkalmazni, mivel az elpdrolgé oldészer miatt a minta koncentracidja no.

Minta bomlds: Néhdny anyag nagyon érzékeny az UV fényre. Ezek UV fénnyel
megvildgitva fotokémiai reakcidkban vesznek részt. Az ilyen anyagok UV abszorpcidja
folyamatosan véltozik az ido fiiggvényében.

Homérséklet valtozds: A homérséklet véaltozasa megvaltoztathatja az olddszer térfogatat
és megviltozik az abszorpcids koefficiens is. Mindkét effektus hibdt okoz a koncentricid
mérésben.

Szennyezett kiivetta: A szennyezett kiivettdk tobb fényt abszorbedlnak mint a tisztak.
Ezért soha ne érintsiik az optikai fényforrést és a kiivetta fényateresztd részét, illetve hasznalat
elott mindig toroljiik tisztdra azokat. UV tartomanyban hasznédljunk kvarc kiivettit, mivel az
tiveg és mianyag kiivettak abszorbedljak az UV fényt.



OPTIKAI AKTIVITAS, FORGATOKEPESSEG MERESE:
POLARIMETRIA

Azokat az anyagokat melyek a polaros fény sikjit az eredeti irdnytdl elforditjak
optikailag aktiv anyagoknak, magét a jelenséget optikai aktivitdsnak nevezziik.

Az optikailag aktiv szénvegyiiletek forgatoképességének szdmszerli jellemzésére a
fajlagos forgatoképességet [ o ]-t haszndljak.

ahol: o = az elforgatds szoge (a leolvasott érték fokokban)
1 = az atvilagitott réteg hossza ( dm )
¢ = az oldat koncentricidja ( g/ 100 ml )

Mivel [ o] értéke fiigg a homérséklettdl, a fény hulldimhosszatdl, az olddszertdl illetve a
koncentraciotol, ezeket az értékeket mindig meg kell adni a forgatoképesség értékének
megadasakor.

20
[o] =-40 (c=2 ,CHCl)
D

Ez a kifejezés tehdt azt jelenti, hogy a vizsgdlt anyag balra forgaté ( - ), fajlagos
forgatoképessége 40 , a mérést a Na D vonaldnak megfeleld monokromatikus fényben, 2 g /

Az optikai forgatoképességet polariméterrel mérjik. A mérés elve a kovetkezd: A
polarizélt monokromatikus fény, amelyet &ltalaban egy Na lampa €s egy polarizator (Nicol-
féle prizma) szolgaltat, dthalad a mérendd mintat tartalmaz6 kiivettdn és az abban levd anyag a
fény sikjat bizonyos szogben elforgatja. Az elforgatott fénysugar egy madsik Nicol-féle
prizmédba jut (analizdtor). Egy mechanikai rendszer segitségével az analizatort addig
forgatjuk, amig a fénysugdr intenzitdsa maximalis nem lesz. Az elforgatds szogét
megéllapitjuk.

A méréshez alkalmazott késziilékek a detektédlasban, az elforgatds moddjdban és az
elforgatds szogének mérésében kiilonbdznek egymistol. A legegyszeriibb polarimétereknél az
elforgatds manudlisan, a detektdlds vizudlisan (a 1latémez0 két felének fényintenzitasat szemmel
Osszehasonlitva), az elforgatds szogének leovasdsa egy skdlar6l torténik. A gyakorlaton
haszndlt késziilék teljesen automatizalt, a kiivetta behelyezését kovetden az elforgatds szoge
digitalis kijelzon jelenik meg.



ELEKTROFOREZIS

Az elektroforézis toltéssel rendelkezd részecskék elmozduldsa elektromos erdtérben. Az
elmozdulés fiigg az alkalmazott térerotdl, a molekula toltésétdl, az elvalasztas idotartamatodl.
Az egységnyi 1d0 alatt, egységnyi térerd hatdsdra torténd elmozdulds a molekula
elektroforetikus mobilitasdt jelenti. A fehérjék toltése a pH fiiggvénye, igy az elektroforetikus
mobilitds megaddsakor mindig utalni kell a puffer pH-jara, ionerdsségére, dsszetételére.

Az elektroforézisnek két formdja ismeretes annak megfeleldoen , hogy a molekulak
folyadékban vandorolnak ( szabad elektroforézis ), vagy valamilyen hordozé kozegben ( zona
elektroforézis ). A két forma csak mdédszerében kiilonbozik egymastol.

A z6na elektroforézis hordozdja lehet szlrdopapir, cellulézacetat-membran, agar-,
keményitd-, poliakrilamid-gél elektroforézis sordn érvényesiil a gél "molekulasz{ird" hatésa is.
A klinikai rutin laboratériumokban igen elterjedt a celluléz-membrdn és az agar-gél
elektroforézis, s mindkettd immundiffizidéra, immunelektroforézisre is alkalmas. A legtijabb
elektroforézis technika a kapillar-elektroforézis, melyben a hordozé kis 4tmérdji kvarc
kapillaris, vagy arra felvitt hordozé anyag. Szdmos elonye van a hagyomdnyos elektroforézis
technikdkkal szemben. Detektaldsi modja dltaldban fotometrids, ezért rendkiviil érzékeny, kis
mintamennyiségeket és kevés puffert igényel, a kapillaris tobbszor haszndlhatd, ezért jol
reprodukdlhatd, egyszerlien alkalmazhat6 technika.

Biokémia gyakorlaton csak a zona-elektroforézis kiilonbozd tipusaival talalkozunk,
melyek koziil a kovetkezdkben részletes ismertetdt adunk a poliakrilamid-gél elektroforézisrol.

Poliakrilamid-gél elektroforézis ( PAGE)

A poliakrilamid gélen mint hordozén végzett kiilonbozd elektroforetikus médszereket
sz€leskorlien alkalmazzdk a modern fehérje- és nukleinsav kutatdsban.

A poliakrilamid gél akrilamid €s N,N'-metilén-bisz-akrilamid polimerizéacios terméke. A
monomer akrilamidbdl felépiild poliakrilamid ldncokba beépiil a térhalosité bisz-akrilamid, s
tobb szomszédos ldnccal is kapcsolatot teremt. Igy a toltéskiilonbségen alapuld
szétvalasztassal egyidoben a molekula alak és méret szerinti elvéldsa is lejatszodik a térhalos
poliakrilamid gélben, ami a poliakrilamid gél rendkiviil nagymértéka felbontéképességét adja.
A gél racsszerkezetét, azaz a szomszédos ldncok kozotti keresztkotések szadmat, az akrilamid

c 2z
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gél atlagos porusméretét adja. A gél atlagos porusmérete szabja meg, hogy a molekulasz{ird
hatds milyen molekulastly tartomédnyban effektiv.

A poliakrilamid kedvezoé tulajdonsdgai:

A poliakrilamid gél igen elonyds és alkalmas kozeg az elektroforézis szamara. A gél
mechanikai tulajdonsdgai 4-20 % akrilamid koncentraciétartomdnyban nagyon kedvezoek. A
poliakrilamid hidrofil karakterli, nem tartalmaz azonban t6lt6tt csoportokat. Kémiailag
kozombos, stabil vegyiilet, fehérjékkel, nukleinsavakkal nem 1ép specifikus kdlcsonhatasokba,
tovabba nem zavarja az azok detektaldsara szolgélo kiilonbozo festési reakcidkat. Kompatibilis
a legtobb altalanosan haszndlt pufferrel. Nem denaturdlé koriilmények kozt, éltaldban 0 °C
koriili homérsékleten végzett elektroforézis soran szimos enzim megdrzi nativ dllapotat és igy
enzimatikus aktivitasuk alapjan detektalhatok.



Kiilonos jelentdségre tett szert a natrium-dodecil-szulfat (SDS) jelenlétében végzett
gélelektroforézis a fehérjék alegységsilydnak meghatarozasaban.

A poliakrilamid gél képzodésének optimdlis koriilményei:

Akrilamid monomer oldatdhoz, amely az akrilamid mennyiségére szadmitott 1-3% N,N'-
metilén-bisz-akrilamidot is tartalmaz, megfeleld pH-ju pufferoldatot keveriink. Az akrilamid
polimerizicidja gyokos folyamat. Katalizatorként leggyakrabban ammonium-peroxidiszulfatot
haszndlnak, amelyek vizes kdzegben lejatsz6dé spontdn bomldsa szabad gyok keletkezéséhez
vezet:

Egy masik katalizdtor a riboflavin, melynek l4thaté fénnyel torténd gerjesztése eredményez
szabad gyokot tartalmazé molekulat. Mindkét katalizator esetében sziikség van egy un.
inicidtor molekuldra is a polimerizacid elinditdsahoz. Inicidtorként altaldnban tercier aminokat
alkalmaznak, leggyakrabban a tetrametilén-diamint (TEMED). Inicidtor alkalmazdsa azért
sziikséges, mert a katalizatorokbol képzddd primer szabad gyokok nem képesek az akrilamid
kettds kotését felhasitva a polimerizaciot elinditani. Képesek viszont a TEMED molekula
gerjesztésére €s az ekkor keletkezd szabad gydk mar megfeleld a polimerizacio inicidldsara.

Az akrilamid polimerizaldsa sordan nagy molekulatomegl linedris polimer keletkezik, mely
vizben nagy viszkozitdsu oldatot képezve oldddik. Gél struktira akkor alakul ki, ha az
akrilamidhoz néhédny szdzaléknyi bifunkcios N,N'-metilén-bisz-akrilamidot adunk. A metilén
hidak 0sszekapcsoljdk az egyes linedris polimer szakaszokat, ezért az akrilamid gél egyetlen
oridsmolekuldnak tekinthetd. A gél készitése soran a koriilményeket (katalizdtor és inicidtor
koncentracidja) ugy kell megvalasztani, hogy a gél "bepolimerizdldsa" 10-30 perc alatt
lejatszodjon.

Technikai kivitelezés:

Elektroforézishez a gélt két kiilonb6zo formaban allithatjuk eld. A kordbbi eljards szerint
a pufferrel, inicidtorral, katalizatorral dsszekevert akrilamid és metilén-bisz-akrilamid oldatot
egyik végiikon lezart kis iivegcsovecskékbe toltjiik. Ezen miveletet gyorsan kell elvégezni,
mivel ekdzben mar folyik a polimerizacid. A masik technika szerint két iliveglap kozott
akrilamid lemezt Ontiink. Ilyenkor egy gélen tobb mintat is futtathatunk egymas mellett, ami
nagymértékben megkonnyiti a kiértékelést. Ez a technika lehetdové teszi a kétdimenzids
elektroforetikus szeparédlasok végrehajtasat is.

Pufferrendszerek hatdsa az elektroforetikus mobilitdsra:

Az elektroforézis sikerét nagyban befolydsolja a gél koncentricié és a pH helyes
megvalasztasa. Fehérjék elektroforézisét altaldban az izoelektromos pontnal magasabb pH-n
szoktdk végrehajtani. A puffer szerepe nemcsak az, hogy a pH-t allando értéken tartsa, (ez
biztositja a reprodukalhatésdgot), hanem a puffer ionjai végzik az dram vezetését is.

Legtobb esetben a fehérjeionok az dram vezetésében csak nagyon csekély mértékben vesznek

részt. Ha azonban a puffer koncentricidja tdl alacsony, megnd a fehérjeionok szerepe az dram
vezetésében, ami rendszerint diffiz, elkenddott fehérjesdvok kialakuldsdhoz vezet. Az
optimdlisndl nagyobb pufferkoncentracio esetében viszont a fehérjék mobilitdsa csokken, ami
szintén kdrosan befolydsolja az elvélasztds mindségét.



Az alkalmazott pufferrendszerek szempontjabdl a kiilonbozo gélelektroforetikus technikdkat
két nagy csoportra oszthatjuk. Folytonos (kontinuus) a pufferrendszer akkor ha ugyanazt a
puffert alkalmazzuk a gélben és az elektroforézis tankokban. Ez a moddszer igen
egyszerli,azonban valamivel rosszabb a felbontoképessége, mint a joval bonyolultabb un.
diszkontinuus pufferrendszert alkalmaz6 metodikdké. A diszkontinuus (diszk) technikdk két
folé egy un. koncentrdl6 gélt polimerizalnak. Ennek akrilamid koncentracidja a futtaté gélénél
joval alacsonyabb, ezért itt a molekulaszird hatds nem érvényesiil. Ha a szepardland6
makromolekuldk negativ toltéstiek, vagyis az elektroforézist az izoelektromos pont feletti pH-
n végezziik a kovetkezd megéllapitasok érvényesek:

A hdrom kiilonbozo pufferrendszerben két kiilonbozd aniont alkalmaznak. Mind a
koncentrdl6, mind a futtaté gélben a puffer anion komponense olyan ion, melynek
disszocidciéfoka nem fiigg a kozeg pH-jatdl, vagyis egy erds sav savmaradéka. Ez az ion
altalaban a klorid ion. Az elektrolizalé puffer viszont olyan aniont tartalmaz, amely gyenge sav
savmaradéka, pl. glicindt anion. A kis térfogatu fehérje mintat a koncentrdld gél felszinére
rétegzik. Az aram bekapcsoldsa utdn néhdany perccel a fehérjeionok bejutnak a koncentrald
gélbe. Minthogy a gélben csak klorid, az elektrolizalé pufferben csak glicindt anionok vannak,
a koncentrdl6 gélben kialakul egy klorid-glicindt front.

A koncentrdl6 gél pH-ja 6,5-6,8. Ezen a pH-n a glicin disszocidci6foka viszonylag
csekély, és ennek kovetkeztében, ha a fehérjeionok a glicin fazisba keriilnek relativ toltésiik és
igy mobilitasuk is nagyobb lesz mint a glicindt anionoké. A fehérje ionok tehdt gyorsabban
mozognak mint a glicindt anionok, viszont mihelyt a kloridfazisba keriilnek, a helyzet
megfordul, itt a klorid ionok mobilitdsa nagyobb. Ennek kovetkeztében a fehérjék, minthogy a
glicinat anionokndl gyorsabban a klorid ionokndl lassabban mozognak, a klorid/glicinat
hatarfeliileten koncentrdlédnak. Ez a jelenség tiikrozodik a gélrész elnevezésében is.

Az elektroforézis sordn a klorid/glicinat hatérfeliilet végighalad a koncentrald gélen,
majd belép az un. szeparalé gélbe. Ennek pH-ja 8.8-9.0. Ezen a pH-n a glicin teljes mértékben
disszocidl és ezért mobilitdsa nagyobb lesz mint a fehérje ionoké. A klorid/glicinat front
lehagyja a fehérjéket, melyek ezutan kiilonb6zd fajlagos toltésiik kovetkeztében kiilonbdzo
megvalasztani, hogy az elvalasztani kivant fehérje méret- tartomdnyban a maximdlis
molekulaszrd hatést fejtse ki.

Detektdldsi modok:

Fehérjefestés: A leggyakrabban alkalmazott fehérjefestékek a Coomassie Brilliant Blue
R250, a savas Fast Green, az amidofekete €s a bromfenol kék. A legérzékenyebb a Coomassie
Brilliant Blue festék, mellyel mar 0,1-0,5 ?g fehérje is detektélhatd.

Enzimaktivitds mérés: Szdmos olyan szinreakcid ismeretes, melynek segitségével
kiillonb6zo dehidrogendzok, ATP-dzok, protedzok a poliakrilamid gélben kimutathaték. Ha
fehérjefestésre nincs lehetdoség, akkor a futtatds utdn a gélt egyenld, 1-2 mm-es darabokra
vagjdk €s minden egyes darabbal kémcsoreakcié formdjaban elvégzik az enzimaktivitas
meghatarozdsat.

Egyéb detektdldasi modok: A fehérjék detektdlasdnak mds modja az, hogy a vizsgalando
fehérjébe fluoreszcens molekuldkat vagy izotoppal jelzett aminosavakat épitiink be még az
elektroforézis végrehajtasa elott. Mind a fluoreszcens, mind a radioaktiv detektalasi technika
rendkiviil érzékeny, sok esetben 1-10 ng a kimutathatsagi hatdr.
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KROMATOGRAFIAS MODSZEREK

A kromatografids eljardsok vegyiiletkeverékek elvalasztdsara alkalmasak azon az alapon,
hogy az egyes vegyiiletek kiilonb6zd megoszlast mutatnak a nagy feliiletd 4llo, és egy azon
ataramlé mozgd fazis kozott. A két fazis kozott végbemend egyenlotlen megoszlas feltétele
az, hogy az egyes komponensek fazisokhoz val6 affinitdsa, vagy diffiiziés lehetdsége a
fazisokban eltérd legyen. Az elvédlasztas sordn all6 és mozgd fazis érintkezik. A két fazis
kozott bedlldo egyensulyi dllapotok eredményeként az anyagok gyorsabban, vagy lassabban
vandorolnak. Az elvalasztist eredményez0 hatérfeliileti jelenségek alapjan a kromatografids
moddszereket a kovetkezd csoportokba sorolhatjuk:

Adszorpciés kromatografia:

Az egyik fazisban oldott keverék egyes Osszetevdi a mdsik fazis hatdrfeliiletén
koncentraci6 kiilonbséget mutatnak. A hatérfeliileten gyakran a komponensek koncentralédasa
kovetkezik be. A jelenség az adszorpcié. Ha az egyik fazis mozog, a benne oldott anyagok, az
allé fazison torténd kiillonbozo adszorpcidjuk alapjan szétvalaszthatok. Az all6 fazis szilard,
mig a mozgd fazis folyadék, vagy gaz halmazallapoti lehet. Adszorpcids jelenségek két
egymdssal nem elegyedd folyadék hatérfeliiletén is felléphetnek, de a komponensek
elvéilasztdsa szempontjdbol ebben az esetben jelentdosebb a komponensek két fazisban
mutatkozé eltérd oldhatdséaga.

Megoszlasi kromatografia:

Két egymadssal részlegesen, vagy egyaltalin nem elegyedd folyadék hatarfeliiletén az
oldott anyagok megoszlasi egyiitthatéjuknak megfelelden oszlanak meg a két fazis kozott. A
hidnyadosa. A megoszlasi kromatogréfidban az all6fazis is folyadék, amelyet rendszerint nagy
feliiletd, szilard hordozé feliiletére visznek fel. Ha az 4ll6 fazis a polaros, a vele érintkezd
mozgd fazis apolaros (szerves)olddszer, normal fazisi kromatografidrdl beszéliink. Néhany
estben jobb elvalds érhetd el ha a fazisok polaritdsit megceseréljiik. Ilyenkor az all fazis az
apoldros, a mozg6 fazis pedig poldros (vizes)olddszer. Ezt forditott fazisu kromatografidnak
nevezziik.

Megoszlasi kromatografia megvaldsithaté gdz és nem illékony folyadék fazissal is.
Ebben az esetben a szilard hordozora rogzitett folyadék fazis €s a gaz fazis kozti megoszlas az
elvélasztas alapja. Az adott homérsékleten az illékonyabb, vagy a folyadékfazisban kevésbé
0ld6d6 komponensek a vivogazzal nagyobb sebességgel haladnak igy elvdlnak a tobbi
komponenstol.

Ioncserélo kromatografia:

Kétfazisi rendszer képezhetd duzzasztott ioncseréld szemcsék és ionokat tartalmazo
vizes fazis érintkezésével is. Az ioncseréld vizben oldhatatlan makromolekula, mely feliiletén
toltéssel rendelkezd funkcidés csoportokat, ioncseréld gyokoket tartalmaz. Ezekhez
kapcsolddik az ellentétes toltésh ellenion. A nagy toltéssel rendelkezd ionok affinitdsa nagyobb
az ioncserélohdz, mint a kis toltéstieké. Az ioncseréld kromatogréfia alapjat a keverék
komponenseinek toltés kiillonbozosége képezi.

11



Ha az ioncseréld makromolekula toltése negativ, a hozzd kapcsolédd ellenionok
pozitivak, tehat az anyag kationcseréloként mikodik. Ha a makromolekula tdltése pozitiv,
akkor az anyag anioncserélo.

Azok az Osszetevok, amelyek iontdltésben, ionogén csoportjuk disszociicids
allanddjaban, vagy ionméretben eltérnek egymastdl az ioncseréld szemcsékhez kiilonbozd
erovel kotddnek. Ezeket a tényezdket a pH és az ionerdsség valtoztatasaval befolydsolhatjuk,
ezért az ioncserés kromatogréafia sordn vizes, pufferolt eluensekket alkalmaznak.

Affinitas kromatografia:

Az elvalasztdsra biospecifikus szorpcids, deszorpcids folyamatokat alkalmaznak. A
kolcsonhatdsok olyan vegyiiletparok kozott 1épnek fel, amelyek oldatban nagy szelektivitdssal
reagalnak egymadssal. I[lyenek pl. antitest-antigén, enzim-szubsztrat, enzim-inhibitor stb.

A specifikusan kapcsolédé parok egyike, funkcidjanak kdrositdsa nélkiil alkalmas
hordoz6hoz kotve a par masik tagjanak oldatbdl valo szelektiv megkotésére haszndlhatd. A
megkotott komponens szelektiven eludlhatd egy deszorbedl6 folyadékkal.

Gélkromatografia:

A gélszlirés is a kromatografia elvén alapszik. Az all6 fazist a megduzzasztott
gélszemcsék képezik, a mozgd fizis a szemcsék kozotti vizes oldat. A gélkromatografia
elméleti és gyakorlati vonatkozasait kiilon fejezetben ismertetjiik.

Megkiilonboztethetjiik a kromatografidls modszereket a kifejlesztés moddja szerint is.
Eszerint frontdlis, kiszoritdsos és eluciés kromatografiar6l beszélhetiink. A moddszerek
gyakorlati jelentdsége egyaltalan nem azonos, a leggyakoribb az elucids technika.

Elucio: Az elvdlasztani kivant keveréket, lehetdleg az eluensben oldva, kis térfogatban
visszilk az dll6fazisra. A tovdbbiakban a tiszta olddszert, az eluenst dramoltatjuk 4t az
alléfazison. Folyamatosan ismétlodo egyensuly bedllasok kovetkeztében az Osszetevok lassan
haladnak 4t az é&ll6fazison. Mozgdasukat a komponens-all6fazis-oldoszer kolcsdnhatds
szabalyozza. A komponensek teljesen elvalt zondkat képeznek, kozottik a tiszta oldoszer
zOndi vannak, igy tdvoznak az all6fazisr6l. A moddszer mind analitikai, mind preparativ
elvélasztasokra alkalmas.

GELKROMATOGRAFIA
(Méretkizarasi kromatografia)

Az elsO alkalmazédsa ota eltelt évtizedek alatt a gélkromatografia egyike lett a
legfontosabb biokémiai elvdlasztdsi modszereknek. Szamos enzim, poliszacharid, nukleinsav,
fehérje és mas bioldgiai makromolekula tisztitdsara alkalmazzak.

A biol6giai makromolekuldk olyan specidlis funkcidji anyagok, melyeket in vivo a
kornyezetiikben végbement kis védltozdsok szabdlyoznak. A pH-ban, fémion-, kofaktor-, stb.
koncentracioban torténd valtozasok lényeges hatdssal lehetnek a vizsgdlt molekuldra, ezért
szilkségesek olyan finom elvalasztasi modszerek, melyek ezen faktoroktdl fiiggetleniil
mikddnek. A gélkromatogréfia egyike ezen mddszereknek.
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A gélkromatogrifidinak a szakirodalomban szamos szinonim, az elvdlasztds
mechanizmusdra utalé elnevezése ismert, mint pl. gélszlirés, molekulaszirés, kizarddasi
kromatografia, gélathatoldsi kromatografia. A kiilonbozd ¢és gyakran megtévesztd
terminologiak helyett egyre inkébb terjed a racionalis gélkromatografia elnevezés hasznalata.

Kolloidkémiai meghatdrozdsuk szerint a gélek félszilard halmazallapotd, alakdllando,
rugalmas difform rendszerek, amelyek egy gélképzd vegylilet és a szolvatdldo kozeg
kolcsonhatdsabol keletkeznek.

A gélekkel szemben tamasztott kovetelmények

1. A kromatografia kisérleti koriilményei kozott az elvédlasztandd anyagokkal vagy
olddszerekkel ne 1épjenek kémiai reakcidba.

2. A gélszerkezetnek megfeleld kémiai stabilitdsa legyen. A poliszacharid-tipusu gélek
glikozidkotései erds dsvanyi savakra, a karbonsavamid tartalmu akrilamid gélek pedig lugokra
érzékenyek.

3. Mikroorganizmusoknak, bakteridlis bomlasnak lehetdleg ellendllok legyenek. A
kitGind tdptalajnak tekinthetd poliszacharid tipusu géleket &ltalaban NaN3z-dal (0,02%-o0s
oldatban) védjiik a fertdzés ellen.

4.A gélek szerkezete lehetoség szerint minimélis ionos csoportot tartalmazzon.

5.Az azonos kémiai szerkezetl matrix a kiilonféle feladatok megolddsara alkalmas
legyen (pl. Sephadex, Bio-Gél tipusok).

6. A gél elddllitdsa sordn homogén , j6l ellendrizhetd méretli €s eloszlasu, megfeleld
mechanikai szilardsagu szemcsék keletkezzenek.

Gélképzo anyagok
1.Természetes gélképzo anyagok

A gélkromatografia céljara eloszor a természetes eredeti poliszacharidokat és
polimereket alkalmaztak. Ezek tilnyomé része, mint pl. a keményitd és az agar, ma mar csak
torténeti érdekességi.

A természetes eredetl gélek koziil napjainkban csak az agar6zt hasznaljuk.

Az agar6z D-galaktéz és 3,6-anhidro-L-galakt6z egységekbdl felépitett linearis poliszacharid.
Az agardz kis koncentricidju vizes oldata (0,5% alatt) is mar konnyen gélt képez.

A gélek poérusmérete az agardztartalomtdl fiigg. Minél kisebb a gél agardztartalma, anndl
nagyobb méretl molekulak képesek a gél szerkezetébe behatolni.

Makroporusos szerkezetiikk folytdin az agardzgélek igen nagyméretii molekuldk pl
nukleinsavak, poliszacharidok, nukleoproteidek, antigének stb. kromatografidjara is
hasznalhatok. Sepharose néven keriilnek forgalomba.
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2.Félszintetikus gélképzo anyagok

A félszintetikus géleket természetes alapanyagok, elsdsorban a dextrdn ipari-lizemi
méretli tisztitasdval, frakciondldsdval és kémiai 4talakitdsdval allitjdk eldo. A legismertebb
félszintetikus géleket a Pharmacia cég gyartja. Két fo tipusuk a Sephadex G, amely hidrofil gél
és a Sephadex LH, a Sephadex G gélekbdl hidroxi propilezéssel eloallitott organofil gél.

A Sephadex gélek alapanyaga a dextrdn. A dextrdn gliik6zegységekbdl 1,6-?-gliikozid
kotésekkel felépitett linedris poliszacharid. A polimer helyenként 1,2- , 1,3-, vagy 1,4-
gliikkozid-kotésekkel kapcsolddé oldallancokat tartalmaz. A nyers dextranbdl részleges
hidrolizissel kapott 40 000 és 70 000 4tlagos molekulatomegl dextran-frakcidkat
epiklorhidrinnel reagéltatjdk. Az epiklorhidrin a dextranldncok kozott 1,3-glicerid-éter-
kotéseket hoz 1étre. A keresztkotési reakciok hatdsara a dextranbdl vizben oldhatatlan hél6zat
keletkezik.

A keresztkotések rendszere dontden meghatdrozza a dextrdn gélek porusméretét és
molekulatomeg (méret) szerinti frakciondldsi tartomanyat. A keresztkotések szamaval csokken
a gélek porusmérete és annak a molekulatomegnek (méretnek) a hatarértéke, amely a gél
szerkezetébe még éppen behatolhat.

3.Szintetikus gélképzo anyagok

Az alapanyagok szempontjabdl a szintetikus gélek hdrom csoportjét kiilonboztethetjiik
meg:
- akrilamid-akrilat kopolimerek
- sztirol-divinil-benzol kopolimerek
- egyéb, kevert tipusu gélek
A szintetikus gélek koziil az akrilamid-akrilat géleket a legelterjedtebben alkalmaztdk a
gélkromatografidban. Az akrilamid és a N,N'-metilén-bisz-akrilamid kopolimerizdlasaval
allitjak eld.
A poliakrilamid gélszemcse porusméretét elsdsorban a monomer akrilamid koncentricioja,
mdsodsorban a keresztkotéseket 1étrehoz6 N,N'-metilén-bisz-akrilamid ardnya hatdrozza meg.
A két tényez0 varidldsaval a géltipusok széles skdldja allithat6 eld.
A poliakrilamidgélek poléris, hidrofil tulajdonsdgait a szerkezet karbonsavamid csoportjai
adjdk. A savamidkotéseket erds lugok megbontjdk, és hidrolizisik a gélek ioncseréld
tulajdonsdgainak novekedését hozza létre. Kromatografids célokra a homogén méretd,
duzzasztott gélszemcséket haszndljadk. A kereskedelmi forgalomba keriild géltipusokat
emulgedldsos mddszerrel kondenzdlt gyongypolimer szemcsék formdjdban készitik. A
homogén szemcseméretll frakciokat a duzzasztott termék szitdlasdval kapjak.A kromatografids
tulajdonsdgok szempontjabol a poliakrilamidgélek reverzibilisen szarithatok. A legismertebb
kereskedelmi poliakrilamidgélek a Bio-Gel P tipusok.
A poliakrilamidgélek elonye a dextrangélekkel szemben, hogy a szemcsék ridegebbek,
mechanikai hatdsoknak ellendllobbak. Madsik igen nagy elonyiik, hogy mint szintetikus
anyagok, taptalajként a mikroorganizmusok szamara nem megfeleloek, és a bakteridlis hatdsok
irdnt k6zombosek.

A gélkromatografia nevezéktana

Belso térfogat (Vp): az a térfogat melyet a gél belsd szerkezetéhez tartozé olddszermolekuldk
toltenek ki.
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Kiilso térfogat (Vi): a gélszemcsék kozott elhelyezkedd olddszer térfogat, tulajdonképpen a
gélkromatografia mozg6 fazisa.

A gélmdtrix sajat térfogata (Vy): a gél szerkezetét képezd polimerhdl6zat térfogata.
Teljes térfogat (Vi): Vi= Vp+Vi+Vx

Elucios térfogat (Ve): az elvdlasztand6 anyag megjelenéséig a gélagyon atfolyt olddszer
térfogata. Az elucios térfogat a gélagy térfogati megoszldsatol, a gél mindségétdl és az
elvélasztand6 anyag tulajdonsdgaitdl fiigg.

Retencios térfogat (Ve-Vi): az oldott anyag altal a gélfazisban elfoglalt térfogat
Elvdlasztdsi térfogat (V;): az elucids térfogatok kiillonbsége
Vsz = Ve2 - Vel

Volumetrikus megoszldsi hdanyados (Kg):

Definicidja szerint a Kq csak a gélszemcsék belso térfogatdnak a molekuldk rendelkezésére allé
részét veszi figyelembe.
Masik definici6 szerint:

A volumetrikus megoszlasi hanyados az oldott anyagok molekuldinak méretétdl
(molekulatomegétol) és a gél belsd szerkezetétdl (pérusméretétol) fiiggd anyagi dllando.
Ertéke 0 és 1 kozott véltozhat.

Ha K4q =0, az oldott anyag molekuldi a gél belsd térfogatabdl teljesen kizarddnak, az elucids
térfogat megegyezik a gélagy kiilso térfogataval.

Ha Kq = 1, az oldott anyag molekuldi a g€l teljes belsd térfogatat igénybe vehetik, az elucids
térfogat az oszlop teljes oldoszer-térfogatdval egyenlo. A Kg = 1 értéket csak az elektrolitok
kozelitik meg, és a Kq értéke a 0,8-0,9-et dltalaban nem haladja meg. Az egynél nagyobb Ky
értékek a gélkromatogrifidhoz tarsuld adszorpcids vagy ioncseréld folyamatokat jelzik.

A gélkromatografia mozgofazisa

Az eluens Osszetétele nem befolydsolja kozvetleniil az elérhetd gélkromatografids
elvélasztast. A toltés nélkiili anyagok esetében desztilldlt vizet alkalmazhatunk eluensként.
Altaldban a gélkromatografids elvalasztdsok vizes kozegben torténnek. Ha az elvilasztand6
anyag toOltéssel biré csoportokat tartalmaz, a megfeleld pH és ionerdsség bedllitasara
pufferoldatokat  alkalmazunk  eluensként, a lehetséges ionos  kolcsonhatdsok
megakaddlyozasara. Erre a célra a natrium-klorid is hasznalhatd.
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Ha a terméket liofilizalni akarjuk, illékony puffereket alkalmazhatunk. Ilyen pl. az ammoénium-
acetat, ammonium-bikarbonat.

A leglényegesebb szempont a gélkromatografids eluens kivalasztdsdban, annak hatdsa az
elvilasztand6 molekuldara. A puffer pH-ja és ionOsszetétele, disszocidltaté kozeg, vagy
detergensek jelenléte konforméciovaltozasokat, a fehérjék alegységekre torténd disszocidldsat,
enzim és kofaktor, hormon és hordozé molekuldk disszocidldsdt okozhatja, amelyet
szamitasba kell venni a gél kivdlasztdsdnal és az erdmények értékelésénél.

Specidlis esetekben szerves olddszerek is (etanol, metanol) alkalmazhatok eluensként. Ilyen pl.
az Sephadex LH gélen torténd kromatogréfia.

Oszlopkészités
1. A gél duzzasztdsa

A gélkromatografidban alkalmazott gélek nagyobb részét (Sephadex, Bio-Gél) szdraz
por formdban hozzdk forgalomba, ezért sziikséges duzzasztiasuk a megfeleld pufferben,
haszndlat elott. A duzzasztis ideje alatt keriilni kell a keverést, mert ez a gélszemcsék
roncsolddasit okozhatja. A duzzasztasi id0 csokkenthetd forré vizfiirdd alkalmazasdval. A
szerves oldoszerben t0rténd kromatografidnal a megfeleld Sephadex LH gélt a kivélasztott
szerves oldoszerben duzzasztjuk.

2. Oszloptoltés

Az oszloptoltés a gélkromatografia igen kritikus lépése. A rosszul toltétt oszlop

turbulens dramlast, zOnaszélesedést és rossz elvaldst okoz. A varhat6 4tfolydsi sebességet is
befolyasolja.
Rendszerint 75 %-os gélszuszpenziot alkalmazunk, melyet a felontés elott vakuumban
légtelenitettiink.Az oszlopba Ontést célszerti iivegbot mellett végezni. Az 0Osszes
gélszuszpenzidt egyszerre kell az oszlopba dnteni. Az oszlop feltdltése utdn azonnal inditsuk
meg az atfolydst, hogy egyenletes iilepedést érjiink el. Miutdn a gél leiilepedett, az oszlopot
0sszekotjiik az eluenst tarol6 edénnyel és még 2-3 oszloptérfogatnyi eluenst folyatunk 4t rajta,
hogy stabilizdljuk a géldgyat és ekvilibraljuk az eluenssel.

A gélkromatografia alkalmazasi teiiletei
1.Csoportelvdlasztds és frakciondlds

Lényeges kiilonbség van a két kiilonbozo elvilasztasi mod kozott.

A csoportelvalasztasban a molekuldk mérete kozotti kiilonbség olyan nagy, ami
lehetové teszi, hogy ugy valasszuk ki a gélt, amelyre a nagy molekuldk Kg értéke 0O, a kis
molekuldké pedig kozelitdleg 1. Ilyen elvdlasztds pl. a makromolekuldk sOmentesitése, a
puffercsere, €s a reakciok lezardsa makromolekuldk és alacsony molekulatomegh reagensek
kozott.

A frakciondlds esetén hasonlé méretli, kovetkezésképpen a Ky értékben kevésbé

kiillonb6zd molekuldk elvdlasztasardl van sz6. Ezért a gél helyes megvalasztisa, és a kisérleti
koriilmények igen lényegesek ahhoz, hogy jo elvdlasztast érjiink el.
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2. Molekulatomeg meghatdrozdsa

A gélkromatogréfia, eltéroen az elektroforetikus moédszerektdl, lehetdséget nyujt nativ,
vagy denaturdlt fehérjék molekulatomegének vagy méretének meghatarozasara, kiilonb6zo pH
értéknél, ionerdsségnél €s homérsékleten.

A megfeleld géllel toltott oszlopot ismert molekulatomegil fehérje standarddal kalibrdljuk és a
kalibralt oszlopot szinte korlatlan ideig haszndlhatjuk mind molekulatomeg meghatirozésra,
mind rutin elvilasztasra.

3. Polimerek molekulatomeg-eloszlasdanak meghatdrozdsa

A molekulatomeg-eloszlds igen fontos jellemzdje mind a természetes, mind a
szintetikus polimereknek. A klasszikus modszerekkel végzett analizis nehéz és faradsagos,
minthogy a makromolekuldkat kicsapdssal frakciondlja, és minden frakcioban meghatdrozza a
molekulatomeget és az anyagmennyiséget.

A gélkromatografia jobb lehetOséget biztosit szamos polimer eloszlasi analizisére. Az elucids
gorbét folyamatosan lehet felvenni, vagy meghatdrozni az egyes fraciokra. Nem sziikséges
kiilon meghatarozni a polimerek molekulatomegét az egyes frakcidkban , ha kalibrélt oszlopot
hasznédlunk, tekintve, hogy az oszlopok kromatogrifids viselkedése nagymértékben
reprodukalhato.

Ezzel a moddszerrel szamos vizoldhaté polimer (dextrdnok, zselatin prepardtumok)
molekulatomeg-eloszlasat hataroztdk meg.

Alacsony molekulatomeg-tartomdnyban a Sephadex LH-20 vagy LH-60 felhasznaldsdval,
szerves oldoszerekben 0ld6do polimerek eloszldsi analizise is elvégezhetd.

VEKONYRETEG-KROMATOGRAFIA (VRK)

A vékonyréteg-kromatografia (VRK) széles korben elterjedt, elsdosorban analitikai célu
elvélasztastechnikai modszer. Gyors és egyszer(i, ezért széles korben alkalmazzdk szerves
anyagok kimutatdsdra, tisztasdgvizsgalatara és mennyiségi meghatarozdsara. Erre alkalmassa
teszi szelektivitasa, érzékenysége, valamint az, hogy kis mintamennyiségeket igényel,
ugyanakkor kiilonb6zo futtatérendszereket, rétegeket és elohivokat alkalmazva szinte minden
tertileten hasznélhato.

A vékonyréteg-kromatografia a réteg anyagatdl fliggden lehet:
-adszorpcids vékonyréteg-kromatografia

-megoszlasi vékonyréteg-kromatografia

-ioncseréld vékonyréteg-kromatografia

-gélkromatogréfia

Bér a rétegek hazilag, manudlisan is eloallithatok, ma mar a kész rétegek hasznilata
terjedt el, lévén ezek egyenletesebbek a hdzilag készitettnél és minden elképzelhetd
szorbenssel kaphatdak analitikai és preparativ méretben egyardnt.

Az eluensek kivalasztdsdnak megkonnyitésére szolgdlnak az ugynevezett eluotrép sorok,
melyekben az adott rétegen novekvo eludloképességiik szerint sorba rendezett olddszereket €s
oldészer rendszereket adnak meg.
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Gyakorlati tudnivalok a vékonyréteg-kromatografia alkalmazasahoz:

1.Minta felvitel: Az oldatban levd vizsgalati anyagot kapilldrissal vagy
mikrofecskendovel a lemez aljatol kb. 1,5-2 cm tdvolsagban, egymdstol legaldbb 1 cm-re |,
minnél kisebb foltban cseppentjiik fel. Nagyobb mintamennyiségek illetve kevésbé illékony
olddszer esetén hajszaritoval, hideg, vagy ha az anyag nem hoérzékeny, meleg levegddrammal
szarithatjuk.

2.Kifejlesztés vagy elucio: A felcseppentett lemezt az eldozetesen kivalasztott eluenst
tartalmaz6 futtatokadba ( jol zdrhat6 livegedénybe) helyezziik. Az olddszerréteg ne érje el a
felcseppentett foltokat. Az oldészer a kapilldris hatds kovetkeztében vandorol a rétegen.
Altaldban a réteg felsd szélétdl 1-2 cm tdvolsdgig futtatjuk az eluenst. A jobb elvilaszts
érdekében akalmazhatunk tulfuttatdst, tobbszori elucidt illetve két vagy tobb dimenzids
futtatdst is. A vékonyréteg-kromatogréfia viszonylag Uj dga a nagynyomdsu vékonyréteg-
kromatografia, amit angol nevének roviditése alapjan OPTLC-nek ( Overpressure Thin Layer
Chromathography) is hivnak.Az OPTLC alkalmazisakor a hagyomdnyos vékonyrétegen az
eluenst egy pumpa segitségével nagy nyomdssal dramoltatjadk. Ily moédon jelentdsen
lerovidithetd a futtatds ideje. Az OPTLC mintegy atmenetet képez a vékonyréteg- és a
nagynyomdasu folyadékkromatogréfia kozott.

3.Elohivas: Az értékeléshez a foltokat lathatova kell tenni. Szines anyagok esetén erre
nincs sziikség, de az anyagok nagy része nem szines. Ezek az anyagok UV fényben vizsgélva,
vagy megfeleld reagenssel bepermetezve "elohivhatok", lathatova tehetok.
A kiilonbozo vegyiiletcsoportokra szdmos eldohivoszer ismert, mint példaul a szerves
vegyliletek esetén altaldnosan hasznalt cc. kénsav és jodgoz, illetve a kiilonbozd funkcids
csoportok szinreakcidit felhaszndld specidlis elohivok. Ezek szdmos irodalomban
megtalalhatok.

4.Ertékelés: A kapott kromatogramok mindségi értékelése az vigynevezett retencis
faktor ( Ry) alapjan torténik.

ahol: DM= a minta foltjdnak tavolsdga a felcseppentés helyétol
DF= az oldészerfront tdvolsdga a felcseppentés helyétol

A mennyiségi értékelésre a kovetkezd mddszerek hasznalhatok:

- vizudlis értékelés a folt &tmérdje alapjan

- eluci6 a lemezrdl és az oldat elemzése

- bioautogréfia: bioldgiailag aktiv anyagok esetén

- radioautogréfia: radioaktiv anyagokra

-denzitometria: fényvisszaverodésen alapulé fotometrids mérési modszer, mellyel a rétegen
levd szines, vagy UV aktiv anyagok mérhetok.
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GAZKROMATOGRAFIA (GC)

A gazkromatografia elsdsorban analitikai célu elvdlasztdstechnikai moddszer. Az
elvélasztds elvi alapja a minta komponenseinek két fazis kozotti kiillonb6zo megoszlasa. A
mozgd fazis (az eluens) mindig gdz, amely az 4all6fazisr6l mossa le (eludlja) a minta
komponenseit. Az all6fazis lehet szilird (ebben az esetben gédz-szilaird kromatografiarol
besz€liink) vagy folyadék. Ez utobbi a gyakoribb, ekkor gidz-folyadék kromatografiarol
besz€liink, ebben az esetben a folyadékban oldédik az elemzett anyag.

A gaz-folyadék kromatogrédfidban a komponenseket a vivogdz hajtja végig az allé
fazison. Az &ll6 fazis egy nem illékony folyadék, melyet egyenletes szemcseméret-eloszlasu
hordozoéra, vagy kapillaris cso faldra vékony film formdjaban visznek fel. Az all6fazis a minta
komponenseit kiilonbozoképpen tartja vissza a megoszldsi hdnyadosuknak megfeleloen. A
komponensek a vivogazzal egyiitt hagyjak el a kolonndt. Ezt kovetden valamilyen modon
detektéljuk a vivogdz anyagtartalmat és ezt az ido fliggvényében abrazoljuk.

A kromatografids elemzés eredménye a kromatogram, melyet a detektorjel idobeni
véaltozdsanak regisztraldsaval kapunk. A kromatogramon az egyes komponenseknek egy-egy
csucs felel meg, vagyis az anyagkeverék legaldbb annyi komponensbdl all, mint ahdny csticsot
kapunk az elemzés sordn. A csicsok maximumanak megjelenési ideje a retencids ido, amely
az adott elemzési koriilmények kozott az anyagi mindségre jellemzd. A cstcs alatti teriilet az
anyagmennyiséggel ardnyos, mennyiségi elemzésre haszndlhato.

A gazkromatografia igen érzékeny modszer. Szennyezd komponensek meghatarozasanal

sz

A gazkromatograf felépitése:

1.Vivogdaz: A vivogéz kémiailag semleges, nagy tisztasdgd gdz, mely az adott
rendszerben az adott detektorral haszndlhat6. A vivogdz nem Iléphet reakcidba sem az
elemzendd anyaggal, sem az A4ll6fazissal, és nem tartalmazhat olyan szennyezdket sem,
amelyek ezekkel reakcioba léphetnek. (pl. viz, oxigén) Bizonyos esetekben egyes vivogdzokat
a detektor mikodési elve kizdr. A vivogdzt nagynyomdsi acél palackokban téroljdk,
myomadscsokkentdn keresztiil egyenletes sebességgel dramoltatjdk 4t a rendszeren.
Leggyakoribb vivogazok: N2, He, Ar, H2, Ar-CH4 elegy.

2. Injektor: Az injektor az elemzendd minta bevitelének helye. Feladata a minta teljes
elparologtatdsa. A minta bevitele rendszerint oldat formdjdban torténik mikrofecskendo
segitségével egy szilikongumi membranon (a szeptumon) keresztiil. Az injektor a késziilék
tobbi részétdl fiiggetleniil temperalhat6 arra a homérsékletre, ami a minta elparologtatasdhoz
sziikséges.

3. Kemence: A kemence tartalmazza a kolonnat. Feladata a kolonna temperaldsa, az
elvélasztashoz sziikséges homérséklet nagypontossagu tartdsa. A kemence homérséklete a
mérés soran tetszOleges sebességgel valtoztathatd, ezt nevezziik homérséklet programozasnak.

4. Kolonna: A kolonna a gdzkromatograf legfontosabb része, ezen torténik a
komponensek elvdlasztdsa. Rendszerint acélbdl vagy iivegbdl késziilt hosszd csd, melybe a
hordozora felvitt all6fazis van betdltve. A hordozd egy kémiailag semleges, egyenletes
szemcseméretll, nagy feliilletd anyag (pl. szilikdt szemcsék,szintetikus gyongypolimer). A
nedvesitd, vagy all6fazis vékony film formdjdban van a hordozon. Fontos, hogy az elemzés
homérsékletén a nedvesitd gdznyomdsa elhanyagolhatéan kicsi legyen, ellenkezd esetben az
alléfazis lassan elpdrolog a hordozérdl, a kolonna tonkremegy. A gdzkromatografidban tobb
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szaz kiilonbdzo polaritdsi nedvesitd ismert. Az elemzéshez haszndlt nedvesitd tipusat mindig
az elvalasztasi feladat hatdrozza meg.

Igen kis belsd atmérdji csdvek esetén a nedvesitd a cso belsd faldra van felhordva. Ezeknél a
kolonndkndl a belsd 4tmérd 0,1-0,5 mm , a kolonna hossza 10-100 m . Ezek az Ggynevezett
kapillaris kolonndk, melyekkel sokkomponensti elegyek elemzését is el lehet végezni.
Jellemzdjiik a rendkiviil nagy felbont4s.

5. Detektor: A detektor jelzi és méri a kolonndr6l tdvozd, vivogdzban oldott anyag
mennyiségét. A j6 detektor érzékeny, minden tipusi anyagra kb. egyforman érzékeny, az
tartomdnydban jelének a koncentriciotdl vald fiiggése linedris. Ilyen idedlis detektor nincs, a
legéltalanosabban hasznalt detektorok megkozelitik ezeket a feltételeket.

A kovetkezOkben ismertetjilk a fobb detektortipusokat. Részletesen csak a gyakorlatokon
hasznalt késziiléken megtaldlhat6 két detektortipusrol irunk.

a.) Hovezetdképességi detektor (TCD): Egy gédz hovezetOképessége a gdz atlagos
molekulasuilyatdl, tehdt annak Osszetételétol fligg. Az Osszetétel kismértékll valtozdsa a
hovezetoképességben jelentds valtozast okozhat, ha az Osszetételvaltozast okozé komponens
molekulasilya lényegesen eltér az eredeti molekulasilytol. A hovezetoképesség mérésével
tehat detektdlhatok a kolonnérdl tdvozo kiillonbozo anyagok.

b.) Langfotometrids detektor (FPD)

c.) Nitrogén-foszfor detektor (NPD): A ladngionizdciés detektor elvén mikodo, de
nitrogén és foszfor atomokra érzékenyebbé tett detektortipus.

d.) Tomegszelektiv detektor (MSD): A tomegspektrométer elvén mikodo detektortipus.

e.) Langionizécios detektor (FID): A langionizicios detektorban egy igen kis méretl
(kb. 2 mm atmérdji és 1 mm magas) hidrogén lang ég, melyben a homérséklet 1500-2000 OC.
Ezen a homérsékleten a szerves molekuldk szétdarabolédnak és a benniik 1évo szén a langban
1évd OH csoportokkal egy ionizacids lancreakcidt indit el, minek kovetkeztében egy ionlavina
keletkezik. Ezt az iontartalmu gdzt két ellentétes toltésh elektrod kozé vezetve iondramot
kapunk, melynek erdssége a vivogédzzal a langba bekeriildo szénatomok szdmadval ardnyos. Ezt
az aramot mérve és erOsités utdn felrajzolva kapjuk a kromatogramot.A langionizacids
detektor mellett alkalmazhat6 vivogazok: N2, He, Ar.

f.) Elektronbefogésos detektor (ECD): Az elektronbefogédsos detektor miikodése azon
alapul, hogy a detektorcellan athaladé vivogédz dllandé ionizédlasabol eredd celladramot, a
cellin dathaladd, elektront befogni képes anyag lecsokkenti, a csokkentés mértéke az
anyagmennyiséggel ardnyos. A vivogdz rendszerint argon ( kevés metan tartalommal), vagy
nitrogén. A vivogazt tricium, vagy Ni63 B-sugarz6 ionforrés ionizalja folyamatosan. Az ionizlt
vivogaz a cella elektrédjai kozott egy meghatarozott nagysagu dramot létesit. Ha a cellaba
olyan anyag érkezik, amely elektront képes befogni, az csokkenti a celladramot.

A detektor kiilonosen érzékeny halogéntartalmi anyagokra, konjugéicidban résztvevo
karbonilokra, nitritekre, nitratokra.

Az elektronbefogasos detektor mikodési elvébdl adédéan csak kismértékl linearitdssal
rendelkezik, igy mennyiségi meghatdrozashoz kalibracids gorbe készitése sziikséges, egyetlen
kalibraciés adat nem elegendd.

A kromatogramok értékelése:

anyagi mindségre jellemzd. A mindségi azonositds Osszehasonlité mintdval végezhetd el.
Azokat az anyagokat, melyek feltehetden a vizsgalt mintaban megtaldlhatok, egyenként
kromatografaljuk azonos koriilmények kozott. A retencids idok hibahatdron beliili egyezése
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valészinGisiti az azonossdgot, biztonsdggal azonban csak két eltérd polaritasi kolonnan térténd
meghatdrozds és azonositds esetén lehet az azonossagot allitani. Ismeretes Osszehasonlitd
anyag nélkiilli min0ségi kiértékelés is . Retencios index alapjdn ( ez a normal paraffin
szénhidrogénekhez, mint skdldhoz viszonyitja a retenciés idoket), vagy a gazkromatograffal
osszekapcsolt szerkezetvizsgald késziilék ( leggyakrabban tomegspektrométer vagy infravords
spektrofotométer) segitségével.

Mennyiségi értékelés: A mennyiségi értékelés alapja az, hogy a detektorjel intenzitdsa
aranyos az eludl6dé anyag mennyiségével. Ez azt jelenti, hogy a kromatogramon a csucs alatti
teriilet aranyos az adott komponens mennyiségével.

Aj=1fi - my

ahol: A; : az i-edik komponens csicsdnak teriilete

fi : az i-edik komponensre vonatkoz6 ardnyossagi tényez0, a detektornak
arra a komponensre vonatkozé érzékenységi faktora (response faktor)

m; : az i-edik komponens mennyisége

A mennyiségi kiértékeléshez tehat mérni kell az egyes csucsok teriiletét. A modern késziilékek
elektronikus integratorokkal vannak ellatva, ezek gyorsan és nagy pontossiggal mérik az
egyes csucsok teriiletét és megadjak a csicsok retencids idejét is.

a.) Teriiletszazalékos kiértékelés: Ha nem ismerjik az anyagkeverék egyes
komponenseinek érzékenységi faktorat, vagy feltételezhetjiik, hogy a detektor a keverékiink
minden komponensére nagyjabol egyforman érzékeny, akkor a teriiletszdzalékos kiértékelést
alkalmazhatjuk.

ahol: A; : az i-edik komponens csicsdnak teriilete
Xj : az i-edik komponensre eso teriiletszdzalék

YA : az Osszes csucs teriileteinek dsszege

b.) Normalizdci6: Amennyiben az egyes komponensekre az érzékenységi faktorok
eltéroek( a detektor nem egyforman érzékeny az egyes komponensekre), és ismertek, akkor a
pontos sulyszdzalékos ( esetleg térfogat, vagy molszazalékos) elofordulast a kdovetkezoképpen
hatarozzuk meg:

YHA;
ahol: fj : az i-edik komponennsre vonatkoz6 érzékenységi faktor
Xj. az i-edik komponensre vonatkoz6 sulyszazalék

c.) Belsd standard mddszer: A legpontosabb mennyiségi meghatdrozasi moédszer,
melynek relativ hibdja rendszerint 1 % alatt van. A modszer alkalmazasdhoz ismert
mennyiségben egy Uj komponenst visziink a rendszerbe (ez a belsd standard), ehhez
viszonyitjuk a mérendd komponenst. A kivélasztand6 belsd standard lehetdleg kémiailag
hasonl6 vegyiilet mint a meghatdrozni kivant anyag, szildrdan és oldatban egyarant stabil , az
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adott kromatografids rendszerben elvdlaszthaté a minta komponenseitdl és a kiinduldsi minta
nem tartalmazza.

fst : Ast
ahol: m;: a mérendd komponens abszolit mennyisége
Ag: a standard csicsanak teriilete
fst: a standardra vonatkozé érzékenységi faktor
myg: a standard abszolit mennyisége

A belsod standard modszernél elegendd a relativ érzékenységi faktor (frep) ismerete is, ennek
meghatdrozdsa lényegesen egyszerbb is.

fi
frel = -------
fst
Ekkor a meghatarozand6 anyagmennyiség:
Aj
mj =---------- - fre] - Mgt
Ast

A belso standard médszer elonyei:

-nem fontos a belsd standard pontos mennyis€gének ismerete, ha a mintdban és az
0sszehasonlité oldatban egyenld mennyiségben van jelen

-a kiilonbozd minta elokészitési hibdkat kikiiszoboli, ha kémiailag hasonlé a meghatarozni
kivant anyaghoz ( pl. higitas, kirdzas, szarmazékképz€s hibdja)

-kikiiszoboli az injektdlds hibajat.

A gazkromatografia alkalmazasa:

Tisztasdgvizsgdlat: A vizsgdlandé anyagnak egyetlen csicsot kell adnia, egyéb
szennyezd komponensekre utald cstcs a kromatogramban nem lehet jelen.

Szennyezo anyagok kimutatdsa: A gazkromatografia nagy érzékenysége folytdn ppm
mennyiségben jelenlevd szennyezOk kimutatdsiara és meghatdrozdsara is alkalmas.Nagy

jelentdsége van az élelmiszeriparban, gydgyszergyartdsban, kornyezetvédelemben.

Sokkomponensiit mintdban valamely anyag koncentrdciojanak pontos meghatdrozdsa:
Példaul vér alkoholszintjének mérése, gydgyszerek metabolitjainak vizsgélata testnedvekben.

Sokkomponensii anyagok oOsszehasonlité  vizsgdlata az egyes komponensek
mindségének ismerete nélkiil: Példaul illdolajok azonositdsa "ujjlenyomat kromatogramok"

segitségével.

Ezen kiviil még szamos specidlis alkalmazds ismert.
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NAGYNYOMASU FOLYADEKKROMATOMATOGRAFIA (HPLC)

A nagynyomdsu folyadékkromatografia olyan kromatografids eljards, amelyben a
mozgo6fazis folyadék, az allofazis szilard vagy szildrd hordozoéra felvitt folyadék. A mozgé
fazist nagy nyomdson, kontroldlt sebességgel aramoltatjak at az all6fazison. Az all6fazisrdl
kilépd eluenst detektoron vezetik at, amely a vizsgdlandé anyag valamilyen paraméterének
mérésével folyamatosan koveti a valtozasokat. A detektor jelének az ido fliggvényében vald
abrazolasat nevezziik kromatogramnak.

Nagynyomdsu folyadékkromatografidval szdmos olyan anyag elvélasztisa megoldhatd,
amely gazkromatografidval vagy a hagyomanyos kromatogréfids technikdkkal nem. Idedlis
mobdszer a biokémiai szempontbdl érdekes makromolekuldk €s ionos anyagok, a bomlékony
természtes eredetll termékek és egyéb igen vdltozatos eredetd és Osszetétell, nagy
molekulatomegli  és/vagy kevéssé stabilis vegyiiletek, mint pl.: fehérjék, aminosavak,
nukleinsavak, nukleotidok, nukleozidok, cukrok, poliszacharidok, vitaminok, szteroidok,
novényi pigmentek, poldris lipidek, gyogyszerek, gydgyszer €s peszticid szarmazékok
elvalasztasara.

A folyadékkromatograf felépitése:

Rendkiviil sok cég dllit eld folyadékkromatografokat, ezek kiilonbozo technikai
megoldasokat alkalmaznak, de felépitésiik megfelel az itt vdzoltnak.

1.0ldoszertartdly: A folyadékkromatografok tobbségében az olddszereket 1 1 Girtartalmi
tivegekben taroljdk. Ezek lehetnek specidlisan kialakitottak vagy akar hagyomdanyos
tivegpalackok is. A késziilékek egy részénél az oldoszer gdzmentesitésére is lehetdség van
magéban az olddszertdroloban. Leggyakrabban nitrogén vagy argon gdz atbuborékoltatdsaval,
melegitéssel vagy intenziv keverés kozben vakuum alkalmazasaval oldjak meg az eluensben
oldott gaz -elsdsorban oxigén- eltdvolitasat. Erre azért van sziikség, mert buborék képzddhet a
szivattyuban, ami zavarja az egyenletes oldoszer dramlast, az oldott gz reagélhat az 4ll6 vagy
mozgo6 fazissal, vagy buborék képzddhet a detektorban, ami zavarja az érzékelést.

2.8ziiro: A késziilékben alkalmazott kis atméroji kapillarisok, valamint a kis
szemcseméretll oszlopok miatt az oldoszer nem tartalmazhat mechanikai szennyezddéseket.
Ezért az alkalmazott olddszert haszndlat elott 0.45 um porusméretl sziron 4t kell szlirni. Az
esetleg késobb kivdlé szennyezddések kiszlrésére a szivattyu eldott és a kolonna elott kis
porusméretll, nyomasallé szlrdt alkalmaznak.

3.Szivattyiirendszer: A nagynyomdsu folyadékkromatografok egyik legfontosabb eleme
a szivattyurendszer. Az alkalmazott folyadékszallit6 rendszerrel szemben tdmasztott
kovetelmények:
- korr6zi6allo legyen
- 250 - 400 bar nyomdson tudja az eluenst szallitani
- pulzédlasmentes legyen
- az eluensszallitas legalabb 3 ml/perc sebességii legyen
- a sebesség ingadozdsa 1-2 %-ndl ne legyen nagyobb
- kicsi legyen a holttérfogata
- alkalmas legyen gradiensképzésre
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4.Nyomdsmérok: A kolonndra keriild eluens nyomdasét érzékelik. A nyomdsvéltozédsa a
szivattyd hibdjat, vagy az oszlop illetve valamelyik kapillaris eltomodését jelzi.. Az djabb
késziilékekben a nyomasmérdk biztonsdgi szerepet is ellitnak, egy adott nyomads elérése esetén
hibajelzést adnak és kikapcsoljak a szivattyut.

S5.Mintabemérok: Az elemezni kiviant minta kolonndra juttatisat szolgdljdk. A
legegyszeribb megoldasndl egy rugalmas anyagbdl késziilt szeptumon dat fecskendovel
juttatjdk be a mintdt. Ennek elonye a valtoztathatd térfogat, hatrdnya a rossz
reprodukdlhatdsdg, valmint hogy csak kb. 100 bar nyomasig hasznélhato..

Masik megoldas a mintabemérd szelep (loop). Ebben az esetben egy dllando, ismert térfogati
hurokba injektaljdk a mintdt, amelybdl az injektor szelep elforditdsakor az eluens mossa rd a
kolonndra. Ennek elonye a pontossdg, j6 reprodukdlhatésag, hatrdnya, hogy az injektalt
térfogat valtoztatdsa csak a mintabemérd hurok cseréjével oldhat6é meg.

A legpontosabb és legkényelmesebb megoldas az automata injektor.

6.Kolonna: A kolonndk vagy nagynyomdsu folyadékkromatografas oszlopok, savalld
acélbol vagy iivegbol késziilt, kiilonbozo toltetekkel toltott oszlopok. Méretiik analitikai céld
elvalasztasokhoz altaldban 100 x 4.6 mm €és 300 x 4.6 mm kozott valtozik. Toltetiik az
elvélasztasi feladattol fliggden tobbféle lehet.

Toltet tipusok:
Normal fazisu: Szilikagél Polaros all6fazis. Apolaros eluenssel,
elsdsorban polaros anyagok

elvélasztasara hasznaljak.

Poléros kotott fazisi: NH2 amino  Szilikagélhez kémiailag k6tott médositd
CN ciano csoportok. Stabilabb mint a szilikagél,

Diol vizes eluenssel is haszndlhato.

Forditott fazisu: RP 2 Szilikagélhez kémiailag kotott apoldros
RP 4 csoportok. A szdmok a szénldnc hosszat
RP 8 jelolik. Poléros eluensekkel foleg
RP 18 apoléros, kevésbé poldros anyagok

Difenilelvalasztdsara hasznéljak.

Toncserélo: Kation
Anion

Kiilonleges kolonndk: Deaktivalt (bazisok elvdlasztisdra)
Kirélis
Szénhidrat
Gél
USP (gyogyszerek elvélasztasara)

7.Detektorok: Az idedlis detektor a kovetkezd kovetelményeknek felel meg:
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-nagy érzékenységii

-minden komponensre reagél, vagy specifitdsa ismert

-a detektorjel nagysdga nem fligg az eluens homérséklet, vagy térfogatsebesség valtozdsatol
-nem okoz oszlopon kiviili savszélesedést

-megbizhat6 és kényelmesen hasznalhat6

-a komponenseket nem roncsolja el

-a jel széles koncentracidtartomdnyban ardnyos az anyag mennyiségével

-a detektalt csicsrol kvalitativ informécidt is nyujt.

Fontosabb detektortipusok:

Fotometrids : fix, vagy valtoztathat6 hullimhoszi UV/VIS, didédasoros detektor
Refraktiv index : a torésmutaté valtozas mérésén alapulé dltaldnos detektor
Langionizacids

Vezetdképességi

Radiokémiai

Polarogréfis

A kromatogramok értékelése:

.....

anyagi mindségre jellemzd. A mindségi azonositds Osszehasonlité mintdval végezhetd el
Azokat az anyagokat, melyek feltehetden a vizsgalt mintaban megtaldlhatok, egyenként
kromatografaljuk azonos koriilmények kozott. A retencids idok hibahatdron beliili egyezése
valészin(isiti az azonossdgot, biztonsdggal azonban csak két eltérd polaritasi kolonnan térténd
meghatdrozds és azonositds esetén lehet az azonossagot allitani.

Mennyiségi értékelés: A mennyiségi értékelés alapja az, hogy a detektorjel intenzitdsa
aranyos az eludlédé anyag mennyiségével. Ez azt jelenti hogy a kromatogramon a csucs alatti
teriilet aranyos az adott komponens mennyiségével.

Aj=1fj- - mj

ahol: Aj : az i-edik komponens csucsédnak teriilete
fi : az i-edik komponensre vonatkoz6 ardnyossigi tényezo, a
detektornak arra a komponensre vonatkozo érzékenységi
faktora (reponse faktor)
m;j : az i-edik komponens mennyisége

A mennyiségi értékeléshez tehat mérni kell az egyes csucsok teriiletét. A modern késziilékek
elektronikus integriatorokkal vannak ellatva, ezek gyorsan és nagy pontossiggal mérik az
egyes csucsok teriiletét és megadjak a csicsok retencids idejét is.

a.) Teriiletszazalékos kiértékelés.

b.) Normalizacio.
c.) Belso standard modszer.
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BIOKEMIAI ANALITIKAI MODSZEREK

SZENHIDRATOK VIZSGALATA
l. Szénhidratok szinreakcioi, kimutatasuk

A szénhidratok polihidroxi-aldehidek vagy -ketonok, ezért a hidroxil és az aldehid- vagy
ketoncsoportra jellemzd kémiai reakcidkat mutatjik.

1. Savas- hidrolizis termékek szinreakcioi:

Eszkozok: kémcso, kémcesddllvany, kémcsdfogod
savpipettdk (1,2,5,10-ml-es)
Bunsen-égo
tivegbot
pH papir

Anyagok: 1 %-os gliikdz, fruktdz, ribéz, arabindz, maltéz, szachardz,
laktéz oldat
10 %-os alkoholos o-naftol
Bial reagens
Seliwanoff-reagens
antron reagens (0,2 %-os antron/cc.HySOy)
Fehling I
Fehling II oldat
Benedict-reagens
Barfoed-reagens
telitett NapCO3 oldat
cc. HxSOy4
etanol

a.) Molisch préba

Valamennyi cukorra jellemzd: az alkoholos o-naftol furfurollal, amely a pentézokbodl és
5-(hidroxi-metil)-furfurollal, amely a hex6zokbdl képzodik, lila szin( terméket ad.

Feladat:
2 ml 1 %-os gliikkéz oldathoz adjunk 2 csepp Molisch reagenst (alkoholos o-naftol),

majd - ferdén tartva a kémcsovet - savpipettdval vatosan rétegezziink az oldat ald 3 ml
tomény kénsavat. A kénsav és a cukoroldat érintkezésénél ibolyaszinh gylr( keletkezik.
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b.) Bial préba

Pent6zok €s hex6zok megkiilonboztetésére alkalmas: az orcin furfurollal kék szinl , mig
hidroxi-metil-furfurollal barna terméket ad.

Feladat:

3 ml Bial -reagenshez adjunk 2 ml 1 %-os arabin6z oldatot. Melegités hatdsara az oldat
kék lesz. Ismételjiik meg a reakciot 1 %-os gliikdz, xiloz, fruktdz, és laktdz oldattal.

c.) Seliwanoff préoba

Feladat:

Hex6zok kimutatdsara alkalmas: a rezorcin 5-(hidroxi-metil)-furfurollal piros szini
terméket ad. A proba alkalmas ald6zok és ketdézok megkiilonboztetésére: savas hidrolizis
sordn a ketohex6zok sokkal gyorsabban alakulnak &4t hidroxi-metil- furfurolld, mint az
aldohexdzok, igy a Seliwanoff-probat sokkal hamarabb és intenzivebb szinnel adjak.

Feladat:

5 ml Seliwanoff-reagenshez adjunk 5 csepp 1 %-os frukt6z oldatot, majd melegitsiik a
voros szin megjelenéséig. Ismételjik meg a reakcidt 1%-os gliikk6z, szachar6z és maltéz
oldattal.

d.) Antron teszt

Valamennyi cukor (mono- és poliszacharid) kimutatdsira és mennyiségi
meghatdrozdasara alkalmas az antron-teszt: az antron cukorral cc.H2SO4-as oldatban
z0ldeskék szint ad, a szinintenzitds ardnyos a cukor mennyiségével.

Feladat:

Tegylink két kémcsdbe 2-2 ml antron-reagenst (0,2 %-os antron /cc.H2SO4), az
egyikhez 0,2 ml, a masikhoz 0,5 ml 0,1 %-os gliik6z oldatot adjunk. Alaposan rdzzuk Ossze az
oldatokat és forr6 vizfiirdon melegitsiik 3 percig. Lehiilés utdn hasonlitsuk 6ssze a sziniiket.
Ha az oldat opélos lesz, adjunk hozzé 1-2 ml antron reagenst.

2. Redukal6 cukrok kimutatasa

A cukrok aldehid vagy keton csoportja kiilonb6zo reagensekkel oxidalhaté. Cu(II)-sok
és aldehid vagy keton csoport redox reakcidjan alapul a Fehling-, a Benedict- és a Barfoed-
proba. A reakciokban voros szint Cu20 csapadék keletkezik.

a.) Benedict proba

A redukalé cukor Cu(Il)-citratb6l NapCO3 jelenlétében voros CupO-ot vélaszt le.

Feladat:
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5 ml Benedict-reagenshez adjunk 8 csepp 1 %-os gliikkéz oldatot, rdzzuk Ossze,
melegitsitk meg, majd hiitsiik le. Ismételjiik meg a reakciot szachardzzal és keményitovel.

b.) Fehling proba
A redukal6 cukor a sotétkék Cu(1l)-komplexbdl Iigos kozegben Cup0-ot vélaszt le.
Feladat:

3 ml 1 %-os glikkoz oldathoz adjunk 3 ml Fehl Fehling I és Fehling II 1:1 keveréket,
razzuk 6ssze €s forraljuk fel. Ismételjiik meg a reakciét maltézzal és szachar6zzal.

c¢.) Barfoed proba

Alkalmas a mono- és diszacharidok megkiilonboztetésére a CupyO csapadék képzddési
sebességének alapjan. Ecetsavas Cu(Il)-acetdtbdl a diszacharidok lassabbban vélasztjék le a
CurO-ot mint a monoszacharidok.

Feladat:

3-3 ml Barfoed reagenshez adjunk 2-2 ml 1 %-os gliikkéz, szachar6z és keményitd
oldatot, rdzzuk Ossze a kémcsoveket €s melegitsiik forré vizfiirdon 5 percig. Figyeljiik meg
melyik cukor adott pozitiv reakciét. Folytassuk a melegitést kb. 10 percig, figyelve a tovabbi
reakciokat.

3.) Maltéz, szacharoz hidrolizise

Savas kezelés hatdsdra a diszacharidok glikozidos kotése felhasad , monoszacharidok
képzddnek.

Feladat:

10 ml malt6éz oldatot és 2 csepp cc. H2SO4-at melegitsiink kémcsdben 3 percig. Lehiités
utdn semlegesitsiik telitett NapCO3 oldattal, indikétor papir segitségével. Az oldat 1-1 ml-ével
végezziik el a Fehling- és Seliwanoff-reakciot.

A hidrolizist és a szinreakcidkat végezziik el szachar6zzal is.

4.) Poliszacharidok kimutatasa

Egyes poliszacharidok, mint az amiléz, amilopektin, glikogén, jellegzetes szines
komplexet képeznek KlI-os jod-oldattal.

A keményitd amilézbol €s amilopektinbdl all, a jodkeményitd intenziv kék szinéért az
amiléz felelds. Az amildéz linedris o-D-gliikopiran6z ldncai hélixet képeznek, 6 gliik6z
molekuldt tartalmazva fordulatonként. A hélix belsejébe be tud illeszkedni egy jod molekula,
ez az abszorpcids komplex adja a kék szint. Melegités hatdsdra a kék szin eltiinik, lehlitve djra
megjelenik.

A lanceldgazast tartalmaz6 poliszacharidok (amilopektin, glikogén) nem képeznek olyan
készségesen linedris helixet, ezért kevésbé intenziv szinnel adjak a jod-komplexet.
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Eszkozok: kémcsovek, kémcsodallvany, kémcsdfogd
pipettdk, szemcseppentd, iiveglap, iivegbot
vizfiirdd

Anyagok: KI-os jod oldat
1 %-o0s keményitd-oldat

Feladat:

2-3 ml keményitd oldathoz adjunk néhdny csepp jod oldatot. Intenziv kék szin jelenik
meg. Melegitsiik fel , majd hitsiik le az oldatot. Figyeljiikk meg a szinvéltozast.

a.) Keményito savas hidrolizise
Savas hidrolizis sordn a keményitobol gliikoz képzodik.
Feladat:

Tegylink 10 ml 1 %-os keményitd oldatot fozOpoharba, adjunk hozza 2 ml 20 %-os
H»SOg4-at, és forraljuk 10 percig. Az elparolgé vizet forr6 desztilldlt vizzel potoljuk. Lehlités
utdn semlegesitsiik 10 %-os NaOH oldattal a hidrolizatumot €s végezziik el a Fehling-prébat.
Végezziik el a Fehling-probét az eredeti keményitd oldattal is.

b.) Keményito enzimatikus hidrolizise

A nydlban levd o-amildz hatdsara a keményitd foleg diszacharidokra, maltézra hidrolizal.
A nyél az amilazon kiviil kis mennyiségli maltdzt is tartalmaz, amely a maltézt glitkdzra bontja.

Feladat:

Uveglemezre , amely al fehér papirt helyeztiink, csepegtessiink néhany csepp KI-os jod-
oldatot Ugy, hogy a cseppek ne érintkezzenek egymassal.
Kémcsdbe 5 ml keményitd oldathoz 3 ml desztillalt vizet adunk (kontrol oldat). Egy mdsik
kémcsobe 5 ml keményitd oldathoz 3 ml nyalat adunk. A kémcsovek tartalmat 6sszerdzzuk és
37 oC-os vizfiirdobe allitjuk. Percenként iivegbottal mindkét kémcsobodl egy-egy csepp
folyadékot visziink 4t egy-egy jodcseppre.Az amildzt tartalmazé kémcsobdl vett csepp
reakcidja hamarosan vordsbarna, majd szintelen lesz. Ekkor abbahagyjuk a mintavételt . A
kontrolbol vett proba végig kék szint ad.A kontrol kémcsd tartalma mindvégig opaleszkal, a
nyalat tartalmazé oldatban az opaleszencia eltiinik.
Mindkét kémcsobdl vegyiink ki 1-1 ml-t az inkubdlds utdn és végezziik el a Fehling
reakciot.Adjunk az oldatokhoz 2 ml Fehling-reagenst (Fehling I és Fehling II 1:1 keveréke) €s
melegitsiik meg. A nydl nélkiili keményitd oldattal a reakcié negativ a hidrolizalt oldattal
pozitiv.
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Il. Szénhidratok mennyiségi meghatarozasa

Eszk6z0k: kés
tiveglap
dorzsmozsér
mérohenger
Erlenmeyer lombik (250 ml)
mérdlombik (100, 250 ml)
pipetta (1,2,5,10,20,25 ml)
vizfiirdd
centrifuga
Somogyi kémcsovek
razogép
fotométer

Anyagok: ndvényi minta (alma vagy korte)
kvarchomok
10 %-o0s TCA (triklérecetsav)
Somogyi A, Somogyi B, Nelson C oldatok
gliikk6z torzsoldat (10mg/100ml)

Feladatok:
1. Novényi kivonat készités

A vizsgdland6 novényi anyagbdl mérjiink le 20 g-ot, vagjuk aprdra és dorzsmozsarban
kvarchomok segitségével dorzsoljuk el. Desztillalt vizzel (100-150 ml) mossuk at egy 250 ml-
es Erlenmeyer-lombikba. A lombikot tartsuk fél oOrdig vizfiirdoben, kozben gyakran
razogassuk. Ezutdn hitsiik le és redds szlrdpapiron szirjiik at egy 250 ml-es mérdlombikba.
A szlirOpapiron 1évo anyagot kevés desztillalt vizzel mossuk 4t, majd az oldatot egészitsiik ki
250 ml-re.

A cukormeghatarozds elott az oldatbodl el kell tavolitani a fehérjét. A fehérjeeltavolitast
ugy végezziik, hogy a vizes oldatb6l 25 ml-t egy 100 ml-es mérSlombikba pipettdzunk,
hozzaadunk 5 ml 10 %-os TCA-oldatot és a lombikot jelig toltjiik desztillalt vizzel. A TCA
hatdséra a fehérjék kicsapddnak. A csapadék eltdvolitdsat centrifugaldssal végezziik (10 perc,
5000 fordulatszdmon) és a feliiliszobdl hatarozzuk meg a cukortartalmat.

2. Redukal6 cukrok meghatarozasa Somogyi-Nelson modszerrel

A meghatarozas elve az, hogy a redukdl6 cukrok a ligos Cu(Il) komplexet redukaljdk,
és beldle CupO-ot viélasztanak ki. A keletkezett CupO-ot foszfor vagy arzenomolibdat
reagensben oldjuk, mikozben a molibdat komplexet a Cut ionok molibdénkékké redukaljak.
Az oldat szinintenzitdsat fotometridsan (730 nm) mérjik. Az arzenomolibdat elonydsebben
alkalmazhatd, mert a kialakult szin stabilabb és az eredmények reprodukalhatébbak.

Reagensek: Somogyi A
Somogyi B
Nelson C
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A meghatarozds menete: 0,1 vagy 0,5ml vizsgdland6 oldathoz 1 ml A+B keveréket (25
ml A + 1 ml B) adunk. (Ezt a reagenst mindig frissen készitjiik). A keveréket 20 percig forrd
vizfiirdon tartjuk. Lehiilés utan 1 ml Nelson C hozzdadasaval feloldjuk a kivalt CupO-t,
Osszerdzzuk és a térfogatot 25 ml-re egészitjiikk ki. Az Osszehasonlité oldat 1 ml desztillalt
vizzel késziil és a mintdhoz hasonlé médon kezeljiik.

A méréshez kalibracios gorbét készitiink gliikkdz oldat felhaszndlasaval.
A 10 mg/100 ml koncentracidji gliik6z oldatbdl 0,1 , 0,2 , 0,4 , 0,6 , 0,8 és 1,0 ml-t
pipettdzunk ki Somogyi (30 ml-es) kémcsdvekbe, majd egyenként 1,0 ml-re egészitjiik ki a
térfogatokat desztilldlt vizzel. A sorozat gliikéztartalma igy 10, 20, 40, 60, 80, 100 g lesz.
Hozzdadjuk a Somogyi-Nelson reagenseket az elobbiek szerint leirt médon és sorrendben,
majd leolvassuk az abszorbancia értékeket.
A kalibracids gorbe felhaszndlasdval szdmoljuk ki a gyiimélcsok cukortartalmat %-ban!

lll. Cukrok vékonyréteg-kromatografias vizsgalata

A szénhidratkémidban alkalmazott vékonyréteg: aluminium hordozdlemezen
elhelyezkedd szilikagél elvalaszto réteg (all6 fazis). Kromatografia alkalmdval az oldatban 1évo
elvalasztando anyagot pont alakjaban vissziik fel (start). A lemezt ezutan alkalmas futtatdszert
(mozgofazis) tartalmazé zart edénybe helyezziik, ahol a kapillaris hatds kovetkeztében
anyagvandorlas és a komponensek elvdlasa kovetkezik be. A szintelen cukrokat utdlag
tehetjiik lathatova (elohivés): A rétegre reagenst porlasztunk, ami a cukorral szines foltot ad.

A vékonyréteg-kromatografidban az adszorpcid és a megoszlas szabdlyai érvényesiilnek.
A cukrok megkotdodnek a szilikagél 416 fazison €s az olddszer hatdsara polaritasuktdl fiiggden
vandorolnak fel: a poldrosabb vegyiiletek lassabban, kevésbé polarosak gyorsabban. A
vékonyréteg-kromatogramot az R¢-értékkel jellemezhetjiik, ezen az anyag futdsi tavolsdganak
(startpont-foltkdzéppont, 1) €s az olddszer altal megtett utnak (t) a hanyadosat értjiik.

Az Re-érték adott allo- és mozgdfazisok estén az anyagi mindségre jellemzo 4llando.

Eszk6z0k: kapillaris
vékonyréteg
futtatokad

Anyagok: cukoroldatok
novényi extraktum
futtatdszer
elohivoszer

Feladat:
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A gyakorlatban sikeresen alkalmazzak szénhidriatok kimutatdsara a szilikagél rétegen
torténd futtatast kloroform : metanol : viz=8: 5 : 1 elegyben.
Az elvélasztandé cukormintikat (novényi extraktum) ¢és a standard cukrokat kihuzott
kapillarisokkal kiilon-kiilon cseppentjiik a lemezen ceruzdval finoman megjeldlt startvonalra. A
mintdkat pontszerlien cseppentjilkk fel, a foltokat hajszédritéval szdritjuk meg. A réteget az
olddszereleggyet tartalmazé futtatékadba helyezziik. Az olddszer szintje a startpontokndl kb.
fél cm-rel alacsonyabb legyen. A futtatast addig végezziik mig az olddszerfront a lemez felso
végét 1 cm-re meg nem kozeliti. A réteget a kadbol kiemeljiik, hajszaritoval megszaritjuk,
fillke alatt 6vatosan lepermetezziik cc. H2SO4:viz = 1:1 elegyével és szaritoszekrényben 100
O0C-on szaritjuk 5 percig. A kromatogramon figyeljik meg a foltok helyét €s intenzités-
kiillonbségét. Szamitsuk ki az egyes cukrok Ryg értékeit. (Celofdnnal beburkolva a lemezt
beragaszthatjuk a jegyzokonyvbe.)

IV. Szachardz savas és enzimes hidrolizisének tanulmanyozasa
polarimetriasan

A szachar6z nem redukdlé diszacharid. Hig dsvédnyi savval vagy enzimatikusan
konnyen hidrolizdlhatd, s kozben ekvimoldris mennyiségll D-glitkkézra és D-fruktdzra esik szét.
A hidrolizis jol kovethetd az oldat forgatoképességének megfigyelésével. A forgatoképesség a
hidrolizis sordn a kovetkezoképpen véltozik: az oldat jobbra forgatdsa folytonosan csokken,
eléri a O értéket, majd balra forgatéva valik és az oldat forgatoképessége a teljes hidrolizis
bekovetkezéséig  folytonosan nd. A forgatdképesség eldjelének megvaltozdsa miatt a
szachar6z hidrolizisét invertdlasnak is nevezik.

A gyakorlaton a szacharéz oldat forgatoképességének valtozdsit mérjiik hig
kénsav, valamint invertaz enzim hatasara bekovetkezo hidrolizis soran.

Eszk6z0k: polariméter
kémcso
pipetta

Anyagok: 2 %-o0s szachar6z oldat
cc. H2SO4
telitett NapCO3
vertaz oldat

Feladatok:

1. Mérjiik meg a 2 %-os szachardz oldat forgatoképességét, majd 1 ml-€hez adjunk 1
csepp invertdz oldatot. Pipettdzzuk az oldatot a polarimétercsdbe és olvassuk le a
forgatds szogét percenként. Szamoljuk ki a fajlagos forgatoképesség értékeket és
magyardzzuk meg az észlelt jelenségét.

2. Egy kémcsobe 10 ml 2 %-os szachar6z oldathoz adjunk 2 csepp cc. H2SO4-t és

melegitsiik 3 percig . Neutralizdljuk telitett NapCO3 oldattal, majd mérjiik meg a
forgatds szogét. Szamoljuk ki a fajlagos forgatoképességet.
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3. Egy kémcsobe 10 ml 2 %-os szachar6z oldathoz adjunk 2 csepp cc. HpSOg4-t.

Helyezziik az oldat 1 ml-ét polarimétercsobe, melynek hossza 10 cm. Termosztiljuk a

polarimetrids kiivettait 60°C-ra. Olvassuk le az elforgatds szogét 20-30 percenként.
Szamoljuk ki a fajlagos forgatoképesség értékeket és magyardzzuk meg az észlelt

jelenséget.

V. Monoszacharidok alditol-acetatjainak eloallitasa és gazkromatografias
elvalasztasa

A poliszacharidok szerkezetvizsgilata sordn az elsd kérdés annak megéllapitdsa, hogy
milyen monomerekbdl épiil fel a vizsgélt poliszacharid. A poliszacharidokat felépitd
monoszacharidok elvélasztasa €s azonositdsa torténhet vékonyréteg -vagy gdzkromatografias
modszerrel a poliszacharid hidrolizisét kovetoen.

A gyakorlaton alkalmazott eljards magaba foglalja a poliszacharid savas hidrolizise utan
nyert monoszacharidok datalakitisit a megfeleld alditol-acetatokkd, amelyeket azutdn
gazkromatogréfidsan elemziink. Azért, hogy az azonositdst zavaré gyOrli izomerek és
anomerek eltiinjenek, redukcidval a cukrokat cukoralkoholokkd (alditolokkd) redukaljuk. Igy
pl. a D-gliikéz esetében, amely o, B, pirandz és furanéz formaban fordul eld, a redukcié
egyetlen cukoralkoholt (alditolt) eredményez, ez a D-glucit vagy D-szorbit. Egy tobbféle
monoszacharidbdl felépiild poliszacharid esetében igen bonyolult lenne a gdzkromatografids
profil redukcié nélkiil. Ha pl. egy poliszacharid hidrolizisekor 4 kiilonféle cukor keletkezik,
akkor a 4 monomer elvélasztisa 16 csticsot eredményezne, ami az azonositdsukat lehetetlenné
tenné. Ellenben a redukci6 utén csak 4 alditol-acetét van jelen.

A redukci6 NaBHg4-del lugos pH-n torténik. A borohidrid feleslegét tomény ecetsav
cseppenkénti hozzdaddsdaval bontjuk el, majd a képzddott boratot metanollal torténd ismételt
bepdérladssal tavolitjuk el. Az acetilezést ecetsavanhidriddel hajtjuk végre.

A gyakorlaton a hallgatok a poliszacharid trifluorecetsavas hidrolizitumat a laboratériumi
aszisztenstol kapjak meg. Az azonositashoz standard cukrok édllnak rendelkezésre.

Eszk6z0k: 100 ml-es csiszolatos gdmblombikok
mérohengerek
pH-papir
Pasteur pipettdk
razotolesér
ROTAVAPOR beparl6 berendezés
gazkromatograf

Anyagok: poliszacharid hidrolizatum
cukor standardok (Xyl, Rha, Ara, Glc, Gal)
NaBH4
ecetsav
metanol
ecetsavanhidrid
toluol
kloroform
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Na2SO4

Feladat:
1. Mintaelokészités:

A poliszacharid hidrolizaitumot és a standard cukrok néhany mg-jat feloldjuk 5 ml
desztillalt vizben és 10 mg NaBH4-t adunk hozz4. 2 6ra milva ecetsavval lesemlegesitjiik €s
vdkumban szdrazra paroljuk. Majd 3 ml metanol és 2 ml ecetsav hozzdadasa utan beparoljuk.
Ezt a I€pést kétszer megismételjik, majd haromszor 3 ml metanollal ismételten
bekoncentraljuk.

Acetilezésre 5 ml ecetsavanhidridet és piridint vagy etilacetdtot hasznédlunk, a lombikot
bedugjuk és 1 orara forré vizflrddbe helyezziik. Ezutan szarazra paroljuk, majd haromszor 3
ml toluollal vdkumban beparoljuk. A maradékot oldjuk 4 ml kloroformban, &tvissziik
razotodlesérbe és mossuk 4 ml desztillalt vizzel haromszor. A kloroformos fazist NapSO4 folott
megszdritjuk, majd kis térfogatra beparoljuk és gdzkromatografidsan analizaljuk.

2. Gdzkromatogrdfids meghatdrozds:

Késziilék: HP 5830 A Gazkromatograf
Kolonna: HP 101 vagy SP 2380 tipusu kapillaris kolonna

Detektor: FID
Vivogéz: nitrogén
Injektor hdmérséklet: 250 0C
Detektor homérséklet: 300 oC
Hofokprogram: Kezdeti homérséklet: 180°C 1 percig
Fitési sebesség: 2°C/perc
Végsd homérséklet: 230°C 5 percig
Osszehasonlit6 oldat: standard cukrok alditol-acetatjai
Minta oldat: a minta elokészitésében leirtak szerint

Elemzés: A gézkromatografids paraméterek bedllitdsa utdn eloszor az
0sszehasonlitd, majd a minta oldatokat elemezziik. A retencios idok alapjan
azonositjuk a minta cukor komponenseit.

VI. Glukoéz, fruktoz és szaharéz, lakt6z meghatarozasa természetes
eredet( anyagokbol folyadékkromatografias (HPLC) és
vékonyrétegkromatografias (VRK) moédszerrel

A természetben nagyobb mennyiségben csak gliikoz és a frukt6z fordul eld a
monoszacharidok koziil szabad 4llapotban. A két leggyakoribb diszacharid a szachar6z
(répacukor, nddcukor) amely gliikk6zbdl és fruktdzbdl, és a lakt6z (tejcukor) amely glitk6zbol
és galakt6zbol épiil fel. A gyakorlaton ezen cukrok meghatarozdsat végezziik el természetes
anyagokbdl vékonyrétegkromatografids €s folyadékkromatografids modszerrel.
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Eszk6z0k: nagynyomdasu folyadékkromatograf
Merck Kieselgel réteg
kémcsovek
pipettdk, mikrofecskendd vagy kapillarisok
mérolombik
szrok

Anyagok: fruktdz, gliikkéz, galaktdz, laktéz, maltéz, szachardz
méz, gyimolcslé, tej, tejpor
dializalt vas oldat
cc. H2SO4
difenilamin-anilin reagens
1 M ecetsav oldat

Feladatok:
Folyadékkromatografias meghatarozas:

Detektor: RI

Integrator: HP 3385

Kolonna: Chrompack LiChrosorb 10 NH7 250 mm x 4.6 mm

Eluens: MeCN : viz : ecetsav /90 :10: 0.1

Az eluenst elegyités utdn 0.45 wm-es szlirdn vakuum alkalmazdsaval atsziirjik.
Aramldsi sebesség: 2 ml/perc

Osszehasonlité oldatok: gliikéz, fruktdz, szahardz, laktéz Osszehasonlité anyagbdl kiilon-
kiillon 10 mg/ml-es vizes oldatot készitiink. Az oldatokbdl 1 - 1 ml-t egy kémcsdbe
pipettdzunk. Ezt az oldatot hasznaljuk 6sszehasonlité oldatként.

Minta oldatok:
1.) Mézbdl pontos beméréssel 1 g/10 ml-es vizes oldatot készitiink.

2.) Uzletben vésdrolhaté rostos gyiimolcslevet 0.45 pm-es sziron dtsziriink. Az elso
injektalds utdn, ha sziikséges, vizzel megfeleldo mértékben higitjuk.

3) 10 ml forralt tejet 100 ml-es mérdlombikba pipettdzunk. 50 ml desztillalt
vizet és 1 ml 1 M ecetsav oldatot adunk hozzd , majd jol Osszerdzzuk. 4 ml dializélt vas
oldatot adunk hozza , majd vizzel 100 ml-re toltjik és Osszerdzzuk. A szuszpenzidt redds
sz(irdn szarjiik, hogy a kicsapddott fehérjéket eltavolitsuk. A szirletet haszniljuk a HPLC-s és
a VRK-s elemzéshez.

4.) Milk Quick tejporbdl 0.3 g-ot bemériink 5 ml-es mérdolombikba. Vizzel feltoltjiik. HPLC-s
vizsgélathoz az oldatot 0.45 wm-es sziirdn szdrjiik.

Vékonyrétegkromatografias meghatarozas
Réteg: Kieselgel 60 Fo54 5554 Merck készréteg

Eluens: Etilacetat : i-Propanol : viz : piridin=26:14:7: 2
Osszehasonlit6 anyagok: mint a HPLC-s meghatdrozasnal
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Minta oldatok: mint a HPLC-s meghatdrozasnal

Felvitt anyagmennyiség: 0.5 pul

Kifejlesztési ido: kb. 45 perc

Elohivé: difenilamin-anilin reagens

cc. H2SO4
A lemezt futtatds utdn megszdritjuk, elohivoval lepermetezziik, majd 100 0C-on kb. 5 percig, a
foltok megjelenéséig melegitjiik.

VII. C-vitamin meghatarozasa

A C-vitamin vagy L-aszkorbinsav kémiai szempontbdl egy dienol csoportot tartalmazé
lakton. Erdsen redukdlé hatdsd vegyiilet, hidrogén leaddsdval dehidro-L-aszkorbinsavva
oxidalédik. A reakci6 reverzibilis, igy a C-vitamin a sejtben redoxifolyamatokban is részt vesz.
Elterjedt a novényi és allati szervezetekben. Az emberi szervezet nem tudja szintetizdlni, ezért
naponta 80-100 mg C-vitamin felvétele sziikséges. Legfontosabb C-vitamin forrdsaink a
novények (csipkebogyd, paprika, kdposzta, citrom stb.). A C-vitamin hidnya skorbutot okoz.

A C-vitamin meghatdrozasahoz redukdl6 tulajdonsdgat haszndaljuk fel. Igy a hozzdadott
Fe(III) ionokbdl ekvivalens mennyiségli Fe(Il)ionok keletkeznek, melyek szines komplexet
képeznek az o,o-dipiridil reagenssel. Ily médon a C-vitamin mennyisége fotometridsan
meghatéarozhatd.

Ahhoz, hogy a valddi aszkorbinsav tartalmat kiszdmithassuk, meg kell hatdroznunk a
latszélagos aszkorbinsav tartalmat €és a reduktonok mennyiségét.

Eszk6z0k: porceldn talkak
mérdlombikok(100 ml-es)
Erlenmeyer lombikok
centrifugacsdvek
vizfiirdd
pipettak
tolcsér
mérleg
fotométer

Anyagok: ndvényi mintdk
jégecet
10 %-os foszforsav
o, o-dipiridil reagens
10%-o0s FeCl3
5 %-0s ammoOnium acetat
4%-o0s triklérecetsav

Feladatok:
1. A vizsgaland6 minta elokészitése:

A vizsgidland6 mintdkbol 5-5 g-ot porceldn tdlakba mériink és az aszkorbinsav
konzervdlasara hozzdadunk 1ml jégecetet . Péppé dorzsoljiik, majd 100 ml-es mérdlombikba
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mossuk és desztillalt vizzel jelig toltjik. Az elkészitett s 0sszerdzott oldatbol 50 ml-t kettds
redosszliron 100 ml-es Erlenmeyer lombikba szliriink, majd az oldatokat 15 percig
centrifugdljuk. A feliiliszokat ismét szlrjilk kettds reddsszirdon és igy tiszta, vildgossirga
oldatokat nyeriink a tovédbbi vizsgalatokhoz.

2. Latszolagos aszkorbinsav-tartalom meghatarozasa:

Egy 100-ml-es mérolombikba a kdvetkezd oldatokat adagoljuk az aldbbi sorrendben: 10
ml ecetsavas kivonat, 10 ml desztillalt viz, 3 ml 10 %-os foszforsav (az oldat pH-ja 1,7
legyen), 2,5 ml o,o-dipiridil reagens, 1 ml FeCl3 oldat. A lombik tartalmit minden egyes
reagens hozzdaddsa utdn alaposan Osszerdzzuk és ezekutdn sotét helyen 30 percig allni
hagyjuk. 30 perc utdn a lombikok tartalmat desztillilt vizzel 100 ml-re kiegészitjiik és
0sszerdzds utdn 496 nm hullimhosszndl fotometrdljuk. A kapott abszorbancia értéket felirjuk.
Osszehasonlité oldatként a vizsgdlandé mintdt és valamennyi reagenst, az ???2dipiridil
kivételével, egy mésik 100 ml-es mérolombikba adagoljuk és desztillalt vizzel jelig toltjiik.

Az eredményt a kovetkezd képlettel szamoljuk:

A-1119-10

latszélagos aszkorbinsav tartalom (mg/100 g)
mért abszorbancia

= abszorbancia faktor

= kiivetta vastagsdga (cm)

= szinreakciora felhasznalt oldat mennyisége (ml)
= bemért anyag mennyisége (g)

»n < —
W:}
(SN
Ne)

3. Reduktonok meghatarozasa:

2 ml ecetsavas novényi kivonatot mérjiink be egy 100 ml-es mérdlombikba, adjunk
hozz4d 10 ml desztilldlt vizet és az oldat pH-jat allitsuk 6-ra 5 %-os ammodnium-acetat
oldattal (kb. 5 ml). Allitsuk a lombikot 50 0C-os vizfiirdobe 30 percre. 30 perc letelte utdn
adjunk a lombik tartalmdhoz 30 ml desztillalt vizet, hiitsiik le, majd lehtilés utdn adjunk hozza
20 ml 4 %-os triklérecetsav oldatot.

Ezutén a kovetkezo reagenseket mérjiik a lombikba a megadott sorrendben:

2,5 ml 10 %-os foszforsav-oldatot
2,5 ml o, a—dipiridil reagens
1 ml FeCl3 oldat

A lombik tartalmit minden egyes reagens hozzdad4sa utan alaposan 0sszerdzzuk és utdna sotét
helyen 30 percig 4llni hagyjuk. 30 perc utdn desztilllt vizzel a lombikot jelig toltjiik,
Osszerdzzuk és Osszehasonlito oldattal szemben 496 nm hullimhossznal fotometrdljuk. Az
0sszehasonlit6 oldat a minta oldattal azonos médon késziil o, ot-dipiridil nélkiil.

Az eredményt az aldbbi képlettel szamitjuk ki:
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A-1119-10_

)
k-v-s
II = reduktontartalom
A = mért abszorbancia
k, v, s = azonos a latszélagos aszkorbinsav-tartalomnal megadottakkal.

4. A valodi aszkorbinsav-tartalom szamitasa:

A valédi aszkorbinsav mennyiségét a kévetkezoképpen szamitjuk ki:

Aszkorbinsav (mg/100 g) =1- 11

I = latsz6lagos aszkorbinsav-tartalom
II = a reduktonok mennyisége

VIIl. Aszkorbinsav meghatarozas 2,6-diklérfenol-indofenol (DCIP) oldattal

A C-vitamin vagy L-aszkorbinsav kémiai szempontb6l egy dienol csoportot tartalmazé lakton.
Er6sen redukdld hatasu vegyiilet, hidrogén leadasaval dehidro-L- aszkorbinsavva oxidalodik.
A reakci6 reverzibilis, igy a C-vitamin a sejtben redoxi folyamatokban is részt vesz. Elterjedt a
novényi €s dllati szervezetekben. Az emberi szervezet nem tudja szintetizdlni, ezért naponta
80-100 mg C-vitamin felvétele sziikséges. Legfontosabb C-vitamin forrdsaink a novények
(csipkebogyd, paprika, kdposzta, citrom stb.). A C-vitamin hidnya skorbutot okoz.

A C-vitamin meghatdrozasdhoz redukal6 tulajdonsdgat hasznéljuk fel.

Eszk6zok: biiretta
mérdlombikok(100 ml-es)
Erlenmeyer lombikok

pipettak

tolcsér

mérleg
Anyagok: ndvényi mintdk

C vitamin tabletta

1 %-os oxalsav oldat
DCIP oldat

foszfat puffer

Feladatok:

DCIP oldat:
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1 ml oldat 0,3 mg aszkorbinsavat mér. 457 mg DCIP-t oldunk 980 ml vizben majd hozzdadunk
20 ml foszfat puffert, aminek 100 ml-¢hez 330 mg K2HPO4 és 405 mg KH2PO4 kell. Kék
szin{i, néhdny napig stabil.

Minta oldatok:

Citromlé, narancslé, grape-fruit 1€, lehet frissen facsart, vagy dobozos, esetleg vitaminozott.
200 ml oldatot leszfiriink a rostoktdl. 20 ml sziirt levet 100 ml-re higitunk 1% oxdlsav oldattal.
Osszetort C vitamin tablettdb6l 250 mg C vitaminnak megfeleld mennyiséget oldunk 1 %-os
oxdlsavban, 250 ml-re feltoltjiik.

Meérés kivitelezése:
1-5 ml DCIP oldatot titralunk a gyiimdlcslével, vagy a vitamin oldattal. Az oldat eldszor
rézsaszin lesz, majd szintelen az dtcsapdskor.

Hoches C kiilonféle gyiimolcslevek otszorosére higitva
C vitamin tabletta, mg/ml vizes oldat

Szilrt narancslé 6tszorosére higitva

Citrom kifacsart leve 6tszorosére higitva

Fogyott ml x ml DCIP Aszkorbinsav Kiinduldsi anyag C  vitamin

Mi
Inta oldatra tartalom tartalma

Szamitsdk ki az adott mintdnak mennyi volt a kiinduldsi aszkorbinsavtartalma. Vegyék
figyelembe a higitast is!
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LIPIDEK VIZSGALATA

Lipideknek nevezziik mindazon anyagokat, amelyek barmely biol6giai mintabdl apoldros
oldoszerekkel extrahdlhatok. A lipidek kémiailag rendkiviil kiilonb6zd vegyiiletek.
Csoportositasuk egyik lehetdsége luggal vald reakciojuk. Ennek alapjan megkiilonboztetiink
elszappanosithatd és el nem szappanosithatd lipideket. Az elszappanositds tulajdonképpen
hidrolizis, az apoldros vegyiiletbdl vizben old6do, polaros vegyiiletek keletkeznek. Mindkét
csoport tovabbi osztalyokra tagolodik:

ELSZAPPANOSITHATO LIPIDEK: egyszerii lipidek: neutralis zsirok,novényi
olajok, viaszok
Osszetett lipidek: foszfogliceridek,szfingolipidek

EL NEM SZAPPANOSITHATO LIPIDEK: terpének, szteroidok, vitaminok,
(A,D,E,K), prosztaglandinok

A lipideknek rendkiviil fontos szerepe van a sejtmembranok felépitésében.

l. A lipidosszetétel hatasa a lipid hatarfeliileti réteg permeabilitasara

A membranok lipid Osszetétele jelentds mértékben befolydsolja a membranok
permeabilitdsit. A jelenség egyszerien demonstralhaté a kovetkezd gyakorlattal, melyben lipid
hatarfeliileti réteg permeabilitasi tulajdonsagait vizsgéljuk.

Ha butanolt, melyben kiilonbzo lipideket oldottunk, rétegeziink viz f6lé, a lipidek a két
fazis hatdran rendezett hatarfeliileti réteget képeznek. Ez a rendezett hatdrfeliileti réteg
diffuziés gatként mikodik. Errdl legkonnyebben akkor gydzddhetiink meg, ha a butanolban a
lipidek mellett valamilyen élénk szin( festéket oldunk, és egy id0 muilva Osszehasonlitjuk a
vizes fazisba atdiffundalé festék mennyiségét a lipidet tartalmazé €s nem tartalmazé mintdk
esetében.

Eszk6zok: kémcsovek,allvany
Pasteur pipetta
spektrofotométer
kiivetta

Anyagok: zsfrsavak (szterarinsav vagy oleinsav)
acilgliceridek (triolein vagy tripalmitin)
foszfolipid (lecitin)
szteroid (koleszterin)
metilénkék tartalmud butanol (0,25 g/)

Feladat:

A rendelkezésre allo lipidekbol 100 mg-ot mérjiink szamozott kémcsdvekbe.Az elsd
kémcsovet hagyjuk iiresen. A lipideket oldjuk fel 3,0 ml metilénkéket tartalmazé butanolban.
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A lipidek felolddsa utdn 6vatosan rétegezziink 3,0 ml desztilldlt vizet a butanol ald. Masfél-két
O0ra mulva dvatosan szivjuk ki a vizes fazist a butanol aldl. Az elsd kémcsd vizes fazisdnak
vegyiik fel a spektrumdt 300-800 nm kozott, majd mérjiik meg a mintdk abszorbancidjit az
abszorpciés maximumnak megfeleld hulldimhosszon. A mérési eredményeket hasonlitsuk Ossze
az elsd kémcsod vizes fazisdnak abszorbancidjaval.

Il. Neutralis zsirok dsszetételének vizsgalata

A neutrdlis zsirok a glicerin zsirsavakkal képzett észterei, lugos hidrolizisiikkor
glicerinre és zsirsavakra bomlanak. Vizelvondszerek hatdsdra a glicerinbdl szirds szagu
aldehid, akrolein keletkezik, amely redukalé hatdsi. A ligos hidrolizis sordn felszabadul
zsfrsavak metilezés utdn metilészter formdjdban gazkromatogréfidsan elemezhetok.
Zsirsavosszetételiik alapjan nagy biztonsdggal azonosithatok a novényi olajok, sot sejtfaluk
zsirsavosszetétele alapjan még a baktériumok és a gombak is.

Eszk6zok: kémcsovek, allvany
Bunsen égo
csipesz
sz{iropapir
mikrofecskendd
zarhat6 reakcidedény
gazkromatograf

Anyagok: kiilonb6z0 olaj mindk
kalium-hidrogén-szulfat
ammo&nium-hidroxid
eziist-nitrat
BF3-metanol vagy mas metilezdszer

Feladatok:

1.Szaraz kémcsobe 1-2 csepp olajhoz késhegynyi kristdlyos kalium-hidrogén-szulfitot
adunk. Ovatosan, majd erdsen melegitjiik. Jellegzetes sziirds szagi akrolein keletkezik.
Ammonids eziist-nitrdt oldatba madrtott szOrOpapirt tartunk a gaztérbe. A papir fém eziist
kivalas folytan megfeketedik.

2.Zsirsav metilészterek meghatarozdsa gdzkromatografidval.

Késziilék: HP 5830A gazkromatograf
Kolonna: HP 101, FFAP vagy SP 2330 tipusu kapillar kolonna
Detektor: FID
Vivogéz: nitrogén
Injektor hdmérséklet: 250 oC
Detektor homérséklet: 300 oC
Hofokprogram: Kezdeti homérséklet: 100 oC 1 percig
Fatési sebesség: 10 oC/perc
Végsd homérséklet: 220 oC 5 percig
Osszehasonlit6 oldat: zsirsav metilészter standard
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Minta elokészités: Valamennyi olaj illetve zsir mintdb6l 50-50 mg-ot mériink egy-egy
reakciéedénybe. Hozzdadjuk a metilezd reagenst. A reagens haszndlati utasitdsdban megadott
idej0 melegités illetve varakozds utdn a minta injektalhaté a gazkromatogréfba.

Elemzés: A gazkromatogréfids paraméterek bedllitdsa utan eloszor az Osszehasonlitd, majd a
minta oldatokat elemezziik. A retenciés idok alapjin azonositjuk a minta zsirsavkomponenseit.
A teriiletszazalékos értékelés alapjan Osszehasonlitjuk a kiilonbdzd zsir illetve olaj mintdk
zsirsav Osszetételét. Azonositjuk az ismeretlen olajat.

lil. Ill6olajok vizsgalata

Az illoolajok szerkezetileg egymdshoz kozelallo vegyiiletek keverékei, novényekbdl,
virdgokbol, novényi nedvekbdl nyerhetdk ki. Az illdolajok alkotdrészei a terpének, melyek az
el nem szappanosithaté lipidek csoportjdba tartoznak. A monociklikus monoterpének
legismertebb képviseloje a mentol, amely a borsmenta illdolajidban taldlhaté meg nagyobb
mennyiségben. Hsitd ize és csiradldo hatisa miatt a gydgydszatban és a kozmetikdban is
felhaszndljak.

Eszk6z0k: futtatokad
vékonyréteg
mikrofecskendd vagy kapilldris
hajszarito

Anyagok: mentol
metanol
borsosmentaolaj
cc. kénsav
kloroform

Feladat:

Réteg: szilikagél 60 Fy54 5554 Merck készréteg

Eluens: kloroform : metanol =1 : 1

Osszehasonlit6 oldat: 1 mg/ml-es metanolos mentol oldat

Minta oldat: 0,1 ml borsosmenta olajat 5 ml metanolban oldunk

Felvitt anyagmennyiség: 1 pul

Ertékelés: A felfuttatott lemezt megszaritjuk, majd UV lampa alatt megnézziik. Ceruzival
bejeloljiik a foltokat. Ezutdn a lemezt cc. kénsavval bepermetezziik és a foltok megjelenéséig
melegitjiik. Kiszamoljuk a mentol R¢ értékét.

IV. Lecitin kimutatasa tyuktojas sargajaban és margarinban

A lecitin a foszfogliceridek csoportjaba tartozé Osszetett lipid, az 4llati sejtek
membrénjdnak fo alkotorésze. Teljes hidrolizise glicerint, foszforsavat, kolint és zsirsavat
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eredményez. A tiszta lecitin fehér, csirizszerli anyag, mely jol oldodik alkoholban,
kloroformban, éterben, de nem oldédik acetonban. E tulajdonsdga alapjan elkiilonithetd a
tobbi lipidtdl, melyek acetonban is old6dnak.

Mivel egyardnt tartalmaz apoldros, (zsirsavlancok) és poldros (foszforsav, kolin)
csoportot, a lecitin amfipatikus sajatsagd, ami alkalmassd teszi micelldk €s lipid kettosrétegek
kialakitdsdra. Vizzel stabil emulziot képez, emiatt alkalmazzak az élelmiszeriparban emulgedléd
és emulzid stabilizalo szerként.

Eszk6z0k: fozOpohér
tivegbot
vizfiirdd
tolcsér
futtatokad
kémcsovek, allvany
mikrofecskendd vagy kapilldrisok

Anyagok: tojassargdja
margarin
etanol
aceton
kloroform
metanol
ecetsav
Dragendorf reagens
molibdenét reagens
jod

Feladatok:

1. Kis fozopoharba egy tojassargdjanak kb. harmad részét ontjiik, vagy 2 g margarint
mériink. Keverés kozben 15 ml forré alkoholt adunk hozza. A keveréket kih(ilés utan szédraz
kémcsobe szirjiik, a szirést addig ismételjiik, mig teljesen tiszta, atlatszo oldatot kapunk. A
szlirlet egy kis részletét haszndljuk a VRK azonositdshoz.

Széraz kémcsdben 2-3 ml acetonhoz néhdny csepp szlrletet csepegtetiink. Mivel a lecitin
acetonban nem oldddik, az oldat opélossd valik, ami a lecitin kicsapdddsara utal.

A maradék sziirlethez desztilldlt vizet csepegtetiink. A lecitin emulgealddasat figyelhetjiik meg.
Nagyobb mennyiségli tojissargdjat haszndlva a lecitin preparativ mennyiségben is
elkiilonithetd.

2. Lecitin VRK azonositasa

Réteg: szilikagél 60 Fp54 5554 Merck készréteg, 110 oC-on 10 percig aktivalva
Eluens: kloroform : metanol : ecetsav : viz =25:15:4:2

Osszehasonlit6 oldat: foszfatidil kolin standard 100 mg/ml -es hexdnos oldat
Minta oldat: Etanolos tojassdrga szlrlet, etanolos margarin oldat

Felvitt anyagmennyiség: 5 ul

Harom lemezre egymas mellé cseppentsiik a minta €s dsszehasonlité oldatokat. Futtatds utan

szaritsuk meg a lemezeket, majd minden lemezt mas elohivoval permetezziink be.
a.) jod goz: 4ltaldnos elohivo
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b.) Dragendorf reagens: a kolin tartalmu lipidek narancssargak
c¢.) molibdendt reagens: a foszfor tartalmu lipidek kék foltot adnak

V. Koleszterin kimutatasa az agyban és disznézsirban

A koleszterin bonyolult szerkezet, ciklikus szekunder alkohol.
Minden emberi és 4llati sejtben részben szabadon, részben észteresitett alakban megtalalhato.
Kiilondsen sok koleszterin van az agyban, spermaban €s faggyiban. Az epekdvek koleszterin
tartalma néha eléri a 90 %-ot.

A koleszterin szinreakcioi alapjan is kimutathat6. A gyakorlaton haszndlt szinreakcid
azon alapul, hogy a koleszterin szekunder alkoholcsoportja vizleadas mellett kilép és igy szines
termék keletkezik

Eszk6zok: kémcsovek, allvany
porceldnmozsér
10 x 10 cm-es iiveglemez
szaritészekrény
kés
pipetta

Anyagok: agy
gipsz
kloroform
cc. kénsav
ecetsavanhidrid

Feladatok:

3-5 g agyat megkozelitdleg két rész gipsszel porcelanmozsarban gondosan eldorzsoliink.
A strl pépet spatuldval vékony rétegben iiveglemezre kenjiik, és szaritoszekrényben 40 oC-on
szaritjuk. A megszdradt anyagot késsel lekaparjuk, mozsarban szétdorzsoljiik, és kémcsobe
ontjilk. A nyert porhoz 5-6 ml kloroformot tesziink, és a kémcso tartalmat 5-10 percig razzuk.
Kloroformmal megnedvesitett sziron at szaraz kémcsobe szlrjiikk. A szlrlettel elvégezziik a
kovetkezd probakat:

1. Szalkovszkij-proba:

2-3 ml szirlethez 2-3 ml cc. kénsavat Ontiink és Ovatosan Osszekeverjiik. Figyeljik meg az
oldat szinvéltoz4sat.

2. Lieberman-Burchard reakcio:

2-3 ml szirlethez 10 csepp ecetsavanhidridet és 1-2 csepp cc. kénsavat adunk. Jol
osszekeverjiik és megfigyeljiik a jelentkezd szint.

3. Kimutatds vékonyrétegkromatogrdfidaval:

44



Eszk6z0k: 200 ml-es gdmblombik
visszafoly6 hiitd
mérohenger
pipetta
razotolesér
100 ml-es gdmblombik
olajfiirdo
rezso
futtatokad
szilikagél réteg

Anyagok: disznozsir
vaj
20 %-os kalium-hidroxid alkoholos oldata
hexan
éter
ecetsav
benzol
koleszterin oldat
ecetsavanhidrid
cc. kénsav

A vizsgélati anyagb6l 5 g-ot mériink a 200 ml-es gomblombikba, €s 25 ml 20 %-os
alkoholos kdlium-hidroxid oldatot adunk hozzd. Néhany forrkdvet dobunk bele. A lombikra
visszafoly6 hiitdt szereliink és a lombikot olajfiirdobe meritjiik, majd egy 6rdn at egyenletesen
forraljuk. Ekkor az olajban levo elszappanosithaté zsirok elhidrolizdlnak. A lombik tartalmat a
forralas befejeztével lehiitjiik, majd a razétdlesérbe toltjiik €s a lombikot annyi desztilldlt vizzel
oblitjiik 4t, hogy a folyadék ossztérfogata kb. 100 ml legyen. A razétdlesérben levo folyadékot
70 ml hexannal egy percig erdteljesen rdzzuk, majd a hexén teljes elvaldsaig dllni hagyjuk. Az
elvélast tokéletessé tehetjik néhany ml alkoholos kélium-hidroxid oldat hozzdadasdval. Az
als6 fazist a razétolesérbol leengedjiik, ez tartalmazza a képzodott szappan oldatot. A felsd
fazist a 100 ml-es gdmblombikba engedjiik, és csokkentett nyomdson szdrazra paroljuk. Ez a
maradék tartalmazza az el nem szappanosithaté lipoidokat. A maradékot 2 ml benzolban
oldjuk és rétegkromatografidsan vizsgaljuk.

Réteg: szilikagél 60 F 254 5554 Merck készréteg

Eluens: hexan : éter : ecetsav =70 : 30 : 30

Osszehasonlit6 oldat: koleszterin standard oldat

Minta oldat: el nem szappanosithat6 rész benzolos oldata

Elohivo: ecetsavanhidrid : kénsav =10 : 1

Ertékelés: A megfuttatott lemezt megszaritjuk, az elohivészerrel bepermetezziik. A koleszterin
foltja az eldohivoszer hatasdra kék szinnel jelenik meg, majd 100 oC-on néhany perc mulva
piros szinl lesz.
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VI. A-vitamin kimutatasa sargarépaban és csukamajolajban

A kimutatas 1ényege, hogy az A vitamin és a karotinok oxidacids termékei mint a
xantofill €s mas karotinoidok pozitiv reakciot adnak antimon-trikloriddal (kék szinezddés).
Néhany lipid jelenléte, valamint viznyomok zavarjak a reakciot.

Eszk6zok: kémcsovek, allvany
Pasteur pipetta
reszeld
dorzsmozsér
razotolesér
Erlenmeyer lombik
sz{ropapir

Anyagok: csukamadjolaj
sargarépa
kloroform
kloroformos antimon-triklorid oldat
kvarchomok
vizmentes natrium-szulfat
5 %-os alkoholos kalium-hidroxid oldat

Feladatok:

1. Tiszta szdraz kémcsObe néhany csepp csukamdjolajat Ontiink. Hozzdadunk 1 ml
kloroformot, majd 1 ml kloroformos antimon-triklorid oldatot. Kék szinezddést tapasztalunk.

2. A sargarépiat megreszeljiik és kb. 1 g-ot kis dorzsmozsarban kvarchomokkal és 5 ml
S % -os alkoholos kalium-hidroxid oldattal eldorzsoliink. Par perc vdrakozéds utan a péprol
Ovatosan ledntjik a kivonatot €s razétolcsérben 5 ml szdraz kloroformmal néhényszor
0sszerdzzuk. Mikor a festékanyag atoldédott a kloroformba €s a két réteg szétvilt, az also
kloroformos fézist vizmentes natrium-szulfatot tartalmazd tdlcséren at 25 ml-es szaraz
Erlenmeyer lombikba engedjik. A kloroformos szlirlet néhany ml-ét szlrdpapirra
csepegtetjiik. A foltra kloroformos antimon-triklorid oldatot Ontiink. Kék szinezdodést
tapasztalunk.
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NUKLEINSAVAK VIZSGALATA

I.Nukleinsavak hidrolizise

A dezoxiribonukleinsavak (DNS) és a ribonukleinsavak (RNS) a genetikai informacié
taroldsdra és tovdbbitdsara szolgdldé makromolekuldk. A sejtekben bazikus tulajdonsagu
fehérjékkel kapcsolddva (nukleoproteinek) fordulnak eld. A vizsgélati anyagbdl fenollal vagy
neutrdlis s6oldattal kivonhatok és az extrahdlt nukleinsav alkoholos kicsapdssal tisztithato.
Hidrolizisik soran nitrogéntartalmi bdzisok, 0Otszénatomos cukrok és foszforsav
keletkeznek.A polinukleotid lidnc felbontdsa savas vagy ldgos hidrolizissel végezhetd el
Kiilonbséget tapasztalunk azonban az RNS és a DNS hidrolizise kozott: a DNS ligos
hidrolizissel szemben ellendlld, szemben az RNS-sel amely nukleozidra és foszforsavra esik
sz€t. Savas hidrolizissel viszont mindkét nukleinsavféleség nukleinbazisra, cukorra és
foszforsavra bomlik. Az egyes komponensek kimutatisdhoz nem sziikséges izoldlni a
nukleinsavakat, azok a savas hidrolizitumbdl kozvetleniil kimutathatok. A gyakorlaton
élesztot hidrolizdlunk savval és luggal és vizsgaljuk a hidrolizis termékeit.

Eszk6z0k: dorzsmozsar
csiszolatos gdmblombik(250 ml-es)
visszafolyohiitd
fogok
Bunsen-égo, azbeszt héld, vasharomlab
szivatépalack
nuccsszird, szirdpapir
pipettak
kémcso, kémcesdallvany
Erlenmeyer lombik (200 ml-es)
mérohenger
szemcseppento
vizfiirdd

Anyagok: élesztd(szaritott is lehet)
kvarchomok
1M H2SOq4
forrko
10 %-o0s NaOH
Fehling I. oldat
Fehling II. oldat
cc. NH4OH
3 %-o0s AgNO3
(NH4)2 MoOg4
indikétorpapir
0,2 %-os NaOH
0,5 %-o0s CuSOg4
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1. Az éleszto kozvetlen savas hidrolizise
Feladat:

Visszafoly6 hiitovel elldtott gomblombikban 5 g friss élesztdot 30 ml 1 M HpSOg4-ban 1
oran  keresztiill forralunk. A nukleoproteinek  fehérjekomponense részben, a
nukleinsavkomponense csaknem teljesen hidrolizal purin- illetve primidinbazisokra, ribozra
illetve dezoxiribdzra és foszforsavra. A hidrolizdtumban ezek a komponensek kimutathatdk:

A pent6zt Bial prébdaval mutatjuk ki 10 %-os NaOH-dal val6 semlegesités utan.

A bazisok kimutatdsdhoz 2 ml hidrolizdtumot 10 %-os NH4OH-dal megligositunk és néhany
csepp 3 %-os AgNO3 oldatot adunk hozzd. Rovid idon beliil a bazisok eziists6i barnés szind,
pelyhes csapadék formdjaban vélnak ki.

A foszforsavat NH4OH-dal torténd semlegesités utdn mutatjuk ki. 2 ml hidrolizitumhoz
néhany csepp ammoénium -hidroxidot adunk, majd az oldatot salétromsavval visszasavanyitjuk
(a semlegesitést €s a savanyitast indikdtorpapirral ellendrizziik). Ezutdn 1 ml (NH4)2MoO4
oldatot adunk a hidrolizitumhoz. Melegités hatdsira sarga, porszer(i csapadék (ammoénium-
foszfor-molibdat) valik le.

2. Az éleszto lagos hidrolizise

Feladat:

2 g nyers ¢élesztdt dorzsoljink el azonos mennyiségli kvarchomokkal egy

dorzscsészében. Majd dorzsoljik tovabb a keveréket 10-20 ml 0,2 %-os NaOH oldat
hozzdadasdval krémszeri péppé. Mossuk 4t az élesztd oldatot egy 100 ml-es Erlenmeyer
lombikba djabb adag NaOH-dal, hogy az dssztérfogat 50 ml legyen. Melegitsiik a szuszpenziot
30 percen 4t forré vizfiirdoben, majd szlrjiik at tobbrétegh gézen és hatsiik le. A szlrt
szuszpenzid 2 ml-éhez adjunk 2 ml 10 %-os NaOH oldatot és 5-10 csepp 0,5 %-os CuSOq4
oldatot. (Biuret proba). Végezziik el a sziirletbdl a nukleinsav komponensek kimutatdsit is.
A megmaradt, szlrt szuszpenzidhoz adjunk 20 ml 10 %-os kénsav oldatot és néhdny percen at
enyhén forraljuk az oldatot. Ismét végezziik el a Biuret probat, valamint a kozvetlen savas
hidrolizisnél leirt probakat. Allapitsuk meg, hogy milyen vegyiiletek vannak jelen a
szuszpenzidban az enyhe savas hidrolizist kovetden.

Il. Nukleinsavak kivonasa és mennyiségi meghatarozasa

1. Nukleinsavak Kivonasa

A nukleinsavakat fehérjekompexeikbol detergenses szolubilizaldssal szabaditjuk ki. Az
élesztot (vagy friss csirkemdjat) feltarjuk kvarchomokkal és a nukleinsavakat (DNS-t és RNS-t
is) NaCl-EDTA-SDS oldattal 600cC-on extrahdljuk. Kloroformos extrakcioval és alkoholos
kicsapassal tisztitjuk.

48



Anyagok: friss élesztd vagy csirkemadj
kvarchomok
toluol
NaCl-Na-dodecilszulfat oldat
diklérmetan-izoamilalkohol/24:1
metanol

Eszkozok: dorzscsésze, iivegbot
centrifugacsovek, Pasteur pipetta
vizfiirdok
tdramérleg
mérohenger, iivegbot
csiszolatos lombik

Feladat:

5 g élesztot 2,5 g kvarchomokkal és néhany csepp toluollal alaposan elddrzsoliink hiitétt
dorzscsészében. 12 ml NaCl-Na-dodecilszulfat oldat részleteivel a masszat centrifugacsdbe
mossuk, majd 60°C-os vizfiirdoben iivegbottal 10 percig kevergetjiik. A centrifugacsdvet
ezutdn lehdtjiik és az extraktot 10 percig centrifugdljuk. A feliiliszot csiszolatos lombikba
ontjiik és azonos térfogatu diklormetdn- izoamilalkohol eleggyel jol Osszerdzzuk, majd az igy
keletkezett emulziét centrifugdljuk. A felsd vizes fazist -amely az oldott nukleinsavakat
tartalmazza - Pasteur pipettdval leszivjuk és jégben lehiitott kis fozOpohdrba Ontjiik. A lehitott
oldat nukleinsav tartalmét kétszeres térfogatu hiitott etanollal kicsapjuk €s 10 perc dllds utdn a
kiiilepedett nukleinsavakat centrifugélassal 6sszegy(jtjiilk. Ebbdl készitiink hidrolizdtumot a
mennyiségi meghatarozdshoz.

2. Nukleinsavak mennyiségi meghatarozasa

A nukleinsavak mennyiségi meghatdrozasa torténhet a bazis, a cukor vagy a foszforsav
meghatdrozasaval. A gyakorlat sordn az élesztd savas hidrolizitumanak DNS és RNS
tartalmat mérjiikk: A DNS-t difenilaminnal, az RNS-t orcinnal. Mivel a foszfor dlland6, jol
mérhetd és sztochiometrikus alkotérésze mindenféle nukleinsavnak, ezért ennek
meghatdrozasa is megbizhat6 eredményt ad a nukleinsavakrol.

A megfeleldoen elokészitett szovetmintdk (€lesztd vagy csirkemdj) kozvetleniil hasznalhatdk a
vizsgalatokhoz.

A gyakorlaton a cukor komponenst és az anorganikus foszfat tartalmat hatdrozzuk meg.
A cukor meghatirozdsa a Schneider eljards szerint szinreakcidval torténik.A
ribonukleinsavakat rib6z tartalmuk alapjan orcinnal (z6ld szinezddés), a DNS-t dezoxirib6z
tartalmuk alapjan difenilaminnal (kék szinezddés) hatarozzuk meg.A szervetlen foszfat
meghatdrozasa Tausky és Shorr médszerével torténik.

Eszk6z0k: kémcsovek, pipettdk, tivegbotok
jeges és 900C-os vizfiirdd
GBC 911/A fotométer, kiivettak
milliméterpapir
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Anyagok: nukleinsav-hidrolizatum

100ug/ml RNS standard oldat
500ug/ml DNS standard oldat
100ug/ml foszfat standard oldat

difenilamin oldat
orcin oldat

vas(II) szulfat-ammoéniummolibdenat oldat (frissen készitendd):
5 ml 10 %-0s ammoéniummolibdenatot 50 ml-es mérdlombikba tesziink. Desztillalt vizzel kb.
40 ml-re higitjuk, majd 5g finoman poritott vas(Il) szulfitot oldunk benne és 50 ml-re

egészitjik ki.
Feladat:

a.) RNS mennyiségi meghatarozasa orcinnal

Allitsuk ossze a kovetkezd reakcio elegyeket!

Préba
Kémcsovek 1 2
NS hidrolizatum 0,1 0,1
RNS standard - -
HCl 1,4 1,4
Orcin 4,5 4,5

Referencia -sor

3 4
Oldatok(ml)
- 0,5
1,5 1,0
4,5 4,5

1,0
0,5
4,5

L5

4,5

A reakcidelegyeket alaposan 0sszerazzuk €s 20 percre forrdsban 1€vo vizfiirdobe helyezziik.
Lehiilés utan mérjiik az oldatok fényelnyelését 620 nm-nél.

b.) DNS mérés difenilaminnal

Proba Referencia-sor
Kémcsovek 1 2 3 4 5
Oldatok(ml)
NS hidrolizatum 0,1 0,1 - - -
DNS standard - - - 0,5 1,0
HCl 1,9 1,9 2,0 1,5 1,0
Difenilamin 4.0 4,0 4,0 4,0 4,0

L5
0,5
4,0

A kémcsoveket Osszerdzzuk és 20 percre forrasban levo vizfiirdobe éllitjuk. A lehGitott

oldatok abszorpcidjat 540 nm-nél mérjiik.

A standard nukleinsav oldatokkal készitett referenciasor alapjan szamitsuk ki az élesztobol
(vagy csirkemdjbol) készitett nukleinsav-hidrolizitum RNS és DNS tartalmat, valamint a két

nukleinsav mennyiségének ardnyat.
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c.) Anorganikus foszfat (Pi) meghatarozasa Tausky és Shorr szerint

Az eljaras csak anorganikus foszfat meghatdrozasara szolgél, szervesen kotott foszfatot
nem mér. Elve az, hogy kénsavas kozegben ammoéniummolibdendttal a Pj
ammoéniummolibdénsavat  képez, melyet ferroszulfittal kék szinli komplex vegyiiletté
redukdlunk. A kifejlodott szin 2 Ordn keresztiil stabil és intenzitdsa ardnyos a Pj
mennyiségével. Fotometrids tton referenciasor alapjan az eredmény kvantitative értékelhetd.

Feladat:

Foszfat referenciasor készitése:

Kémcsovek: 1 2 3 4 5 6 7

ng P; a reakcid-elegyben: 10 20 30 40 50 - ?
Oldatok (ml)

P;j-standard (100ug/ml) 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 - -

desztillalt viz 4.4 4,3 4,2 4,1 4,0 4,5 4,5

P-reagens 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0

Hidrolizatum - - - - - - 0,5

A kémcsoveket Osszerdzzuk €s 10 perc milva 700 nm-en fotometraljuk. A vakproba
értékének levondsa utdn készitett kalibracids egyenest haszndljuk a savas hidrolizitumok P;-
tartalmanak meghatarozasdhoz. A fenti reakci6hoz a hidrolizatum 0,5 ml-ét hasznaljuk.

lll. DNS oldat hiperkrém effektusanak ("olvadaspont’) mérése

A nukleinsavak, elsdsorban a DNS denaturécidja konnyen tanulminyozhat6 a hiperkrém
effektus megfigyelésével. A ho hatdsdra bekovetkezd despiralizdciokor a hidrogén hidak
megszinése  kovetkeztében  novekszik a  nukleinbizisok  elektronrendszerének
gerjeszthetdsége, ami 260 nm-nél fellépd abszorbancia novekedést okoz.

Anyagok, eszko6zok: UV fotométer
kvarckiivettak
vizflrdok
0,5 M KCl1
DNS preparatum (magas polimer foku)

Feladat:

A DNS prepardtumbdl olyan toménységli oldatot készitiink, hogy a szobahdmérsékleten
mért elnyelése kb. 0,6 abszorbancia legyen 260 nm-nél. Ezutdn az oldatb6l 3-3 ml-t 15 percre
20, 60, 70, 80, 90°C-os vizflrdobe helyeziink, majd 260 nm-nél mérjiikk az oldatok
fényelnyelését.

A DNS denaturicidja bar reverzibilis, de az eredeti szerkezet visszadllasa lassan kovetkezik
be, igy a hokezelt mintdk lehGithetdk és az abszorbanciandvekedés kényelmesen mérhetd.
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Abrazoljuk  grafikusan a homérséklet fiiggvényében a mintdk fényelnyelését és
értékeljiik az észlelt jelenséget.
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FEHERJEK VIZSGALATA

I. Fehérjék szinreakcioi, kimutatasuk

A fehérjék nagy méltomegl, a-aminosavakbol peptidkotéssel felépiildo vegyiiletek.

Savak, ligok vagy enzimek hatdsdra valamennyi fehérje aminosavakra bomlik. A
leggyakrabban a savas hidrolizist alkalmazzdk fehérjék bontdsira: 20%-os sésavval kezelik
1000C-on 12-48 6rén 4t.

A fehérjék kimutatdsidra alkalmas néhany egyszer(i szinreakci6, amely vagy a
peptidkotéssel (biuret-reakcid) vagy valamely aminosav- oldallinccal valé kémiai reakcion
alapul (Millon, xantoprotein, Adamkievicz reakcio).

Eszk6zok: kémcso
pipetta
Bunsen égo
Erlenmeyer lombik

Anyagok: urea
12 %-o0s NaOH

10 %-0s CuSO4
cc.HNO3
cc.HoSO4

fenolos viz

jégecet

ninhidrin oldat
Millon reagens
tojasfehérje oldat
zselatin oldat

5 %-os 6lom-acetat

1. Biuret reakcio

Altaldnos reakcié, valamennyi fehérjére pozitiv. A reakcié neve onnan ered, hogy a
biuret ugyanolyan szinnel adja a reakcidt, mint a fehérjék. Ha a fehérjét ligos kozegben kevés
CuSOg-tal kezeljiik, ibolyas szin figyelhetd meg, amelyet a peptid kotés Cu2+ ionokkal képzett
koordindciés komplexe ad.

Feladat:

a.) Eloszor ureabol elddllitott biurettel végezziik el a reakciot. Néhdny ureakristalyt
szaraz kémcsoben gyenge langon melegitsiink meg. Az urea eloszor folyékonnyd valik, majd
Ujra megszilardul. Ekkor hagyjuk abba a melegitést.. A melegités hatdsira az uredbdl biuret
képzodott és ammonia szabadult fel. A biuretet 1 ml 12 %-os NaOH-val megligositjuk, az
oldathoz egy csepp rézszulfitot adunk. Osszerdzis utdn jellegzetes ibolydsrézsaszin szin
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figyelhetd meg. (Ne adjunk hozza til sok CuSOgs-ot, mert a keletkezd rézhidroxid kék szine
elfedi a reakcidt).

b.) Végezziik el a biuret reakciét fehérjével. Kb. 1 ml fehérjeoldatot mérjiink egy
kémcsobe, adjunk hozzd 2 ml 12 %-os NaOH-oldatot és 2 csepp CuSOgs-oldatot.
Réazzuk Ossze a kémcso tartalmat.

2. Xantoprotein-reakcio

Aromds aminosavakat (fenil-alanin, tirozin, triptofan) tartalmazé fehérjékre specifikus.
Tomény salétromsavval valé hevités hatdsara az aromdas gylrQ nitrdlodik, sirga szin figyelhetd
meg, ammonia hozzdad4sara narancsszinbe csap at.

Feladat:

a.) Eloszor fenollal végezziik el a reakciot. Kémcsdben kb. 1 ml fenolos vizhez adjunk
néhany csepp salétromsavat. Ovatos melegités hatdsara sarga szin keletkezik.

b.) Végezziik el fehérjével a reakciot. Kémcsoben kb. 1 ml fehérjeoldathoz adjunk 5-6
csepp cc. salétromsavat. A sav hatdsdra a fehérje kicsapodik, Ovatos melegitésre megsargul.
Ha a kémcsoveket lehiitjilk és megligositjuk, a sdrga szin narancsba megy at.

3. Millon-reakcio

A reakci6 fenolos hidroxil csoportra specifikus, igy tirozin-tartalmu fehérjékre pozitiv.
A reagens Hg+, Hg2+ ionokat €s salétromsavat tartalmaz, hatdsara voros csapadék képzodik,
ami valdszintleg a nitralt tirozin Hg(II)-s6ja.

Feladat:

a.) Eloszor fenollal végezziik el a reakciot. Kémcsdben kb. 1 ml fenolos vizhez adjunk
par csepp Millon reagenst. Ovatos melegitésre rozsaszin elszinezdodést kapunk.

b.) Végezziik el fehérjével is a Millon-reakciét. Kémcsdben kb. 2 ml fehérje oldathoz
adjunk 5-6 csepp Millon reagenst. A fehérje kicsapddik, dvatos melegitésre a csapadék voros
szin{ lesz.

A Millon reagenst ne adjuk nagy feleslegben, kiilonben a benne levd salétromsav a fehérjével
xantoprotein reakciét ad, ami elfedi a Millon reakciot.

4. Adamkiewicz-reakcié (Hopkins-Cole teszt)

A reakcid triptofanra specifikus: a triptofan indol csoportja jégecettel (vagy glioxil-
savval), cc. kénsav jelenlétében szines komplexet ad.

Feladat:

a.) Kémcsoben néhany csepp tojisfehérje-oldathoz adjunk kb. 0,5 ml jégecetet, majd a
kémcsovet ferdén tartva (hogy a folyadékok ne keveredjenek egymadssal) Ovatosan
rétegezziink ald 2 ml cc. kénsavat. Néhany perc mulva a két réteg hatdrdn voroses-ibolya
gylr( figyelhetd meg.
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b.) Ismételjiik meg a reakcidt zselatin-oldattal.
5. Ninhidrin-reakcié

Rendkiviil fontos szinreakci6, valamennyi aminosavra pozitiv. A ninhidrin reakciot
eltejedten haszndljak a kromatogréfidban aminosavak kimutatédsdra, és (a képzodott komplex
szinintenzitdsa alapjdn) mennyiségi meghatdrozasara.

Fehérjék, peptidek esetén a ninhidrin a termindlis aminocsoporttal és a lizin
aminocsoportjaval reagdl. Minél nagyobb a fehérje molekulasilya illetve minél kisebb a
lizintartalma, anndl kevésbé érzékeny a modszer.

Feladat:

Kémcsoben 5 ml fehérjeoldathoz adjunk 1 ml 0,1%-o0s ninhidrin-oldatot. Keverjiik 6ssze
és forraljuk fel az oldatot: lilds szint figyelhetiink meg.

6. Kéntartalma aminosavak kimutatasa (unoxidized sulfur test)

Ha kéntartalmi aminosavat liggal forralunk, a kénhidrogén vagy diszulfid csoportok
szervetlen szulfidokkd alakulnak at. Ha 6lom-acetatot adunk az oldathoz, fekete 6lom-szulfid
csapadék képzodik.

Feladat:

Egy kis Erlenmeyer lombikba adjunk 2 ml tojasfehérje oldatot, 5 ml 10%-os
NaOH-oldatot és 2 csepp 5%-os 6lom-acetat oldatot. Keverjiik 6ssze az oldatot,
és néhany percig dvatosan melegitsiik.

Il. Fehérjék kicsapasa, denaturacio

1. Fehérjék kisozdsa

A fehérjék hidrofil kolloidok, azaz nagymértékben hidratéltak. Ha fehérjeoldathoz adott
konnyfém s6k (NH4)2SO4, NapSO4, NaCl, MgSO4 bizonyos koncentréciot elérnek, akkor a
fehérjerészecskéket dehidratdljdk, aminek kovetkeztében a fehérjék kicsapddnak. A
kicsapddésnal a dehidratédlason kiviil toltéscsokkenés is szerepet jatszik.

A fehérjék konnylfém sok segitségével torténd kicsapasat kisézdsnak nevezziik.

A kis6zasndl nyert fehérjecsapadék az oldatban levd sokoncentracié csokkentésével
(dializis, higitas) tdjra feloldhat6. Tehdt a kis6zds a reverzibilis kicsapdsi mddszerekhez
tartozik.

Mivel az egyes fehérjék kiilonbozd sokoncentraciondl csapddnak ki, a kisdzast is
felhaszndlhatjuk a fehérjék egymastol torténd elvalasztisara.

Kis6zasra leggyakrabban (NH4)2SO4-ot haszndlnak jé oldékonysdga miatt. A kis6zdsnal
a kicsapds mértéke a sokoncentricié mellett a homérséklettdl is fiigg. A homérséklet
emelésével a kicsapodds mértéke novekszik.
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Eszk6z0k: allvany és kémcsovek
kis tolcsér
pipettak

Anyagok: fehérje oldat, mely albumint, globulint és NaCl-ot tartalmaz
telitett ammoniumszulfat
finoman eldorzsolt amméniumszulft kristalyok
finoman eldorzsolt NaCl kristalyok
finoman eldorzsolt MgSOy4 kristidlyok
1%-0s ecetsav

Feladat:

a.) Kémcsoben 5 ml fehérjeoldathoz azonos térfogatd, telitett ammoéniumszulfat-
oldatot Ontiink, igy félig telitett ammoéniumszulfit-oldatot nyeriink. Néhany perces 4llds utdn a
globulinok kicsapédnak. A csapadékot leszlrjiik. A szlrlet tartalmazza az albuminokat. A
szlirlethez teljes telitésig jol eldorzsolt ammoniumszulfat kristdlyokat adunk.(Teljes telitésnél
az ujonnan hozzdadott kristdlyok mar nem oldédnak.) A telitett ammoniumszulfat oldatbdl az
albuminok csapadék formdjaban kivalnak. Ezt a csapadékot is leszlrjiik.

b.) Két tiszta kémcsobe 3-3 ml fehérjeoldatot Ontiink. Az egyik kémcsobe NaCl-ot, a
mdsikba MgSOg4-ot adunk teljes telitésig. Néhany perc mulva mindkét kémcsoben kicsapddnak
a globulinok. A csapadékot ismét leszirjiik. A szlrlet tartalmazza az albuminokat, mivel
ezeket NaCl és MgSOy4 neutrdlis kdzegben nem tudja kicsapni. A sziirlethez néhdny csepp
ecetsavat adunk. A gyengén savanyu kdzegben az albuminok kicsapddnak.

2.Fehérjék kicsapdsa alkohollal

A fehérjék szdmos neutrdlis szerves olddszerben (etanol, metanol, éter, aceton stb.) nem
oldédnak. Ha a fehérjék vizes oldatdhoz példdul alkoholt Ontiink, akkor az egyes fehérjék
meghatdrozott alkoholkoncentricié elérésénél kicsapodnak. Az oldatnak neutrdlisnak vagy
gyengén savanytunak kell lennie. A szerves olddszerekkel torténd kicsapds a kozeg
dielektromos allandéjédnak csokkenésével magyardazhatd. A dielektromos édllandé csokkenése
minden fehérje oldékonysagit csokkenti. A mddszer elonye, hogy a szerves oldoszer
adagoldsdval parhuzamosan az oldat homérsékletét akdr 0” ald is csokkenthetjiik.

Kismennyiségli s6 (pl. NaCl) hozzdadasaval fokozhatjuk a csapadék kivalasanak
sebességét. Az ionok ugyanis a kolloidrészecskékhez kapcsolodva csokkentik azok toltését, és
igy elosegitik a fehérjék kicsapoddsat.

Ha az alkohol segitségével nyert csapadékot gyorsan elvalasztjuk az alkoholtdl, a fehérje
nem denaturalédik, s igy a kicsapds reverzibilis. Ha ellenben az alkoholos csapadékot
huzamosabb ideig allni hagyjuk, akkor a fehérjék denaturdlédnak, tobbé vizben fel nem
oldhatok, a kicsapas irreverzibilis.

Eszk6z0k: allvany és kémcsovek
pipettak
Anyagok: fehérjeoldat
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etanol
NaCl kristdlyok

Feladat:

Kémcsoben kb. 2 ml fehérjeoldathoz néhany NaCl kristdlyt adunk. ezutdn a kémcsdbe
lassan néhdny ml etanolt Ontiink, és erdsen Osszerdzzuk. RoOvid ido milva finom, fehér
csapadék valik ki.

A kémcso felrdzasa utdn tartalmanak kb. a felét egy masik kémcsobe Ontjiik, majd vizet
adunk hozz4 , aminek kovetkeztében az alkohol felhigul €s a fehérje ismét feloldodik.

3.Fehérjék kicsapdsa nehézfémsokkal

A fehérjék a nehézfémsokkal (6lom, eziist, réz, higany stb.) komplex vegyiiletet alkotnak
és oldatukbdl kicsapédnak. Az alkdli és alkdli foldfémekkel torténd kis6zdssal ellentétben a
nehézfémsok kis koncentracidja is elég a fehérjék kicsapasahoz. A nehézfémsokkal nyert
csapadék azonban a s6koncentracionak higitdssal vagy dializissel torténd csokkentésével sem
oldddik ujra. Ez azt jelenti, hogy a kicsapas irreverzibilis.
A fehérjéknek azt a tulajdonsagédt, hogy nehézfémsokkal komplexet képeznek, az orvosi
gyakorlatban arra hasznaljuk, hogy fehérjéket (tej, tojas) mint ellenmérgeket adjuk higany
ezek a soOk fel nem szivodnak. Megjegyezziik, hogy a fehérjék kicsapdsdra hasznalt
nehézfémsok koziil pl. az lomacetétot és rézszulfatot nem szabad feleslegben adni, mivel az
eredetileg képzddott csapadék sok feleslegében oldodik.

Eszk6z0k: allvany és kémcsovek
pipettak
tivegbotok

Anyagok. fehérjeoldat

0,5 %-o0s S6lomacetat
1 %-o0s rézszulfat

3 %-o0s eziistnitrat
0,5 %-0s szublimat

Feladat:

Négy kémcsdobe 2-3 ml fehérjeoldatot Ontiink. Az elsd kémcsdbe cseppenként
O6lomacetétot, a misodikba rézszulfatot, a harmadikba eziistnitratot, a negyedikbe szublimétot
(6vatosan,méreg!!) ontiink. Mind a négy kémcsoben csapadék képzddik.

Ha az o6lomacetdt és rézszulfiat hatdsidra keletkezett csapadékhoz O6lomacetétot ill.
rézszulfatot adunk feleslegben, akkor a csapadék oldodik.

4. Fehérjek kicsapdsa alkaloid reagensekkel
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A fehérjeoldatok az un. alkaloid reagensek hatdséra kicsapodnak. Ezek kozé tartoznak :
a tannin, a pikrinsav, a K4Fe(CN)g, a KI - Hgl» és KI, Bil3 és néhany mas vegyiilet. A fehérjék
azon tulajdonsdga, hogy alkaloid reagensekkel kicsaphatdk, a fehérjékben és alkaloidokban
egyarant eldforduld nitrogént tartalmazé csoportok jelenlétével magyarazhato.

Az alkaloid reagensek csak savanyu kozegben képesek kicsapni a fehérjéket, mig ligos
kozegben a csapadék oldodik.

Eszk6z0k: allvany és kémcsovek
pipettak

Anyagok: fehérjeoldat
telitett pikrinsav

telitett tannin

1 és 10 %-os ecetsav
kaliumjodidos higanyjodid

10 %-o0s sdsav

5 %-os kélium-hexaciano-ferrat

Feladat:

Két kémcsdbe 2-3 ml fehérjeoldatot Ontiink. Mindkettdhoz néhany csepp ecetsavat
adunk.

Az egyik kémcsobe telitett tanninoldatot, a masikba pikrinsavat ontiink és megfigyeljiik
a fehérje kicsapdddsat.

A harmadik kémcsobe 2-3 ml fehérjeoldatot Ontiink, 10 %-os ecetsavval
megsavanyitjuk. Cseppenként kédlium-hexaciano-ferratot adunk hozzd €s minden csepp utan
0sszerdzzuk. A fehérjék kicsapddnak.

A negyedik kémcsdbe is 2-3 ml fehérjeoldatot Ontiink, sdsavval kissé megsavanyitjuk és
néhany csepp higanyjodidos kéliumjodidot cseppentiink hozza. Megfigyeljik a fehérjék
kicsapddasit.

5. Fehérjék kicsapdsa dsvdnyi savakkal

Koncentralt dsvanyi savak (H3zPOg4 kivételével) a fehérjéket oldatukbdl irreverzibilisen
okok is szerepelnek. (PL: s6képzodés fehérjékbol és savakbdl stb.). Asvanyi savak
feleslegében a képzodott csapadék éltaldban oldddik, salétromsav feleslegében viszont nem
kovetkezik be.

Kiilonosen fontos a fehérjék salétromsavas kicsapasa, amit pl. a klinikumban a vizeletben
levd fehérje kvalitativ €s kvantitativ kimutatdsara hasznélnak.

Eszk6z0k: allvany és kémcsovek
pipettak

Anyagok: cc. sOsav
cc. kénsav

cc. salétromsav
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fehérjeoldat
Feladat:

Hérom kémcsdbe 1-1 ml sésavat, kénsavat ill. salétromsavat Ontiink, majd 1 ml
fehérjeoldatot pipettdzunk hozzdjuk. A két folyadék tartalmit Ovatosan Osszerdzzuk. A
csapadék sésav és kénsav feleslegében oldodik. A salétromsavat tartalmazé kémcsdoben
viszont a csapadék nem tlinik el, mivel a salétromsav feleslegében nem oldddik.

6. Fehérjék kicsapdsa szerves savakkal

A fehérjéket szerves savakkal is kicsaphatjuk. A kiillonb6zd szerves savak hatdsa
azonban nem egyforma. Nagyon alkalmas fehérjék kimutatdsdra a triklorecetsav és a
szulfoszalicilsav. E két savat a gyakorlatban kiterjedten haszndljdk gyors és egyszeri
fehérjekimutatdsi eljarasra.

A triklorecetsav  kivdléan  alkalmas  biolégiai  folyadékok  (pl.  vérsavé
fehérjementesitésére), mivel csak a fehérjéket csapja ki és az Osszes kisebb molekulastilyd
peptidek (fehérjehasadasi termékek) oldatban maradnak. Ez kiilondsen fontos akkor, amikor
kiilon-kiilon akarjuk meghatarozni a fehérje és az alacsony molekulasilyd termékek
(aminosavak, urea stb. ) nitrogénjét, amit " maradék nitrogénnek " neveziink.

Ha a fehérjék kicsapasa utan a szlrletbdl el akarjuk tdvolitani a triklorecetsavat, akkor a
sziirletet fel kell forralnunk. A triklorecetsav forralasra kloroformra €s szén-dioxidra bomlik,
melyek elpdrolognak.

Eszk6z0k: allvany és kémcsovek
pipettak

Anyagok: 3 %-os triklorecetsav
20 %-os szulfoszalicilsav
fehérjeoldat

Feladat:

Kémcsobe 2-3 ml fehérjeoldathoz néhany csepp triklorecetsavat adunk. A fehérje
csapadék formdjidban kivélik. Masik kémcsoben levd fehérjeoldathoz néhdny csepp
szulfoszalicilsavat adunk. A fehérje kicsapdodik.

lll. Zselatin izoelektromos pontjanak mérése

Az a koriilmény, hogy a fehérjék oldatban, adott pH-n elektromos toltést viselnek
felhaszndlhat6 a fehérjék izoelektromos pontjanak meghatarozasara.

Az izoelektromos ponton a fehérje netto toltése nulla, hidratburka a legkisebb, a
feliiletén elhelyezkedd disszocidlé csoportok a szomszédos csoportokkal elektrosztatikus
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kolcsonhatast alakitanak ki, és a fehérjemolekuldk kapcsolddhatnak is egymadssal. Az

izoelektromos pH-n a fehérjék az oldatbdl kicsapédhatnak.

Eszkozok: kémcso, kémcesdallvany
pipetta (2, 5, 10 ml-es)
Anyagok: 0,1 M natrium-acetat
0,1 M ecetsav
1 M ecetsav
1%-o0s zselatin oldat
etanol
Feladat:

Hatarozzuk meg a zselatin izoelektromos pontjat!

Allitsuk 6ssze a kovetkezd 6 kémcsobol 4llé sorozatot!

Kémcso 1

0,1 M Natrium-acetat 2

0,1 M Ecetsav 0,25
1 M Ecetsav -
Desztillalt viz 3,75
pH ?
1%-o0s zselatin 2

0,5

3,5

2

2

Oldatok/ml

4

2

2

2

3,2
3,2
?(meghatarozando)

2

A kémcsovek tartalmdt Osszerdzzuk. A 4. kémcsobe keverés kozben annyi alkoholt
pipettazunk, hogy rovid ideig tarté allas utdn alig észrevehetd mennyiségli csapadék
képzodjék. (Ehhez rendszerint 8 ml sziikséges). Az Osszes tobbi kémcsohdz ugyanannyi
alkoholt tesziink. 30 percen keresztiil figyeljiik a zavarosodds mértékét. Ahol a legerdteljesebb
zavarosodds észlelhetd azon a pH-n van a zselatin izoelektromos pontja.
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IV. Fehérjék tisztitasa dializissel

A dializisnél a kolloidokat félig ateresztd hartya segitségével valasztjuk el a
kismolekuldju szerves €s dsvanyi szennyezodésektOl. Az ilyen hartydn keresztiil a szennyezd
anyagok szabadon diffundalnak, mig a kolloidok szdmdra a hartya gyakorlatilag atjarhatatlan.
A fehérjerészecskék nagysagukndl fogva nem tudnak a dializdl6 hértyan kidiffunddlni. A
fehérjéknek ezt a tulajdonsdgat felhaszndljuk arra, hogy konnyen atdiffunddlo, alacsony
molekulasulyt szennyezddésektdl megtisztithassuk Oket.

Eszk6z0k: celofan
fozOpohér
sparga
mégneses keverod
kémcso, kémcesdallvany
pipetta (2, 10 ml-es)
szemcseppento

Anyagok: fehérjeoldat
1%-o0s eziistnitrat oldat
10%-0s NaOH
1%-0s CuSO4

Feladat:
NaCl-t tartalmazo tojdsfehérje dializise:

Készitsiink kb. 15x15 cm-es celofdnbdl dializdlé zacskot. Mérjiink bele 10 ml NaCl-os
fehérjeoldatot, majd zarjuk le spargdval. Helyezziik el egy 200 ml desztilldlt vizet tartalmazo
fozopohérban gy, hogy csak a hartyan keresztiil érintkezhessen a két folyadék. A dializédlo
oldatot migneses keverdvel kevertessiik.

1 6ra milva ellendrizziik a dializdtum Osszetételét. A klorid ionok kimutatdsasra 2 ml
dializdtumot pipettdzzunk kémcsobe és adjunk hozza néhdny csepp eziistnitrat oldatot.A
fehérjetartalom vizsgélatdhoz 2 ml dializdtumhoz adjunk 1 ml NaOH-ot és 1 ml CuSOzs-t.

V. Szérum aminosav tartalmanak meghatarozasa ioncserélo
vékonyrétegkromatografiaval és hagyomanyos VRK-val

Az ioncseréld vékonyrétegek egyesitik az ioncseréld gyantdk nagy hatékonysdgat a
vékonyréteg-kromatografids technika elegans egyszertiségével. A Polygram Ionex-25 SA-Na
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rétegek er0s kationcseréld tulajdonsdguak. A kationcseréld gyanta tobb komponensi
kotdanyag segitségével milanyag fOlidra van rogzitve. A rétegben rogzitett gyanta
felbontoképesség tekintetében maga mogott hagyja a hagyomdnyos vékonyréteget. Alkalmas
aminosavak, kis tagszamu peptidek, antibiétikumok, aminok, szervetlen ionok kromatogréfiis
vizsgélatdra. Nélkiilozhetetlen segédeszkoz bioldgiai folyadékok (vér, vizelet) vizsgélatéra.
Egy dimenzids kromatografidval a szérum és vizelet aminosav 0sszetétele meghatdrozhato, igy
a kationcseréld réteg alkalmas az aminosav Osszetétel megvaltozdsaval jar6 aminosav-
anyagcsere zavarok gyors kimutatdsara. A velesziiletett rendellenességek koziil leggyakoribb a
fenilketonuria, amire jellemzO a fenilalanin felszaporoddsa a szérumban és vizeletben. A
modszer igy hasznalhat6 tjsziilottek fenilketonuria szrdvizsgalatdra is.

Az aminosavak elvdlaszthatdsaga fligg a puffer osszetételétol (pH, ionerdsség stb.). A
gyakorlaton alkalmazott pH=5,28 ndtrium-citrt pufferben a bazikus és aromas aminosavak
vélaszthatok el jol egymastol.

Eszk6z0k: ioncseréld réteg
kromatografias kad
mikropipetta
hajszarito
centrifuga, centrifugacsovek

Anyagok: aminosav standardok
ndtrium-citrat puffer, pH=>5,28
szérum
ninhidrin

Feladat:

1. loncserélo VRK:
A minta elokészitése:

0,5 ml szérumhoz 1 ml 10%-os triklérecetsavat adunk, alapos Osszerdzds utdn a
csapadékot centrifugdljuk. A tiszta feliilisz6t ) csdbe Ontjiik, 1 ml étert adunk hozza, az
elegyet jol 6sszerdzzuk, majd hagyjuk a fazisokat szétvalni.

Kromatografidhoz az alsé, vizes fazist haszndljuk. Az éteres kirdzdssal a kromatografiit
zavaré triklorecetsavat tavolitjuk el.

A lemez elokészitése:

Puha grafit ceruzaval a lemez alsé sz€létdl 1 cm tavolsdgra"start-vonalat” hizunk, ezen
kijeloljiik a felcseppentési pontokat. A kijelolt pontokra mikropipettdval felcseppentjiik a 10 pl
elokészitett mintat és az aminosav standardokat. Felvitel kozben a lemezt levegddrammal
(hajszdritoval) szaritjuk.

Kromatografdlds:
A kromatogréfids kadat 1 cm magassidgig megtoltjik pufferrel és bedllitjuk a

megfeleloen elokészitett lemezt. A kromatografdlds addig tart, amig a pufferfront a lemez
tetejéig nem ér (ez kb. 50-60 percet vesz igénybe).
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Az aminosavak elohivdsa:

A kadbol kiemelt ioncseréld lemezt hajszdritoval megszdritjuk.. Ninhidrinnel
egyenletesen bepermetezziik, és ismét megszaritjuk meleg levegdvel. A megjelend aminosav-
foltokat a standard aminosav-keverékkel (és egymdssal) Osszehasonlitva értékeljiik. Az
aminosavak futdsi sorrendje a felcseppentési ponttol: Arg, Hys, Phe Tyr, Leu, Val, Gly.

II. Hagyomdnyos VRK:

Réteg: 5554 Merck Kieselgel készréteg
Eluens: butanol:ecetsav:viz=4:1:1
EIohivé: alkoholos ninhidrin oldat
A kromatografdlas kivitelezése megegyezik az eloz0 feladatban leirtakkal.

VI. Sephadex G-25 oszlop térfogati paramétereinek meghatarozasa

Az oszlop iires térfogatanak és Ossztérfogatdnak meghatarozdsara szines vegyiileteket
hasznalunk. A gyakorlaton egy harom komponenst elegyet vélasztunk szét: a kék dextrant (
dextran blue ), a By és a B vitamint. A dextran blue molekulatomege 1000000, igy nem jarja
be a gélszemcsékben 1évO jaratokat, hanem a szemcsék kozott konnyen atfolyik. A Bip
vitamin lényegesen lassabban halad at az oszlopon, a molekula mérete éppen az elvilasztasi
tartomdnyba esik (molekulatomege: 1355). A Bj vitamin molekulatomege 376, igy bejut a
gélszemcsék legszilikebb jdrataiba is, és még lassabban halad az oszlopon, mint a By vitamin.

Eszk6z0k: kromatografél6 oszlop
mérohengerek
Erlenmeyer lombik

Anyagok: 0,9 %-o0s NaCl oldat
dextran blue
B2 és By vitamin
Sephadex G-25

Feladat:

Oldjunk fel 10 mg dextran blue-t, egy ampulla By, vitamint és néhdny kristdly Bp
vitamint 1 ml fiziol6gids séoldatban. Engedjiikk az oszlopon levd séoldatot a toltet tetejéig
lefolyni, majd zarjuk el a kifoly6 nyilasat. Pipettdzunk 6vatosan az oszlop tetejére 1 ml oldatot,
a kifolyé nyilast nyissuk meg hogy a minta a gélbe szivodjon. Ezutdn 3 ml séoldatot
pipettazzunk a gél tetejére, majd az oszlopot a sdoldattal telt lombikhoz csatlakoztatva
folyamatosan eludljuk az anyagokat. Mérdohengerbe felfogva az eludtumot, mérjik azt a
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térfogatot, mig a kék dextran kék szine megjelenik az eludtumban, ez lesz az iires térfogat
(Vi) értéke. Megmérjiik azt a térfogatot, amelyben a kék szin eludlédik (b), majd tovabb
eludlva az oszlopot, megmérjiik azt a térfogatot, mig a Bip vitamin rézsaszin szine, €s
legvégiil a By vitamin sdrga szine megjelenik az eludtumban. Ez ut6bbi az dssztérfogatot (Vy)-t
adja.

Allapitsuk meg a By vitamin V, értékét és hatdrozzuk meg a Kg-t.

Vil. Szérumfehérjék mennyiségi meghatarozasa és frakcionalasa

A fehérjeoldatok frakciondlasdnak egyik egyszeri médja a kis6zds. Nagy mennyiségii s6
csokkenti a fehérjék hidratburkat és igy elsosorban a globuldris fehérjék oldhatésdgat. Ha
szérumot ammonium-szulfittal félig telitiink, a globulinok kicsapddnak, de az albumin
oldatban marad. A gyakorlat sordn a szérum globulinokat kis6zzuk, majd centrifugaldssal
szepardljuk. Az albumin frakciot gélsziréssel szulfat-mentesitjilk Sephadex G-25 oszlopon. A
szérum €s a szérum frakciok fehérjetartamat biuret rekcidval €s bromkrezolbiborral hatdrozzuk
meg. A bromkrezolbibor indikator festék. Megfeleld savas pH-n az albuminhoz specifikusan
kotddik, mikdzben megvaltozik a szine. A szinvaltozas ardnyos az albumin koncentracigval.

Eszk6z0k: centrifuga, centrifugacsovek
pipettak
kémcsovek, kémcsodallvany
fotométer, kiivetta
Sephadex G-25 oszlop

Anyagok: human szérum
telitett ammoOnium-szulfat oldat
0,9 %-os natrium-klorid oldat
10 %-os barium-klorid oldat (MEREG !)
10 mg/ml fehérje standard
biuret reagens
10 mg/ml albumin térzsoldat
50 mg/ml brémkrezolbibor oldat

Feladatok:

1. Globulinok kisozdsa
Centrifugacsobe 3 ml szérumot pipettazunk, majd 3 ml telitett ammoénium-szulfat oldatot
adunk hozzd. A csapadékot 5 percig dllni hagyjuk, majd kb. 20 percig centrifugdljuk. A

feliiluszot Ovatosan ledntjiikk (albumin frakcid), a csapadékot pedig 3 ml 0,9 %-o0s natrium-
klorid oldatban oldjuk (globulin).

2. Albuminok szulfdat-mentesitése Sephadex G-25 oszlopon
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Az oszlopot 0,9 %-os natrium-klorid oldattal ekvilibraljuk. Az oldatot a gél felszinéig
engedjiik lefolyni, majd az albumin frakciébol 1 ml-t pipettdzunk a gél tetejére. Az alsé nyilds
megnyitasdval hagyjuk, hogy a minta a gélbe hatoljon. A mintdt 3 ml 0.9 %-os natrium-klorid
oldattal utdnamossuk, majd az oszlopon folyamatosan natrium-klorid oldatot d&ramoltatunk at.
20 megszamozott kémcsdbe 5 ml-es frakciokat gyQjtiink. Az egyes kémcsovekbol 1-1 ml
mintat vesziink fehérjemeghatdrozasra illetve szulfat kimutatasra.

3. Albumin meghatdrozdsa bromkrezolbiborral

Allitsuk ossze a kovetkezd reakciGelegyeket:

Oldatok ( ml)
Kémcsovek 1 2 3 4 5 6 7
Albumin - 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 -
Szérum - - - - - - 0,01
0,9 %-os NaCl 0,2 0,18 0,16 0,14 0,12 0,1 0,19
Reagens 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8

A reagens bemérése utdn az oldatokat 0sszerdazzuk €s 5 percig szobahon éllni hagyjuk.
Az abszorbancia értékeket 620 nm-nél leolvassuk. Az 1 - 6 kémcsdben levd oldatok
fiiggvényében. Az igy kapott referencia gorbe alapjan szdmitsuk ki a szérum albumin
tartalmat. Vessiik 0ssze az eredményt a biuret modszerrel kapott értékekkel.

VIIl. Szérumfehérjék somentesitése méretkizarasi kromatografiaval

A fehérje analitikdban gyakran van sziikség sémentesitésre, vagy puffercserére aminek
legeegyszeriibb modszere a méretkizardsi Sephadex G-25 oszlopon. A frakcidk fehérje
tartalmat fotometridsan hatarozzuk meg. A 280 nm hullimhosszon mért abszorbancia ardnyos
az albumin koncentraciéval. A mennyiségi meghatarozdshoz Biuret reakciot hasznilunk.

Eszk6z0k: pipettak
kémcsovek, kémcsdallvany
fotométer, kiivetta
Sephadex G-25 oszlop

Anyagok: Marha szérum albumin (BSA)
0,9 %-os natrium-klorid oldat
Eziist-nitrat oldat (MEREG !)

Feladatok:

BSA somentesitése Sephadex G-25 oszlopon
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Az oszlopot desztillalt vizzel atmossuk. A vizet a gél felszinéig engedjiik lefolyni, majd a
sotartalmu fehérje oldatbol 2,5 ml-t pipettazunk a gél tetejére. Az alsé nyilds megnyitdsdval
hagyjuk, hogy a minta a gélbe hatoljon. A lecsopogd oldatot kémcsObe gyljtjiik: 1. frakcid. A
mintdt 3,5 ml desztilldlt vizzel eludljuk: 2. frakcié. Ezutdn desztilldlt vizzel mossuk az
oszlopot 2-3 2 ml-es frakciét gylijtiink (3-5 frakcid). Az egyes kémcsovekbdl fehérje
meghatdrozast €s klorid ion kimutatast végziink.

Fehérje tartalom kimutatdsa fotometridsan:
A gélkromatogrifia sordn gyljtott frakcidk abszorbancidjat meghatarozzuk 280 nm
hullimhosszon. A mért értékeket tablazatban foglaljuk 6ssze.

CI tartalom kimutatdsa :
Az oldatban taldlhaté CI' ionok csapadékot adnak Ag" ionokkal. Valamennyi frakciobol 0,5

ml-t kivesziink és néhany csepp AgNO; oldatot adunk hozza. Fehér csapadék megjelenése,
opdlosodés CI ionok jelenlétét mutatja.

Frakci6 1 2 3 4 5

AZSO

Csapadék
Ag" ionnal

Ertelmezzék a tablazat adatait!

2. Szérum és szérum-frakciok fehérjetartalmdanak meghatdrozdsa biuret reakcioval

Allitsuk ossze a kovetkezé reakciGelegyeket:

Oldatok ( ml)
Kémcsovek 1 2 3 4 5 6 Minta
Fehérje standard - 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 -
0,9 %-os NaCl 1,0 0,8 0,6 0,4 0,2 --
Minta oldat - - - - - -1,0
Biuret reagens 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0

A reagens bemérése utan a kémcsovek tartalmét Osszerdzzuk €s 20 percig szobahomérsékleten
allni hagyjuk, majd 540 nm-nél leolvassuk az oldatok abszorpcidjat. A standard oldatok

c 2z

T sz
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IX. Lizozim izolalasa tojasfehérjébol gélkromatografiaval

Tojasban, tejben, konnyben nagy mennyiségi lizozim taldlhat6. Az enzim az N-acetil-
muraminsav és N-acetil-glik6zamin kozotti 7(1-4) glikozidos kotéseket bontja, igy a
baktériumok sejtfaldt felépitd poliszacharid megbontdsaval a baktériumokat elpusztitja.

A lizozim a tojasfehérjébdl konnyen izoldlhatd, a tojasfehérjét alkotd egyéb fehérjéktol
kisebb molekulatomege (14300) miatt gélszliréssel elvalaszthato.

A gyakorlaton tojasfehérje oldatot kromatografdlunk Sephadex G-75- oszlopon. (A
Sephadex G-75 a 3000-70000 moltomegli globuldris fehérjék frakciondldsara alkalmas).
Meghatdrozzuk az eredeti tojasfehérje oldat, valamint az oszloprél eludlt frakcidok
fehérjetartalmat és lizozim aktivitdsat. A fehérjekoncentraciot biuret reakcioval mérjik, a
lizozim aktivitdsira a Micrococcus lysodeicticus — sejtszuszpenzid — zavarossdganak
csOkkenésébol kovetkeztetiink: (A szuszpenzié zavarossaga azért csokken, mert a lizozim
feloldja a baktérium sejtfalat).

Eszk6z0k: 2 x 25 cm-es Sephadex G-75 oszlop
kémcsovek, kémcsodallvany
pipettak
fotométer, kiivettak

Anyagok: tojdsfehérje oldat: (100 ml tojasfehérjét 200 ml 0,05 M Tris-HCI, pH=S8.2
pufferrel Osszekeveriink majd iiveggyapoton szliriink. A sziirletet homogenizaljuk,
centrifugéljuk. A kapott feliilisz6t hasznéljuk a gélkromatografidhoz).
eludlo puffer: 0,05M Tris-HCI, pH=8,2, amely 0,2 M NaCl-t tartalmaz
sejtszuszpenzio: Micrococcus lysodeicticus baktériumsejtek 0,2g /1 szuszpenzidja
fehérje standard oldat: human szérumalbumin (10 mg / ml)
biuret reagens
0,05 M-os foszfdt puffer, pH =6,3
20%-os szulfoszalicilsav

Feladat:

1. Néhany csepp szulfoszalicilsavval kémcsoben ellendrizziik, hogy az oszlop
fehérjementes-e? Ha nem, akkor mossuk az oszlopot az eludld pufferrel fehérjementesre.

2. Végezziik el a gélszlrést: Engedjiik a puffert a géloszlop tetejéig lefolyni, majd zarjuk
el az oszlop kifolyé nyildsit. Pipettdzzunk Ovatosan 3 ml tojisfehérje oldatot az oszlop
tetejére.A kifolyo nyildst megnyitva varjuk meg, mig a minta behatol az oszlopba, majd néhany
ml eludld pufferrel 6vatosan mossuk utdna az ilivegesd faldra tapadt tojasfehérje oldatot is.
Csatlakoztassuk az oszlopot egy eludlé pufferrel telt lombikhoz és a csap megnyitdsaval
folyamatosan eludljuk az oszlopot. 20 db. frakciot szediink, a frakciok térfogata 5 ml, az
atfoly4si sebesség 3 ml / perc.

3. Hatarozzuk meg az eredeti tojasfehérje oldat és a géloszloprdl eludlédott frakciok
fehérjetartalmat
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Fehérjemeghatarozas biuret rekciéval

Eloszor készitsiink referenciasort:

Oldatok(ml)
Kémcsovek 1 2 3 4 5 6
Fehérje standard - 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Tris-HCI puffer 1,0 0,8 0,6 0,4 0,2 -

Biuret reagens 4,0 4,0 4,0, 4,0 4,0 4,0

Az oldatokat Osszerdzzuk, majd 30 perc milva fotometraljuk 540 nm-nél. (A fotométert
pufferre nullazzuk). Ezutan végezziik el a biuret probat az elsd 20 elucios frakcié 1,0-1,0 ml-
ével, valamint a tojasfehérje oldat 0,1 ml-ével. Szamitsuk ki a referenciasor alapjan a frakciok
és a tojasfehérje oldat fehérjetartalmat!

4. Hatarozzuk meg az eredeti tojasfehérje oldat és az eludlédott frakcidk lizozim
aktivitasat.

Lizozim aktivitasanak meghatarozasa

Az aktivitisméréshez az eredeti tojasfehérje oldatot 100- szoros, az enzimet tartalmazé
eludlt frakcidkat 50-szeres higitdsban hasznaljuk.
A fotométert 0,05 M-os foszfat pufferre nullizzuk. Pipettdzzunk a kiivettaba 1,5 ml mérendd
oldatot és 1,5 ml sejtszuszpenziot és mérjiik meg az oldat abszorpcidjanak (zavarossaginak) 2
perc alatti csokkenését 430 nm-nél. Ha a 2 perc alatti abszorpcid valtozas nagyobb 0,1-nél, a
vizsgalt frakciot higitsuk foszfat pufferrel.

A lizozim aktivitdsat a 430 nm-en 2 perc alatt bekdvetkezd abszorpcié csokkenésébol
szamitjuk ki.

2perc
aktivitds = AA430 X higitas

5. Abrazoljuk grafikusan a frakcidk fehérjetartalmat és lizozim aktivitasat.
Szamitsuk ki, hogy az oszlopra felvitt 3 ml higitatlan tojdsfehérje oldat fehérjetartalminak és
lizozim aktivitdsdnak hdny %-at kaptuk vissza az elualt frakciokban.
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X. Fehérjék molekulatdmegének meghatarozasa SDS-poliakrilamid
gradiens gélelektroforézissel

A relativ molekulatomeg (M;) meghatdrozdsdra a vizsgiland6 fehérjét ionos
detergenssel, pl. ndtrium-dodecilszulfittal (SDS) kezelik. Ennek célja kettds. Egyrészt a
detergens kozombositi a fehérje sajat toltéseit, masrészt megsziinteti az alegységek kozotti
kolcsonhatasokat, ha azok nem diszulfid kotések.

A diszulfid kotés felszakitdsara P—merkapto-etanolt is adnak a rendszerhez a
detergensen kiviil. Ilyen koriilmények kozott a fehérje mozgékonysdgat elektromos térben
csak a mérete Dbefolydsolja és annak alapjan ismert molekulatomegli fehérjék
mozgékonysdgdhoz hasonlitva meghatdrozhat6 a molekulatomeg.

Az SDS jelenlétében végzett gélelektroforézis a legelterjedtebb moddszer a fehérjék
alegység molekulatomegének meghatdrozdsira. Az enzim illetve fehérjepreparatumok
tisztasdgdnak egyik legalapvetdobb kritériuma az SDS gélelektroforézissel igazolhat6
homogenitds. A mddszer kiillondsen alkalmas bonyolultabb fehérjeasszocidtumok, multienzim
komplexek, riboszoémak, membranok, miofibrillum vizsgalatara.

A gyakorlat sordn az emlds véazizom miofibrillum fehérjekomponenseit detektdljuk
MINI-PROTEAN II (BIO RAD) késziilék segitségével. A molekulatomeg meghatdrozdsara
szolgélo kalibracids gorbe felvétele céljabol ismert molekulatomegi un. kalibralé fehérjéket is
futtatunk ugyanazon gélen. A denaturdld kozeg jelenlétében alegység molekulatomeg
értékeket hatdrozunk meg, igy a fehérjék tényleges molekulatomegének kiszamitdsdhoz az
alegység szerkezet ismerete is sziikséges.

Eszk6z0k: gélelektroforézis késziilék MINI-PROTEAN II (BIO-RAD)
egyenfesziiltségli tapegység
gradiens keverd (BIO-RAD)
perisztaltikus pumpa VARIOPERPEX II (BIO-RAD)
Oldatok: . 30 %-os poliakrilamid oldat
. 1,5 M-os Tris-HCI puffer pH=8,8
. 0,5 M-os Tris-HCI puffer pH=6,8
. 10 %-os SDS oldat
. minta-puffer
. elektrolizal6 puffer
. 10 %-0s ammoénium-perszulfat oldat (frissen készitve)
8. 0,1 %-0s Coomassie-Blue oldat
9.moso6 oldat
10. molekulatdmeg standard

N QAU R W

Feladat:

Az elektroforézis késziilék Osszedllitdsa, a gél oldat elkészitése és bedntése, a minta
felvitele, a festés a gyakorlat vezetdjének instrukcioi alapjan torténik.

A mintdk elokészitése:
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A mintdkat 6tszorosére higitjuk az 5. minta-pufferrel, és 4 percig 100 0C-on, vagy 10
percig 70 0C-on melegitjiik oket.

A gélek prepardldsdhoz felhaszndlt oldatok:

1. 5 %-o0s gél (3 ml): 1,725 ml desztilldlt viz, 0,75 ml 2. puffer, 30 ul 4. oldat, 0,5 ml 1.
oldat, majd 15 ul 7. oldat és 1,5 ul TEMED. A gélkomponenseket tartalmazé oldatot a 7.
oldat és TEMED hozzdadasa elott 15 percig vakuumban leszivatjuk (levegdomentesités).

I1. 20 %0-o0s gél (3 ml): 0,225 ml desztillalt viz, 0,75 ml 2. puffer, 30 ul 4. oldat, 2,0 ml
1. oldat majd 15 pl 7. oldat és 1,5 ul TEMED. A gélkomponenseket tartalmazé oladatot a 7.
oldat és TEMED hozzdadasa elott 15 percig vakuumban leszivatjuk.

A gélek prepardldsa:

Az 5-20 %-os géllapokat a gradienskeverd és a perisztaltikus pumpa segitségével
készitjiik el. A mintafelvitelt kdvetden a futtatdst 200 V édllandé egyenfesziiltségen végezziik.
Viérhat6 futtatdsi ido 30-45 perc, az eljards szobahdon végezhetd. Ajdnlott molekulatomeg
standard : Pharmacia Electrophoresis Calibration Kit.

A gélek festése:

A géleket 500 ml 8. oldatban dztatjuk 50 0C-on 20 percig. A feleslegben levo festéket
500 ml 9. oldatban t6rténd razatassal tavolitjuk el (kb. 1-2 6ra).
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ENZIMOLOGIAI ES MOLEKULARIS BIOLOGIAI
MODSZEREK

AZ ENZIMEK MUKODESENEK ELMELETI ALAPJAI

Az €10 sejtekben zajlé kémiai dtalakuldsok az ezek szdmdra altaldban kedvezdtleniil
kiegyenlitett koriilmények (pH, homérséklet, nyomds stb.) ellenére igen nagy sebességgel
mennek végbe. Ennek magyardzata abban rejlik, hogy a sejtek majdnem kivétel nélkiil minden
ilyen atalakulast specifikus biokatalizdtorok, az enzimek segitségével bonyolitanak le.

Ezekre az él0 rendszerekben kulcsszerepet jatszé fehérje természeti molekuldkra
jellemzd, hogy csak egy adott anyag vagy anyagcsoport (szubsztrdt) atalakitdsaban vesznek
részt, tehat specificitdst mutatnak, amibdl eredden a sejtekben végbemend nagyszamu reakcid
lebonyolitdsa ugyancsak nagy szdmu kiilonbozd enzimet igényel. Ezek koziil szamos
szabdlyozas alatt all, ami az anyagcserefolyamatok kontrolldlasdnak elengedhetetlen feltétele.
A kémiai reakciok mellett az enzimek jatszanak szerepet a sejtekben végbemend
energiadtalakitdsi folyamatokban is, emlitve példdul a fotoszintézist vagy a termindlis
oxidaciét. Mindezen komplex folyamatok lezajlasa végiil is magas szervezettségli és nagy
hatékonysdgu enzimrendszerek meglétét tételezik fol.

A kémiai reakcidk idobeli lefutdsat a reakcidkinetika tudomdnya vizsgdlja. Ezeket a
folyamatokat a reakcidsebességgel, azaz a keletkezd termékek idoegység alatt bekovetkezd
koncentraciovaltozasival jellemezziik, ami egyensilyra vezetd reakciok esetében fiigg a
kiinduldsi anyagok és végtermékek koncentracidjatdl, termodinamikai megfontolasok miatt.
Az enzimek nem képesek az adott egyensilyi dllapotok eltoldsdra, hanem reakcidsebesség
noveld hatdsukat az egyenstlyi dllapotba jutds felgyorsitdsdval érik el. Ez annak kdszonhetd,
hogy a szubsztratmolekula megkotésével, az annak szerkezetében létrehozott véltozdsok miatt
csOkken a szubsztrat és a termék kialakuldsahoz vezetd ugynevezett "dtmeneti allapot" kozott
fenndll6 szabadenergia kiilonbség (?G¥), azaz a reakci6 aktivdldsi energidja.

Az enzimek 4ltal katalizalt egyszubsztratos reakciok sebességét sem az elsd rendd (egy
kiinduldsi anyagos), sem pedig a mdsodrendll (két kiinduldsi anyagos) reakciok kinetikai
lefrdsa nem adja meg helyesen, hanem az enzimreakcidk altaldnos egyenlete Michaelis €s
Menten nyoman a kovetkezo:

ahol az E az enzimet, az S a szubsztratot, P a terméket és ES az enzim-szubsztrat komplexet
jeloli, a k7, a kp és a k3 pedig a reakcio elemi lépéseinek sebességi konstansai. A reakcid elsd
lépését az ES komplex kialakuldsa, azaz a szubsztridtnak az enzim aktiv centrumdhoz vald
kapcsolddasa jelenti gyenge kémiai kotések utjan (ennek sebessége kj). Az enzimek aktiv
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centruma 4ltaldban a fehérjemolekula kis hidnyadat teszi ki, és legtobbszor egy mélyedésben
vagy arokban helyezkedik el az enzim felilletén. Alakjdnak a szubsztrathoz valé
komplementaritdsa az, ami az enzimet az adott szubsztratra irdnyul6 specificitdssal ruhdzza fel.
Az ES komplex egyrész visszaalakulhat S-re és E-re ( k) sebességgel), masrészt P-re és E-re
alakulhat 4t ( k3). Ezen elemi 1épések ereddje hozza létre az ugynevezett "steady-state"
reakci6 elorehaladtdval S P-vé alakuldsa sziintet meg, mivel a visszafelé vezetd ut aktivaldsi
energiagdtja dltaldban magas.

A katalizis aktudlis sebességét a szubsztrdt és az enzim koncentracidjanak
fiiggvényében a Michaelis-Menten egyenlet irja le:

V=V ax [SV(Kpz +S])

ahol a maximdlis sebesség V};, . =k3[Eo], [Eo] pedig a teljes enzimkoncentracié ([ES]+[E]).
Az egyenlet altal meghatarozott fliggvény alakja egy telitési gorbének felel meg, ami az 6sszes
enzimmolekula szubsztréttal valo telitddése miatt maximalis sebességhez (V) tart a
szubsztrat koncentracié novekedésével. A Ky az uigynevezett Michaelis konstans, melynek
jelentése az a szubsztratkoncentricio, melynél V=V, ,./2. Ez az elemi sebességi
konstansokbol épiil fel a kovetkezdképpen.

Kyp =(kp+k3)/k

Ha [S]»Kpy , akkor V=V,,.., ha pedig [S]«Kps , akkor V=(V,,; ./ KppIS]. A Viad Kp
paraméter az enzim katalitikus hatékonysagét jellemzi. A Kps konstans tdjékoztatast ad az
enzim szubsztrathoz valo affinitasardl, azaz az ES stabilitdsarél, mint annak disszociacios
allanddja. Ez azonban csak akkor all fenn, ha kp»k3 és ekkor Kpy =kp/k;.

A Viyax és a Kpy kinetikai paraméterek kisérletes meghatdrozasa ugy torténik, hogy
reakcidsebességeket mériink kiilonb6zo szubsztrat koncentraciok mellett ([S]=0.5-5 KM). Az
igy kapott sebességi értékek reciprokat (1/V) a Michaelis-Menten sebességi egyenlet
Lineweaver-Burk-féle linearizdlt formdjanak megfeleloen a szubsztrat koncentrdcionak a
reciproka (1/[S) Jfiiggvényében dbrazolva egy egyeneshez jutunk, mely az

UV=1/V g5+ Kpg Vinas) 1/ISD)

egyenlet alapjan Kpy /Vy,,, meredekséggel és 1/V,, Y tengelyen fekvd metszésponttal
jellemezhetd, melybdl a paraméterek kifejezhetok. Pontosabb eredményt ad a paraméterek
Foster-Niemann-féle nemlinedris illesztéssel torténd meghatdrozasa.

Az enzimes katalizis sebességét (enzimaktivitdst) az Gjonnan bevezetett jellemzd SI
egységek a katal (1 kat=1 mol szubsztrit alakul 4t 1 s alatt), vagy hagyomanyosan a standard
enzim egység (1 U=1 mmol szubsztrat alakul 4t 1 perc alatt, 25 ©C-on standard koriilmények
kozott). A specifikus aktivitds SI rendszerben haszndlt egysége a kat/kg (1 kat/kg=1 kg enzim
1 mol szubsztrét atalakitdsara képes 1 s alatt).
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Az enzimreakciok lezajldsat specifikus molekuldk vagy ionok képesek gétolni, ami
végeredményben fontos szerepet jatszhat a biologiai rendszerek irdnyitdsdban, masrészt
gyogyszerek hatdsmechanizmusdban, vagy éppen mérgek hatdstalanitdsaban, valamint ezen
keresztiil lehetdség nyilik az enzimek hatdsmechanizmusdnak megismerésére. A gatldsi
folyamat lehet nem megfordithatd (irreverzibilis), amikor a gatld6 molekula (inhibitor, I) nem
vagy csak nagyon lassan disszocidl az enzimrdl (az EI komplex stabil, sokszor kovalens), vagy
megfordithaté (reverzibilis), ha ez a disszocidcid viszonylag gyors (az EI komplexet
nemkovalens kotések tartjdk Ossze). Irreverzibilis inhibitorok (inaktivatorok) kozé tartoznak
pl. az ideggazok (szerves foszforsavészterek), amelyek az idegi ingeriilet dtviteli folyamatok
szabdlyozdsdban fontos szerepet jitsz acetilkolin észterdz enzim katalitikus csoportjdval
képeznek stabil észter kotést. Az olyan csoportspecifikus reagenseket is ide sorolhatjuk,
amelyek a fehérjék bizonyos aminosav oldallincait médositva okoznak enziminaktivacidt
(jédacetamid - cisztein, szerin; dietilpirokarbonat - hisztidin stb.).

A reverzibilis inhibitorok tobb csoportra oszthatok. Az ugynevezett kompetitiv
gdtloszerek specifikusan az enzim aktiv centrumahoz kapcsolddnak a szubsztrat molekuldhoz
valo szerkezeti anal6gidjukndl fogva. Gatld hatdsukat a szubsztrat bekotdodésének
akadélyozaséval érik el, ami az [ES] csokkenés€hez vezet, tehit csokken a komplex stabilitdsa
(1/Kpg csokken), V4 -ra viszont nincs hatdsuk. A kompetitiv elnevezés az aktiv centrumért
valé versengésre utal az inhibitor és a szubsztrat kozott. Az [S] novelésével a gitld hatds
visszaszorithato6.

A masik {0 csoportba a nem kompetitiv inhibitorok tartoznak. Ezek a molekuldk nem

az aktiv centrumhoz, hanem az enzim mds helyéhez kapcsolddva az enzimes Kkatalizis
sebességét (V0 ) csokkentik, mig az [ES]-ra nincs hatdsuk. Ezek az inhibitorok nem
szorithatok le a szubsztratkoncentracié ndvelésével az enzimrol.
A kétféle gatlastipus kinetikailag egyértelmlien elkiilonithetd egymastdl a Lineweaver-Burk
vagy a Dixon-féle linearizdcio segitségével. Ha véltozé szubsztratkoncentracié mellett, az
inhibitor hidnyaban majd jelenlétében mért reakciosebességek reciprokdt (1/V) abrazoljuk az
1/S fiiggvényében, akkor a kapott egyenesek metszéspontja kompetitiv gatld hatds esetén az
1/V tengelyen (Y) taldlhat6, mivel Vj,,, nem vdltozik, csak Kpys, mig nem kompetitiv
inhibicional az 1/S tengelyre (X) esik, mert ekkor V,,,, csokken. Az inhibitorok enzimhez
viszonyulé affinitdsat az inhibiciés konstans (Kj) fejezi ki, ami az EI komplex stabilitdsat
jellemzd disszocidciés alland6. Ennek kozvetlen meghatarozdsa a Dixon-féle linearizacid
alkalmazdsdval lehetséges, melynek sordn valtozé szubsztrét €s inhibitor koncentraciok mellett
mért reakciosebességek reciprokat (1/V) dbrazoljuk az inhibitor koncentracié fiiggvényében
([11). A kapott egyenesek metszéspontjanak az X tengely negativ taroménydra esO vetiilete
adja a -K7j értékét.

Az enzimek mikodésének sebessége mindig fiiggvénye a fenndllé koriilményeknek
(pH, homérséklet, ionerdsség, ionmilid). Az enzimaktivitds homérsékletfiiggését a kémiai
reakcidk termodinamikai lefrasa alapjin értelmezhetjiik és az Arrhenius egyenlettel irhatjuk le:

k=AeE/RT
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ahol k a reakciosebesség, A konstans, R az egyetemes gazallandd, T az abszolut homérséklet,
E pedig a reakci6 aktivaldsi energidja. A homérséklet emelésével az enzimreakciok sebessége
altalanossagban novekszik. Ez azonban csak egy hatérig igaz (hdmérsékleti optimum), mivel
az enzimek szerkezetén beliil a polipeptid lanc és az oldallincok mozgékonysiaga is a
homérséklettel Osszefiiggésben nd, és igy egy szinten til a fehérjemolekula aktivitisahoz
elengedhetetlen rendezett struktira fokozatosan megszlinik az azt stabilizdlo kotések
felbomldsa miatt.

Az  enzimreakciok sebességének pH-fiiggése is  daltaldban  optimumgorbét
(haranggorbét) mutat tobb tényezobdl ereddoen. Ezek koziil az egyik akkor 1ép érvénybe, ha a
kérdéses enzim disszocidbilis csoportokat (glutamat, aszpartat, hisztidil stb.) alkalmaz a
katalizis lebonyolitdsdban, melyek allapota pH-fliggd (pl. glikozid hidroldzok, ?-laktamazok
stb.) Madsrészt a pH az enzim nativ struktirdjat befolydsolhatja az azt fenntartd
kolcsonhatdsokban résztvevd oldallancok éllapotdra hatva. Harmadszor pedig a szubsztratok
és/vagy koenzimek disszocidcios dllapotdra is hatdsa lehet. Mindazondltal, az enzimek pH-
fiiggési gorbéi eltérést mutatnak: széles tartomdnyban vagy sziikkben mutatnak optimumot vagy
csak az egyik pH tartomanyban korlatozottak.

Egyéb kornyezeti feltételt jelenthet azoknak az anyagoknak (ionok, kofaktorok) a
jelenléte, amelyek bizonyos enzimek mikodéséhez elengedhetetlenek (Ca2+, Mg2+, Zn2+,
NAD", FAD stb.).

Az enzimek mikodési mechanizmusa tobblépcsds folyamat. A reakcidkinetikai
vizsgalatok (Vy,00 Kypps K1, k. kp, k3 stb. meghatdrozdsa) soran megismerjik az enzim
szubsztratspecificitdsdt €s inhibicios tulajdonsdgait kiillonb6zd természetes és szintetikus
vegyiiletek felhasznaldsaval. Mindezek informacidkkal szolgédlnak az enzim aktiv centrumdnak
altalanos szerkezetérdl (hidrofébicitds, ionos csoportok jelenléte, szubsztrat és inhibitor
kotésének mechanizmusa). Tovdbbmenve, a katalizis hofliggésébdl a reakcid energetikai
viszonyaira, a kinetikai paraméterek (Viae VimaxdKym» Kpyp) pH-fiiggésébol pedig a
disszociabilis katalitikus oldallincok savi disszocidcids dllanddjara kovetkeztethetiink.
Ezeknek az aktiv aminosav oldallincoknak a tipusdt specifikus kémiai dgensek hatdsanak
kinetikai analizisével dallapithatjuk meg; radioaktivan jelzett aktiv centrum specifikus
irreverzibilis (affinity label, mechanizmus alapi) inaktivitorok alkalmazdsaval pedig lehetdové
vdlhat ezen kulcsfontossdgi aminosavak milyenségének, valamint helyének meghatarozdsa a
fehérje aminosav sorrendjében. Mindezen informaciok a rontgenkrisztallografids €és mas
szerkezetfeltir6 modszerekbdl nyert ismeretekkel Otvozve vezetnek el az enzimek
mikodésének megértéséhez és alapot biztositanak ezen biokatalizdtorok gydgyaszati, ipari €s
mezogazdasagi szempontok szerinti atalakitdsdhoz a molekuldris bioldgia eszkdztaranak
felhaszndlasdval.
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I. NOVENYI KATALAZ VIZSGALATA

A kataldzt kisebb vagy nagyobb mennyiségben a szervezet Osszes szOveteiben €s
nedveiben megtaldlhatjuk. Az emberi és dllati vorosvértestek nagy mennyiségli kataldzt
tartalmaznak. Az enzim a novényi szovetekben is igen eltejedt, s a peroxiszomdkban
lokalizalodik. Funkcidja a mérgezd hidrogénperoxid bontdsa, ami in vitro a kovetkezd
egyenlet szerint megy végbe:

katalaz
2H200 2H20+ 0O

A szervezetben elsdsorban a flavoproteinek oxidativ mikodése kapcsolatos peroxid
képzddéssel. Egy adott szovetben vagy folyadékban jelenlévd kataldz mennyisége az 4ltala
elbontott H2O7 vagy a reakcidban felszabadult O2 mennyiségébdl meghatdrozhatd.

A gyakorlaton duzzasztott kukoricaszemekbol nyerjiik a katalazt és aktivitasat az el nem
bontott H2O2 mennyiségének meghatirozasival kovetjilk nyomon. Az el nem bontott H2O2-t
permanganometrids visszatitraldssal hatarozzuk meg:

4 H,SO,
2 KMnO4 + 5 H2O2 ----------- 2 KHSO4 + 2 MnSO4 + 8 H2O + 5 02

Eszk6z0k: dorzsmozsér
mérohenger 50 ml-es
pipettak
tolcsér
Erlenmeyer lombikok (100 ml-es)

Anyagok: ndvényi minta
kvarchomok
foszfat puffer pH= 7,0-es (Sorensen)
0,5 %-0s H2O? (frissen készitendd)
0,001M KMnO4
10 %-os kénsav

Feladat:
A vizsgéland6 novényi minta elokészitése:

Meérjiink le kb. 2 g duzzasztott kukoricaszemet €és porceldn mozsiarban 1 g
kvarchomokkal €s 50 ml pH 7,0 foszfat pufferrel tobb részletben alaposan dorzsoljiik el. A
kapott pépet szlrjiik le, s az igy nyert sziirletet hasznaljuk a kisérletekhez.

Allitsuk 6ssze a kovetkezd kisérletet:

Két 100 ml-es Erlenmeyer lombikba mérjiink 2-2 ml ndvényi kivonatot, 20-20 ml pH
7,0-es foszfat puffert és 26-26 ml desztilldlt vizet. A lombikokat hitsiik le 0-2 0C-ra. (igy
elkeriiljik az ugyanilyen hatdsmechanizmusi peroxidiz mikodését). A kivant homérséklet
elérése utdn az egyik lombikba 2 ml szubsztrdt oldat (0,5 %-os H2072) hozzdaddsaval
elinditjuk az enzimreakciét. A 2 ml szubsztrat hozzdaddsa utdn azonnal vegyiink ki 5 ml
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reakcidelegyet és adjuk az elore elkészitett 10 ml 10%-os kénsavat tartalmazé titrald
lombikba, majd 0,001M KMnO4-tal titrdljuk maradandé rézsaszin szinig kénsavas kdzegben.
10 percenként vegyiink ki 5 ml-t a reakcidelegybdl €s titraljuk KMnO4-tal az elobbiek szerint.
A maésik lombikot kontrollként haszndljuk.

Végezziink szamitasokat:
Szamoljuk ki a kataldz altal 10, 20, 30, 40, 60 és 90 perc alatt elbontott H202

mennyiségét. Szamitdsunkndl vegyiik figyelembe a kontroll értékét!
(1 ml 0,001 M KMnO4 mérdoldat 0,085 mg H2O2-dal egyenértéki).
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Il. TIROZINAZ ENZIM KIMUTATASA BURGONYA HAJABAN

A tirozinaz (polifenoloxiddz) olyan rézionokat tartalmaz6 oxiddz, amely az L-tirozint a
levegd oxigénjének felhaszndlasaval a melaninok bioszintézisében fontos szerepet jatszo
dopakinonna alakitja. Tobbfunkcids enzim: fenoldz (EC 1.10.3.1) aktivitasa segitségével a
tirozinbdl 3,4-dihidroxi-fenilalanint (DOPA) készit, amelyet polifenol-oxiddz (EC 1.14.18.1)
aktivitdsidval dopakinonnd oxiddl. Szdmottevé mennységben fordul el6 a burgonydban,
kiilondsen annak héjaban.

Eszk6z0k: Do6rzsmozsar,
Kés,
tivegtolesér,
Kémcsovek, lombikok, pipettdk
37 OC-os vizfiirdo,
centrifuga,

Anyagok: Burgonyahé;j,
L-Tirozin oldat: 0,10 g L-tirozint (M=181,19 g) enyhe melegitéssel 200 ml
5 %-os vizes natrium-hidrogén-karbonét oldatban oldunk, majd az oldatot
lehtitjiik.

Feladat:

A burgonyahéjbdl 5 g-ot apréra vagunk, elobb magédban, majd 10 ml desztillalt vizzel
dorzsmozsdrban pépesre dorzsoljiik, a keletkezett elegyet 5000 fordulatszamon 10 percig
centrifugdljuk. A feliilisz6 tartalmazza az enzimet. A burgonyahéj kivonatban taldlhaté
tirozindz enzim jelenlétét szinreakcidval mutatjuk ki, mivel a képz6d6 melanin az elegyet
megsotétiti. Két kémcsObe 3-3 ml L-tirozin oldatot pipettdzunk és rendre 2,5 ml illetve 2 ml
desztilldlt vizet adunk hozza, majd rendre 0,5 és 1,0 ml feliillisz6t (burgonyahéj-kivonat)
ontiink hozzd és a kémcso tartalmét erdsen Osszerdzzuk. A reakcidelegyet 1 6ra hosszat 37
OC-os vizfiirdében inkubdljuk. Az oxigén konnyebb bejutdsa érdekében a kémcsoveket 5
percenként Osszerdazzuk. Az inkubdlds kozben 15 percenként megfigyeljik a kémcsovek
tartalmanak szinvéltozdsit. 15 percenként 1 ml oldatot 1 ml desztillalt vizet tartalmazo
kiivettdba pipettdzunk majd mérjiik az abszorbancidt 475 nm  hullimhosszon
spektrofotométerrel.

Készitsiink tabldzatot a tirozin oldatok szinvaltozasardl, valamint a kétféle higitasu tirozindz

/////

kapott gorbéket.
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III. o-AMILAZ AKTIVITASANAK MEGHATAROZASA

A keményito enzimes hidrolizise drpa eredetii amildz enzimmel

A keményitd glikéz egységekbdl 4llo, a-glikozidos kotéseket tartalmazo
poliszacharid. A poliszacharid molekuldk tul nagyok a felszivoddshoz, ezért a keményitd 1,4-
glikozidos kotéseit az emésztés sordn, de a ndvényi és mikrobidlis sejtekben a
tartaléktapanyagként valo felhaszndlaskor is az amildz enzimek hasitjak. Ez a folyamat jelentds
a csirdz6 gabona magvakban, ahol ezért a csirdzas sordn amildz enzimek is termelddnek. Az o-
amildz endo-hidroldz, a lianc bels6 részében a glikozidos kotéseket véletlenszeriien hasitja, a 3-
amildz exo-hidroldz, a nem redukal6 lancvégrol maltéz egységeket hasit le.

A reakci6 nyomon kovetése (az enzim aktivitds mérése) megvaldsithatd a keletkezd
termék detektdldsaval, vagy a szubsztrat elfogydsdnak mérésével. A gyakorlat sordn a
sotétkék szinreakciot ad. A gliikkdéz egységekbdl felépiild keményitd hidrogénhidakkal
stabilizalt helikalis, azaz spirdlalaki amil6zldnca ugyanis csOszerli szerkezetet alkot, ami a
jodmolekuldkat zarvany formdjiban, adszorpciés komplexként képes megkotni, ez okozza a
kék elszinezddést. A kék szin intenzitdsa 620 nm hulldmhosszon, spektrofotometridsan
meghatdrozhatd. Melegitéskor a jodmolekuldk kidiffunddlnak az amiléz apoldros iiregeibdl,
ezért a kék szin eltlinik, lehtiléskor a komplex ismét kialakul, a kék szin megjelenik. Az o-
amilaz miikodésének eredményeképpen keletkezd hosszabb molekuldji dextrinek a joddal
barndsvords szint mutatnak. A keményitd teljes lebomldsa utdn az elegy joddal nem ad
szinreakciot.

Eszkozok: Kémcsovek,
pipették,
mérohengerek,
redds papirsziird,
f6z6pohdr,

37 OC-os vizfiirdd

Anyagok: 1 %-os desztilldlt vizes keményitdoldat,

Lugol-oldat (kdlium-jodidos joédoldat): 1 g KI +1 g I, 100 ml desztillalt
vizben oldva.

Feladatok:
Enzimprepardtum készitése arpa csiranovénybol:

Meérdhengerrel kimériink 30 ml desztilllt vizet. 2 g 4-5 napos arpa csiranovényt kevés
desztilldlt vizzel, dorzsmozsarban kvarchomokkal eldorzsoliink, majd hozzdadjuk a
mérOhengerbdl a maradék vizet és homogenizaljuk. 6000-szeres percenkénti fordulatszdmon
10 percig centrifugédljuk.

A gyakorlat menete:

78



10 db kémcsovet sorszammal ldtunk el és benniik a csirdzé arpabol készitett kivonatbdl
higitasi sorozatot készitiink. Mindegyik kémcsObe belepipettdzunk 2-2 ml desztillalt vizet. Az
1. kémcsdbe 2 ml enzim oldatot pipettazunk, a kémcsovet jO1 Osszerdzzuk, majd a kétszeresére
higitott kivonatbdl 2 ml-t a 2. kémcsObe pipettdzunk, €s igy végig mindegyikbe elkészitjiik a
felez6 higitast. Mindegyik kémcsObe 2-2 ml 1 %-os keményitdoldatot pipettazunk, a
kémcsovek tartalmat Osszerazzuk, majd fél 6ra hosszat 37 OC-os vizfiirdébe helyezve
inkubdljuk. Az inkubdcidés id0 lejarta utdn mindegyik kémcsébe 30 ul Lugol-oldatot
cseppentiink és a kémcsoveket Osszerdzzuk. A kapott elegyek abszorbancidjat 620 nm
hullimhosszon meghatédrozzuk.

Az észleléseket tablazatba jegyezziik fel és értékeljiik a valtozasokat! Allapitsuk meg,
hogy hédnyszorosdra higithatd az enzimkivonat hatékonysdganak szdmottevd csokkenése
nélkiil! Milyen higitdsnal észlelhetd dextrinek keletkezése? Milyen higitast6l alkalmatlan az
enzimkivonat a keményitd hidrolizisére?

Szérum amildz szint meghatdrozdsa amildz kit segitségével

A human o- amildzok jol ismert €s széleskorlien tanulminyozott enzimek. A harom vagy
tobb gliik6z egységbdl ou1-4) kotéssel felépiild gliikdnokat hidrolizdljak, igy a keményitot
tartalmazo tdplalékaink lebontdsaban vesznek részt. Az o-amildz bioldgiai folyadékokban
torténd meghatdrozdsa igen fontos klinikai teszt a hasnydlmirigy eredeti betegségek
diagnosztizalasdban.

Szédmtalan moddszer ismeretes az amildz aktivitdsinak meghatdrozdsara.Az amildz
természetes szubsztritjait - a maltodextrineket és keményitdoket -alkalmazé mddszereket
azonban napjainkban mdr kiszoritottak a szintetikus szubsztratokat felhasznalé "amildz kitek".
Bar a kiilonb6zo tagszdmu kromogén aglikonnal kapcsolt maltooligomer glikozidokat, mint
szubsztratokat alkalmazo kitek segédenzimekkel miikodnek, mégis linedris reakcié kinetikat
mutatnak, rovid ido alatt kivitelezhetoek.A hazai klinikai laboratoriumokban széleskortien
hasznédljak a Merck GRANUTEST amildz kitjét, amely a szérum / vizelet és nyédl o-amildz
aktivitdsdnak meghatarozdsara szolgdl6 reagens készlet. A meghatédrozas a 2-klor-4-nitrofenil-
B-maltoheptaozid (CNP Glc 7) hasitdsan alapul és segédenzimként o-és - gliikozidazt
haszndl. Az amildz kit egyszeriisitett elve:

o-amilaz
CNP-GIc7-------===----- CNP-GIc2+CNP-Glc3+ CNP-Glc4
a-gliikkozidaz
CNP-GIc24+CNP-Gle3wwemmmmemmmmmeemmmmeee CNP-Glc
B-gliikkozidaz
[0 X ¢ CNP+Glc

Az o-amilaz hidrolizélja a heptamert kisebb tagszamu oligomerekké. Ezt kovetden az o-
gliilkoziddz, mint exogliikozidaz gliikozt hasit le a ldncok nem redukalé vége feldl és a
monomer (CNP-Glc1) képzodését eredményezi.

A PB-glikoziddz a 2-klor-4-nitrofenolt (CNP) szabaditja fel, ami 405 nm-nél
spektrofotometridsan detektdlhat6. A CNP képzddésének a sebessége kozvetleniil ardnyos a
vizsgalt minta oi-amildz aktivitasdval.
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Eszk6zok: UV/VIS fotométer (GBS 911/A)

stopper
kiivettak
automata pipettak
Anyagok: Amildz kit: A Biokémiai Tanszéken késziilt, azonos a Merck
kittel.

Harom edényben van kiszerelve: 1. Segédenzimek
2. Szubsztrit
3. Puffer

A kit 0sszetevoinek koncentracidja a tesztben: o-gliikkozidaz , 80 U/ml; B-glikozidaz,
2,5 U/ml; foszfit puffer pH= 6,8, 50 mmol/l; KCl ,50mmol/1 ;2-klér-4-nitrofenil-
B—maltoheptaozid, 1,5 mmol/l.

Vizsgdlati minta: szérum / vizelet

Reagensek: A reagens oldatok elkészitéséhez a segédenzimeket (1) 25 ml pufferben,
a szubsztrdtot (2) 3 ml pufferben oldjuk fel. Feloldédds utdn tartsuk az oldatokat

hatdszekrényben a felhasznélasig. A munkaoldathoz az 1. és 2. reagenst 10:1 ardnyban
elegyitjiik.

Feladat:
Diagnosztikus szérum mintak, valamint kontrol szérum aktivitisanak meghatarozésa:

Mérjiink kémcsdbe 3-3 ml elokészitett munkaoldatot és 5 percig tartsuk 25 OC- on.
Adjunk hozza 0,06 ml szérumot. J6l keverjiik 0ssze és inkubdljuk a mérési hofokon 3 percig.
Meérjiik meg a kezdeti abszorbancia értéket 405 nm-en és ezt kdvetden 5 percen at az
abszorbancia érték percenkénti valtozasat.

Ha a percenkénti vdltozas nagyobb 0,2-nél, higitsuk a mintét fiziol6gids konyhasé oldattal és
az eredményt ennek megfeleloen szdmoljuk.

Szamitas:

Szamoljuk ki a diagnosztikus szérum mintdk amildz aktivitdsait és vessiik Ossze az
eredményeket a kontrol szérum értékével:

amilaz (U/L) = AA/perc - ¢
( ¢=4595 , 25 és 30°C-on)
(Normal értékek: 120 U/L 25 0C-on és 160 U/L 30 °C -on)

Mivel a nyél és a verejték nagy mennyiségben tartalmaz o—amildzt, igy a mérés sordn keriilni
kell a szdjjal torténd pipettazast €s a vegyszerek kézzel érintését.
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ZSIROK EMESZTESE, AZ EPE VIZSGALATA

1. Zsirok emésztése

A zsirok emésztése jelentéktelen mértékben a gyomorban kezdddik, de foleg a
duodénumban folyik a lipdz enzim hatdsdra. A pankredsznedv részben aktiv, részben inaktiv
lipazat a hasnydlmirigy termeli. Az inaktiv lipdzt az epe aktivdlja. A pankredszlipdz egyardnt
aktiv ldgos, neutrdlis és savanyd kozegben. A bélnedv szintén tartalmaz lip4zt.

A lipdz hatdsdra a zsirok vizfelvétel mellett mono-gliceridre és zsirsavakra hasadnak.
Szubsztratként a tej igen alkalmas, ugyanis emulgedlt zsirt tartalmaz.

1. Tejzsir emésztése hasnyalmirigy lipazzal

Eszk6z0k: 4 db 250 ml-es Erlenmeyer lombik
50 ml-es mérohenger
vizfiirdd
2- és 10 ml-es pipetta
porceldnmozsar
oll6
allvany és kémcsovek

Anyagok: friss hasnyadlmirigy vagy szdritott pankredsz por
vizes glicerin oldat (3 térfogat viz, 1 térfogat glicerin)
felforralt majd lehhitott tej
fenoftalein
0,1 M NaOH

Feladat:
Glicerines lipdzkivonat készitése:

A hasnyalmirigyet megtisztitjuk a zsirt6l. A megtisztitott pankredszt felaprézzuk és 5 g-ot
(vagy 0,5 g pankredszport) mozsarban 10 ml vizes glicerinnel dsszekeveriink. A mozsar
tartalmat 4-5 percig dorzsoljiik. A keveréket vattdn 4t kémcsobe szirjiik.

Egy kisérlethez 4-5 ml szlirt kivonat elegendd.A nyert szirletbol 2-2 ml-t két kémcsobe
pipettdzunk. Az elsd csdben levo kivonathoz 2-3 csepp epét adunk a lipaz aktivalasara.

Tejzsir emésztése:

Két Erlenmeyer lombikban végezziik a tejzsirok emésztését aktivalt és nem aktivalt lipazzal:
mérohengerrel 50-50 ml tejet mériink két Erlenmeyer lombikba majd a homérséklet felvétele
céljabol 10-15 percre 370C-os vizflirdobe 4llitjuk Oket. A reakcid inditdsa az aktivalt illetve
nem aktivalt pankredszkivonat hozzaontésével torténik. A lombikokat ezutdn 370C-on tartjuk.
0, 15, 30 és 45 peckor mindkét emésztési elegybdl 10-10 ml-t pipettazunk egy 10 ml desztillalt
vizet és par csepp fenoftaleint tartalmazé lombikba, s a mintdkat 0,1 M NaOH oldattal
megtitraljuk. A titrdlashoz szolgald lombikokat az enzim hozzdadasa elott elokészitjiik, hogy a
0-perces érték titrdlasat haladéktalanul megkezdhessiik. Hasonloképpen jarunk el a kiillonb6zo
idopontokban titrdlandé mintakkal is. A kiilonb6zd idopontokban vett mintdk titerét az ido
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fiiggvényében dbrazolva szemléltetjiik a zsir hidrolizisének idobeli lefolyasat az aktivalt és nem
aktivalt pankredsz kivonattal. A kisérlet demonstrélja, hogy milyen nagy jelentdségi az epe a
zsir emésztésében még olyan finoman emulgedlt zsir esetében is, mint a tejzsir. Egyéb zsirok
emésztésében még nagyobb szerepe van, mert nemcsak a lipdzt aktivdlja, hanem a zsirt is
emulgedlja.

2. Lipaz kvantitativ meghatarozasa

A lipdz a zsifrokat monogliceridre vagy glicerinre €s zsirsavakra hidrolizdlja. Ha a
keletkezett zsirsavakat Iiggal titrdljuk, akkor az elfogyott lig mennyiségébdl
kovetkeztethetiink az elbontott zsirra és ebbdl a lipdz aktivitdsdra. A lipdz aktivitdsa epe
hozzdadasara jelentékeny mértékben nd. Ezt a kovetkezd mddszer segitségével mutatjuk ki.

Eszk6zok: Erlenmeyer lombik
pipetta
vizfiirdo
homéro

Anyagok: glicerines lipdzkivonat

napraforg6 olaj

epe (1:5 higitasa)

0,1 M NaOH

fenoftalein idikator
Feladat:

Négy lombikot a kovetkezdkkel toltiink meg:

Oldatok (ml)
Lombikok szdma 1 2 3 4
Desztillalt viz 3 3 2 3
Napraforgo olaj 2 2 2 2
Lipazkivonat 1 - 1 -
Felfozott lipazkivonat - 1 - -
Epe - - 1 1

Mindegyik lombikba 2 csepp fenoftaleint adunk és gondosan dsszerdzzuk, majd 0,1 M
liggal gyenge rézsaszin elszinezddésig titrdljuk. Mind a négy lombikot egyidoben 37-380C-os
vizfiirdobe helyezziik. 30 perc mulva a lombikokat kivessziik a vizfirdobol és 0,1 M luggal
cseppenként ismét rozsaszin elszinezodésig titrdljuk. Igy megallapithatjuk a lipdz hatdsdra
keletkezett zsirsavak neutralizdlasdhoz sziikséges ligmennyiséget, cseppekben.

I1. Az epe vizsgalata
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Az epét a mijsejtek vdélasztjdk ki. Az epe az epehdlyagban gyllik Ossze és a
duodenumba iiriil. Az epének fontos szerepe van az emésztésben €s a felszivoddsban. A zsirok
emésztése és felszivodasa epe hidnydban nem megy végbe.

Egyes megbetegedések kozos tiinete a sargasig. Ilyenkor a normadlisndl nagyobb mennyiségii
epefesték kering a vérben. Intoxikaciét okoz a szervezetben, a bort jellegzetes sargdra szinezi.
Ezért a klinkkumban nagy jelentdsége van az epefestékek és epesavak meghatdrozasdnak a
vérben és a vizeletben.

Az epe a kovetkezd alkatrészekbodl all: epesavak sok alakjaban, epefestékek, koleszterin,
lecitin €s néhdny mds vegyiilet.

1. Epefestékek reakcioi:

Az epefestékek kimutatdsa azon alapszik, hogy a bilirubint oxidalva kiilonb6zd szines
bilirubin-szdrmazékokat nyeriink, igy a zold biliverdint, a kék bilicianint, a sérga koletelint, stb.

Eszk6z0k: kémcsovek allvannyal
tivegtolcsér, liveglap
Anyagok: epe

koncentralt salétromsav (salétromossav nyomait tartalmazo)
10%-o0s szédaoldat
3%-o0s kalciumklorid
etilalkohol
Feladat:

a.) Gmelin-préba:

Kémcsobe kb. 1 ml desztilldlt vizzel 6tszordsére higitott epét ontiink és Ovatosan
alarétegeziink 1 ml koncentrdlt salétromsavat. A folyadékok hatdrdn epesav- és fehérje-
csapadék, valamint szines epefesték-gylrik keletkeznek.A jellegzetes zold, kék, ibolya, voros
és sarga gylrik az epefestékek kiillonb6zd mértékben oxidaldédott termékeinek felelnek meg.

b.) Sziiropapir proba:

Az epét szlirdopapiron ismételten atszirjiik. A szirdpapir az epefestéket még hig oldatbol
is adszorbedlja. Ha a szOrOpapirt egy iiveglapon Kkiteritjik és a kozepére koncentralt
salétromsavat cseppentiink, akkor a csepp koriil epefesték-gyliriik jelennek meg. A zold gylr
kiviil helyezkedik el.

c.)Huppert-Szalkovszkij proba:

Kémcsobe kb. 5 ml 0tszorosére higitott epét Ontiink, majd kb. 2 ml 10%-os
szodaoldatot és kb. 2 ml 3%-os kélciumklorid-oldatot adunk hozzd. Sarga csapadék valik ki,
amely az epefestékek kdlcium -hidroxiddal alkotott vegyiiletei. A csapadékot leszirjiik és
vizzel dtmossuk, majd sésavval megsavanyitott 5-6 ml alkoholban oldjuk. Ezutdn hozzdadunk

1 csepp ferrikloridot és f0zziik , z6ld vagy kékeszold szinezdodés keletkezik.

2. Epesavak reakcioi:
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Az epesavak koziill a legfontosabb a glikokdlsav és taurokdlsav, melyek a koleszterin
lebomldsdnak termékei. Egy bonyolult reakcidsorozatban a koleszterinbdl eldoszor kolsav
képzddik. A kélsav és szdrmazékai elsdsorban az epében fordulnak eld. A glikokdlsavban és a
taurokdlsavban savamid kotéssel glicin vagy taurin kapcsolddik a kélsav karboxilcsoportjahoz.
Az epe alkalikus pH értékén anionformdkban taldlhatok, mint kol4t, taurokolat és glikokolat.

Az epesavak kimutatdsira szolgdl tobbek kozott a Pettenkoffer-proba és a feliileti
fesziiltség proba.

A Pettenkoffer-reakci6 1ényege az, hogy a szachar6z koncentrdlt kénsav hatdsira
hidroximetil-furfurolla alakul 4t, amely a kélsavval szines vegyiiletet képez.

A feliileti fesziiltség préba azon alapszik, hogy az epesavak csokkentik a folyadékok
feliileti fesziiltségét. A proba igen érzékeny, az epesavak még 1:120.000-szoros higitasban is
kimutathatok.

Eszk6z0k: kémcsovek allvannyal
pipettak
Anyagok: epe

10%-0s szachar6z oldat
tomény kénsav
kénvirdg

Feladat:
a.) Pettenkoffer-reakcio:

Kémcsobe kb. 5 ml desztilldlt vizzel 6tszordsére higitott epét Ontiink. Keverés kdzben
1-2 csepp szachar6z oldatot adunk hozza.Ovatosan 1-2 ml tomény kénsavat rétegziink ald. Az
érintkezési feliileten vordses-ibolya szini korong keletkezik. Ha a kémcsd tartalmat hiités
kozben dvatosan Osszerdzzuk, az egész folyadék biborszinl lesz.

b.) Feliileti fesziiltség proba:

Vegyiink 3 kémcsovet: Az elsobe kémcsobe 10 ml desztillalt vizet, a masodikba 10 ml
vizzel erdsen higitott epét (viz:epe / 5:1), a harmadikba pedig 10 ml vizzel gyengén higitott
epét (viz:epe /1:0,5) adjunk. Hideg vizzel hiitsiik le mind a harom kémcsd tartalmat. A
folyadékok feliiletére kénvirdgport hintiink. A kénpor a tiszta viz feliiletén marad. Az erdsen
higitott epében lassan, a gyengén higitott epében pedig lényegesen gyorsabban siillyed le a
kénpor a kémcso fenekére, mivel az epesavak csokkentik a viz feliileti fesziiltségét.
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AZ ACETIL-KOLIN ESZTERAZ VIZSGALATA

A kolin észterdzok az €10 szervezet szinte valamennyi szovetében kimutathatok, amelyek
valamilyen kapcsolatban éllnak az ingeriileti folyamattal. Két tipusu kolin észterdz kiilonithetd
el enzimoldgiai tulajdonsdguk, mikodésiik, valamint lokalizacidjuk alapjéan:

1.) Valodi vagy acetil-kolin észterdz (acetil- kolin hidroldz), amely a vorosvértestekben €s a
trombocitdkban fordul elo.

2.)Pszeudo- kolin észteraz (acil-kolin hidroldz), amely foleg a plazmdban taldlhato.

A kétféle enzim kiilonféle aktivitdst mutat a kiilonféle kolin észterek hasitdsdban. A
valddi kolin észteraz az acetil-kolint sokkal gyorsabban hidrolizdlja, mint mas kolin észtereket
ezért acetil- kolin észterdznak is szokds nevezni. A pszeudo-kolin észterdz viszont a butiril- és
propionil-kolint hidrolizalja nagyobb sebességgel. A kétféle enzim kozott jelentds kiilonbség
van a szubsztrét irdnti érzékenységet illetden is. A valddi kolin észteraz esetében, ha az acetil-
kolin koncentraciét egy optimumon tul emeljiik, szubsztratgatlast észleliink, mig a pszeudo-
kolin észterdz aktivitisa a szubsztratkoncentracié emelésével dlland6an nd, szubsztratgatlas
nem észlelhetd. A két enzim kiilonb6zo érzékenységet mutat az egyes inhibitorokkal szemben
is. Mindkét enzim az idegrendszer kiilonb6zo teriiletein is megtaldlhatd, bar itt elsdsorban az
acetil- kolin észterdznak van jelentdsége.Az acetil-kolin gyors hidrolizise az idegmikodés
folyamatossdga szempontjabdl alapvetd fontossdgu. Az acetil- kolin észteraz katalitikus
mechanizmusa hasonlé a kimotripszinéhez. Az acetil-kolin az enzim aktiv centrumdban
taldlhatd szeril-oldalldnccal reagél és kovalens acetil-enzim intermediert hoz Iétre, mik6zben
kolin szabadul fel. Az acetil -enzim intermedier ezutdn reagdl a vizzel, ami acetatot
eredményez és regenerdlja a szabad enzimet.

Kolinészterdzok meghatdrozdsdnak modszerei:

1.) Ellman reakcid: acetil-tiokolint hasznal szubsztratként és a reakcid soran
felszabadul6 -SH csoportokat méri fotometridsan.

2.)Hestrin médszer: Foloslegben adagolt acetil- kolin mennyiségének
fotometrids visszamérését végzi szinreakcid utdn.

3.)Mas eljarasok: Az enzimreakcid sordn felszabadul6 ecetsav éltal
létrehozott pH valtozdsok mérésén alapulnak.

A gyakorlat sordn a szérum kolin észterdz meghatarozasa Hestrin mddszerrel torténik. A
meghatdrozds alapja: az enzimreakcié sordn visszamaradd acetil-kolin  acil-gyokébol
képzddott hidroxamét Fe(IIl) ionokkal adott reakcidja. Igen elterjedt médszer. Hétranya az,

c 2z

alkalmas.
Aktivitds mérése:

Megfeleloen higitott szérumoldatokhoz pipettdzzunk adott mennyiségl acetil-kolin
oldatot. Egészitsiik ki a térfogatokat 5 ml-re és helyezziik a kémcsoveket 37 °C-os vizfiirdobe.
Pontosan 30 perc inkubalds utdn a kémcsoveket vegyiik ki a vizfiirdobdl és mérjiink
mindegyikbe 2-2 ml Iigos hidroxilamin oldatot. 1 perc milva adjunk mindegyik kémcsdohoz 1-
1 ml HCl-viz oldatot, majd 1 ml FeCl3 oldatot. Tiz perc allas utan 530 nm-nél fotometraljuk az
oldatot reagens vakkal szemben. A reagens vak 5 ml puffert és a reagenseket tartalmazza.
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Eszk6zok:  kémcsovek, kémesoéllvany
pH-mérd
termosztat
pipették (1, 2, 5, 10 ml-es)
fotométer
mérohenger (25 ml-es)

Anyagok: szérum (25-sz0r0s higitasban)
0,1 %-os acetil-kolin
1M hidroxilamin
2M NaOH
cc. HC1
0,1IM HCl
0,1 M glicin
0,1IM NaOH
1M ecetsav
1M NaOH
0,1M citromsav

Reagensek: 1M hidroxilamin: 2M NaOH = 1:1,
cc. HCl: H,O =1:2,
10 % FeCl3 (0,1M HCl-ban),
0,1M glicin- NaOH puffer (pH=8,4)

Feladat:
1. Kalibrdcios gorbe felvétele:

Pipettdzzunk kémcsovekbe 0,2: 0,4: 0,6: 0,8: 1: 1,5: 2,0 ml 0,1 %-os acetil-kolin
oldatot. Egészitsiik ki mindegyik kémcso térfogatdt pH=8,4 puffer oldattal pontosan 5 ml-re.
Adjuk hozzd a reagenseket "Az aktivitds mérése" c. részben leirtak alapjan, a megadott
sorrendben és mennyiségben.

Tiz perc mulva fotometrdljuk az egyes kémcsovek tartalmit a reagens vakkal szemben 530

c 2z

c 2z

2. A reakciosebesség fiiggése az enzim koncentrdciotol:
Allitsuk ossze kémcsovekbe az aldbbi reakcidelegyeket:

A vérszérumot 25-szOr0s higitasban haszndljuk! Az enzimreakciét a szubsztrat oldat
hozzdadaséaval inditjuk.
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Oldatok (ml)

Ag Ay
Kémcsovek 1 2 3 4 5 6 7 8
Szérum 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 - -
Puffer 3,5 3,0 2,5 2,0 1,5 1,0 5,0 4,0
Acetilkolin 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 - 1,0

Helyezziik a kémcsoveket 30 percre 370C-os termosztiatba. Termosztdlds utdn az alabbi
oldatokat adjuk a kémcsovek tartalmahoz:

Ligos 20 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
hidroxilamin

cc.HClL:viz 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
10%-0s FeCI3 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Tiz perc allds utdn fotometréljuk az egyes kémcsovek tartalmat a reagens vakkal szemben 530
nm-en . Jegyezziik fel a mért abszorbancia értékeket. A mérési eredményeinkbdl készitsiink

tablazatot a kovetkezd mdédon:

kémcsd A Av-Ap acetil -kolin (mg) V(mg/perc)

P
Abrizoljuk a reakciésebességet a szérumtérfogat fiiggvényében!
AV = szubsztrét vak abszorbancidja

AP = az egyes probakra kapott abszorbancia értékek

3. A pH hatdsa az enzim aktivitdsdra:

Allitsuk 6ssze az aldbbi reakciéelegyeket:

Kémcsovek szdma 1 2 3 4 5 6 7

Puffer pH-ja 4 5 6 7 8 9 10
Oldatok (ml)

Puffer 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

Szérum 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

Szubsztrat 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
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A kémcsoveket 30 percre helyezziik 370C-os vizfliirddobe, majd pipettdzzuk a kémcsovek
tartalmahoz az alabbi oldatokat.

Ligos hidroxilamin 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
HCI: viz (1:1) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
10%-o0s FeCl3 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Olvassuk le az abszorbancia értékeket a reagens- vak oldattal szemben.
Készitsiink tdbldzatot a mérési eredményeinkbdl a kdvetkezoképpen:

kémcsd pH Ap maradék acetil -kolin (mg)

Abrizoljuk a maradék acetil-kolin mennyiségét a pH fiiggvényében ! Ertelmezziik a kapott
gorbét !

4. Az acetil-kolin észterdz gdtldsa:

Az acetil-kolin észterdz inhibitorok gyogyaszati és toxikus tulajdonsigai igen figyelemre
méltdak.
A mezdgazdasagban inszekticidként széleskortien alkalmazott szerves foszfatvegyiiletek mint
pl. a paration vagy tabun bénitjak az acetil-kolin észterdz mikodését azdltal, hogy az enzim
aktiv centrumdaban taldlhaté Ser oldallinccal irreverzibilisen reagdlnak. Antagonista hatdsuk
miatt az emberre is veszélyesek, a 1égzést bénitva haldlt okoznak. Igy a vér kolin-észterdz
aktivitdsdnak mérése igen érzékeny indikatora lehet a mérgezéseknek.
Allitsuk 6ssze a kovetkezd reakciGelegyeket:

Oldatok (ml)

100% Ay

aktivitas
Kémcsovek szama 1 2 3 4 5 6
Szérum 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 -
Puffer pH=8.4 2,0 1,5 1,0 0,5 - 3,0
Inhibitor - 0,5 1,0 1,5 2,0 1,0
Szubsztrat 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Inkubélas 370C-on 30 percig, majd hozzdadjuk a reagenseket:
Ligos hidroxilamin 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

HCl:viz (1:1) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
10%-o0s FeCl3 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Készitsiik el a kovetkezo tablazatot:

Kémcsdo  Ap A-A, acetil-kolin (mg) aktivitds %  gatlas%
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EDES MANDULABOL SZARMAZO B-GLUKOZIDAZ ENZIMKINETIKAI
VIZSGALATA

Az emulzin B-D-gliikoziddz (B-D-gliikozid glikkohidroldz, EC 3.2.1.21) édes
manduldban taldlhaté meg, természetes szubsztratja az amigdalinbdl keletkezd cianogén -
monogliikozid, prunasin (benzaldehid cidnhidrin B-D-gliikozid), amelyet az enzim a gliikozidos
kotésnél hasit el. Az ilymédon szabadda valt aglikon részbdl az PB-hidroxinitril-lidz
benzaldehidet és HCN-t szabadit fel. A folyamatban résztvevd enzimek és a szubsztrat az
intakt ndvényi szovetekben kiilon kompartmentben helyezkedik el, igy HCN felszabadulas
csak a szovetek mechanikai sériilése - pl. a novény fogyasztasa - kovetkeztében jelentkezik. A
folyamatnak, és igy a vizsgalat targyat képezd enzimnek is a ndvényevok elleni védekezésben
van jelentds szerepe.

Az emulzin B-glikoziddz széles szubsztratspecifitist mutaté enzim, azaz
természetes cianogén szubsztritja mellett hidrolizdlja a szintetikus p-nitrofenil-f-D-
glitkopiranozidot, -galaktopiranozidot, fukopiranozidot is. Korabbi vizsgélatok szerint az
enzim egyetlen katalitikus helyen hasitja el a kiilonféle szubsztratok glikozidos kotését, viszont
szénhidratrészek szamdra. A katalitikus nukleofil csoport egy glutaméat-karboxildtnak
bizonyult. A szubsztritkdtésben az ugyancsak a tanszéken végzett specifikus kémiai
moddositdsok alapjan harom tirozil oldallanc vesz részt.

A B-glikkoziddzok &ltaldnos hasitdsi mechanizmusdban résztvevo két ionizdlodo
aminosav oldallinc koziil az egyiknek deprotondlédnia kell, mig a madsiknak protonalt
allapotban kell maradnia az enzim aktivitdsdhoz. Ezen oldalldncok savi disszociacids allanddjat
az enzim hatékonysdganak (Vpax/Km) pH-fiiggése alapjan, az oldalldncok tipusat és szaméat
pedig specifikus kémiai médositasok segitségével lehet meghatarozni.

Az 1-tio glikozid tipusu szubsztritanalog vegyiiletek (pl. PNP-S-Glc) a glikozidos
O atom helyett S atomot tartalmaznak. Mivel a tioglikozidos kotés hasitdsa rendkiviil lassan
megy végbe, ezért ezek a molekuldk inhibitorai az enzimnek, és szubsztratanalogiajuknal fogva
verseng0 (kompetitiv) gatlast fejtenek ki.

A kereskedelmi forgalomban 1évd emulzin B-gliikoziddz készitmény harom
izoenzimbdl tevodik Ossze, melyek pl-juk alapjan, kromatofékuszaldssal valaszthatok szét
egymastdl. Vizsgélatunk targydt most a pl 6.8 izoenzim képezi, melynek molekulatomege
M;=135180+170. Az enzim altaldban a klasszikus Michaelis-Menten kinetika szerint hasitja a
kiilonféle szubsztratokat. A jelen gyakorlat keretében megismerkediink az enzim kinetikai
sajatsdgaival (Vmax, Km) €és mikodési mechanizmusdval. Ennek sordn a "Grafit"
enzimkinetikai programot fogjuk haszndlni a kinetikai paraméterek meghatdrozasahoz.
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I. A p-Nitrofenolat kalibracios gorbe felvétele

Eszk6zok: kémcso, kémcesoallvany
automata pipettak

Anyagok: "A" puffer: 0.15 M citromsav-NapHPOg4, pH=5.2 puffer,
3 mM NaN3.

"B" puffer: 0.2 M bérsav-NaOH, pH=10.0 puffer.
p-Nitrofenol (PNP) 10* M

Feladat:

Készitsiink az "A" és "B" puffer 1:2 ardnyi elegyében 0.1 mM p-nitrofenoldt
torzsoldatot. Az oldat intenziv sarga szine a p-nitrofenolat anionra jellemzd. Ezutdn mérjiik
0ssze a kovetkezd kalibricios sorozatot:

1. 2. 3. 4. S. 6. 7. 8. 9. 10.
PNP 0.1 02 03 04 05 06 0.7 0.8 0.9 1.0
oldat (ml)
A+B 1:2 29 28 27 26 25 24 23 2.2 21 20
pufferelegy (ml)

Az oldatokat A:B, 1:2 ardnyu puffereleggyel szemben A=400 nm-nél fotometraljuk,
és az abszorbancia értékeket abrazoljuk a PNP ionok nmol-ban (és nem nM-ban) kifejezett
mennyiségének fliggvényében. A kinetikai mérések soran ezt a kalibracids gorbét hasznaljuk.

II. A Ky és Viax Kkinetikai paraméterek meghatarozasa p-Nitrofenil--D-
gliikkopiranozid (PNP-GlIc) szubsztrattal

Eszk6zok: kémcso, kémcesdallvany
stopper 6ra
automata pipettak
37 oC-os vizfiirdd

Anyagok: "A" puffer
"B" puffer
emulzin B-gliikkoziddz-oldat (enzim-oldat)

5 mM PNP-Glc-oldat "A" pufferben elkészitve (szubsztrat)

Feladat:
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0.5-3-0 Ky szubsztratkoncentricié tartomanyban éllitsuk 6ssze a kovetkezd sorozatot:

1. 2. 3. 4. S. 6.
Szubsztrat (ml)  0.05 0.075 0.1 0.125 0.15 0.2
"A" puffer 0.75 0.725 0.7 0.675 0.65 0.6

Az oldatokat helyezziik 37 OC-os vizfiirdobe, majd 5 perc eldinkubdlds utan a
reakcidkat 200 pl-es enzimoldat-részletekkel egymdst pl. 30 masodperces idotartamokkal
kovetden inditsuk el. Az 5 perces reakcioido letelte utdn a reakciokat 2 ml "B" puffer
hozz4adasdval allitjuk le (az elinditdskor alkalmazott idotartamokkal egymdst kdvetden), és az
oldatokat "A"+"B", 1:2 puffereleggyel szemben 400 nm-nél fotometraljuk. A kalibracios gorbe
felhaszndlasaval allapitsuk meg a felszabadult p-nitrofenoldt mennyiségét, és szamitsuk ki a
reakcidsebességeket nmol/perc egységekben. Ezutdn dbrazoljuk az 1/v=f(1/[S]) egyenest,
melynek tengelymetszeteibol kiszamithatjuk a Ky, és V01 paramétereket (Lineweaver-Burk
linearizacid). A konstansok értékét nemlinearis illesztéssel is meghatdrozzuk (Grafit).

A reakcidelegyek fehérjetartalmat a fentebb megadott érték felhaszndlasaval
szamitsuk ki, és a Vpax paramétert adjuk meg a fajlagos enzimaktivitds SI-egységében,
kat/kg-ban is. (1 kat/kg = 1 mol/sec elbomlott szubsztrat per 1 kg fehérje.)

I11. Az enzimkoncentracié hatasa a reakciésebességre

Eszk6zok: kémcso, kémcesdallvany
stopper 6ra
automata pipettak
37 °C-os vizfiirdd

Anyagok: "A" puffer
"B" puffer
emulzin B-gliikkoziddz-oldat (enzim-oldat)
5 mM PNP-Glc-oldat "A" pufferben elkészitve (szubsztrat)

Feladat:

Allitsuk dssze a kovetkezd oldatsorozatot:

1. 2. 3. 4. S.
Enzim (m})0.05 0.1 02 03 0.4
"A" puffer(ml) 0.75 0.7 0.6 05 04

Majd 6t perces eldinkubdlds utan adjuk a reakcidelegyekhez a szubszratot:
Szubsztrdt (ml) 0.2 0.2 0.2 02 02
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Tehat 5 perces eldinkubécié utdn a feltiintetett szubsztrat térfogatokkal inditsuk a
reakciot. Az 5 perces reakcioido letelte utan a reakcidkat 2 ml "B" puffer hozzdaddsdval
allitjuk le (az elinditaskor alkalmazott idotartamokkal egymdst kovetden), és az oldatokat
"A"+"B", 1:2 puffereleggyel szemben 400 nm-nél fotometrdljuk. A kalibraciés gorbe
felhaszndlasaval allapitsuk meg a felszabadult p-nitrofenoldt mennyiségét, és szamitsuk ki a
reakcidsebességeket nmol/perc egységekben. A kapott reakcidsebességeket dbrazoljuk a
fehérjetartalom vagy térfogat fiiggvényében ¢€s magyardzzuk meg a tapasztalt
enzimkoncentracio-fliggést.

IV. A tiofenil-B-D-gliikopiranozid (TP-Glc) szubsztratanalég vagy glitkkonsav-d-lakton
atmenti allapot analég inhibitor gatlé hatasanak vizsgalata

Eszk6zok: kémcso, kémcesoallvany
stopper 6ra
automata pipettak
37 oC-os vizfiirdd

Anyagok: "A" puffer
"B" puffer
emulzin B-glitkkozidaz-oldat (enzim-oldat)
5 mM PNP-Glc-oldat "A" pufferben elkészitve (szubsztrat)
20 mM TP-Glc inhibitoroldat "A" pufferben elkészitve
glitkonsav-0-lakton oldat A" pufferben elkészitve

Feladat:

Meérjiik 0ssze a kovetkezd két oldatsorozatot:

1. 2. 3. 4. S. 6.
Inhibitor (ml) 0.05 005 0.05 0.05 0.05 0.05
Szubsztrat (ml)  0.05 0.075 0.1 0.125 0.15 0.2
"A" puffer(ml) 0.7  0.675 0.65 0.625 0.6  0.55

1. 2. 3. 4. S. 6.
Inhibitor (ml) 01 01 0.1 01 01 0.1
Szubsztrat (ml)  0.05 0.075 0.1 0.125 0.15 0.2
"A" puffer (ml) 0.65 0.625 0.6 0.575 0.55 0.5

A két oldatsorozatot helyezziik 37 oC-os vizfiirdobe és 200 ul enzimoldatokkal a

II. fejezetben leirt mddon reakcidsebesség-méréseket végezziink. Ezutdn abrdzoljuk az
1/v=£(1/[S]) (Lineweaver-Burk), valamint az 1/v=f([I]) (Dixon) fiiggvényeket. Allapitsuk meg
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a gétlas tipusat és becsiiljiik meg a gatlasi dlland6 (Ky) értékét. Ezt a paramétert nem-linedaris
illesztéssel is hatarozzuk meg.

V. Az enzim mikodésének homérsékleti optimuma, az aktivalasi szabadentalpia (AG )
meghatarozasa.

Eszk6zok: kémcso, kémcesdallvany
stopper 6ra
automata pipettak
valtoztathaté homérsékletli (25-80 oC) vizfiirdo

Anyagok: "A" puffer
"B" puffer
emulzin B-gliikkoziddz-oldat (enzim-oldat)
5 mM PNP-Glc-oldat "A" pufferben elkészitve (szubsztrit)

Feladat:

0.5 ml szubsztratoldatot és 0.45 ml "A" puffert tartalmazé reakcidelegyek
felhaszndlasdval a 1II. fejezetben leifrt mddon hatdrozzuk meg a reakcidosebességeket a
kovetkezo t homérsékleteknél:
25°C,30°C, 35°C,40°C, 45°C, 50 °C, 55 °C, 60 °C, 70 °C, 80 "C.

A reakcidsebességek ismeretében abrazoljuk a v=f(r) fliggvényt és értelmezziik

annak menetét.
A 25 °C - 50 °C homérséklet-tartomanyban az Arrhenius egyenletnek megfelelden dbrazoljuk
az In(v)=f(1/T) egyenest, ahol T az abszolut homérséklet Kelvinben, és az egyenes
meredeksége egyenldo AG /R-rel. R az univerzélis gazéallando, értéke 8.313 Jmol-1K-1. A AG
értékét hasonlitsuk Ossze a kémiai kotések kialakuldsakor megfigyelhetd szabadentalpia-
véltozdsok nagysagdval.

Megjegyzés:

Az Arrhenius egyenlet: k=Ae-E/RT, ahol k a sebességi dlland6, E az aktivalasi
energia. Az egyenlet linearizélt formdja: In(k/A)= -E/RT. Esetiinkben: k=v, E=AG.

VI. Az enzim miikodésének pH-optimuma, az enzim aktivitasaban szerepet jatszo
katalitikus aminosav oldallancok savi disszociacios allandéjanak meghatarozasa

Eszk6zok: kémcso, kémcesdallvany
stopper 6ra
automata pipettak
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37 °C-os vizfiirdd

Anyagok: pH=3.0, 4.0, 4.5, 5.2, 5.5, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0-es, 0.15 M citromsav-
NapHPOy4 pufferek.
"B" puffer

emulzin B-glitkkoziddz-oldat
5 mM PNP-Glc-oldat deszt. vizben készitve

Feladat:

Végezziink reakciosebesség meghatdrozdsokat a II. fejezetben lefrtaknak
megfeleloen egy olyan mintasorozat felhaszndlasaval, melyben a mintdk 0.7 ml szubsztratot €s
0.25 ml kiilonbozd pH-ju puffert tartalmaznak a pH 3.5-8.0 tartomdnyban. Az 50 pul
enzimoldattal nyert sebességeket dbrdzoljuk a pH fiiggvényében és értelmezziik a kapott
gorbét. A maximdlis sebesség feléhez tartozé pH-érték jo kozelitéssel az enzim katalizisben
résztvevo disszocidbilis csoportjainak pK értékével (pK= a savi disszociicids dllandé negativ
logaritmusa) egyenld. A savi disszocidcios éllandot nemlinedris illesztéssel, a GrafitR
enzimkinetikai program segitségével is meghatdrozzuk. A kapott pK értékek alapjan probaljuk
megallapitani a katalitikus aminosavak tipusat, ill. ezen csoportok katalizisben betodltott
szerepét.
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AZ E. CcOLI BAKTERIUM B-D-GALAKTOZIDAZANAK ENZIMKINETIKAI
VIZSGALATA

Az E. coli baktérium lakt6zt hasité B-galaktoziddz enzimének képzodését, a laktdz
permedz €s a tiogalaktozid transzacetildz proteinekkel egyiitt a lac operon szabdlyozza. Ha a
kapcsolédva meggatolja a struktdrgének atirdsat, igy a citoplazmaban a B-D-galaktozidaz
molekuldk szdma csupdn 10 koriili. Ezzel szemben, amikor a baktériumot laktézt tartalmazo
tapkozegbe vissziik at, a B-D-galaktoziddz molekuldk szdma ugrasszeriien tobbezerszeresére
nd. A  PB-D-galaktoziddz tehat indukélhat6 protein. Fiziologiai koriilmények kozott a
természetes inducer az 1,6-allo-laktéz, ami éppen a [B-D-galaktoziddz hatdsira képzodik
lakt6zbol transzglikozilezéssel. Az enzim igen hatékony nem metabolizdlod6 inducere az
izopropil-1-tio-f-D-galaktopiranozid (IPTG).

Az E. coli B-D-galaktoziddz enzimoldgiai és enzimkinetikai sajatsdgai szintén jol
ismertek. Az enzim 4 alegységbol all6 (alegység: 125 000 kDa) metallo-protein, melynek
miikodéséhez alegységenként egy Mg2+-ion kapcsolodasa sziikséges. Az enzim, Osszetett
szerkezete ellenére, a kiillonféle szubsztratokat altalaban Michaelis-Menten kinetikanak
megfeleldoen hasitja. A jelen gyakorlat sordn megismerkediink az enzim kinetikai
sajatossdgaival €s miikodési mechanizmusaval.

I. A p-Nitrofenolat kalibracios gorbe felvétele

Eszk6zok: kémcso, kémcesoallvany
automata pipettak
Anyagok: "A" puffer: 0.1 M NaH,PO4-NapHPO4, pH=7.3 puffer, ami

1 mM MgClr-ot és 3 mM NaN3-ot is tartalmaz.
"B" puffer: 0.2 M boérsav-NaOH, pH=11.0 puffer, ami 10 mM
EDTA-t is tartalmaz.
p-Nitrofenol (PNP)

Feladat:

Készitsiink az "A" és "B" puffer 1:2 ardnyd elegyében 1 mM p-nitrofenoldt
torzsoldatot. Az oldat intenziv sarga szine a p-nitrofenolat anionra jellemzd. Ezutdn mérjiik
0ssze a kovetkezd kalibricios sorozatot:

1. 2. 3. 4. S. 6. 7. 8. 9.
PNP 005 0.1 015 02 025 03 035 0.4 0.45
oldat (ml)
A+B 1:2 295 29 285 28 275 277 2.65 2.6 2.55
pufferelegy (ml)
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Az oldatokat A:B, 1:2 ardnyu puffereleggyel szemben A=400 nm-nél fotometraljuk,
és az abszorbancia értékeket dbrazoljuk a PNP ionok nmol-ban (és nem nM-ban) kifejezett
mennyiségének fiiggvényében. A kinetikai mérések sordn ezt a kalibraciés gorbét hasznaljuk!

II. A Ky és Viax Kkinetikai paraméterek meghatarozasa p-Nitrofenil--D-
galaktopiranozid (PNP-Gal) szubsztrattal.

Eszk6zok: kémcso, kémcesdallvany
stopper 6ra
automata pipettak
37 oC-os vizfiirdd

Anyagok: "A" puffer
"B" puffer
E. coli B-galaktoziddz-oldat (enzim-oldat)
1 mM PNP-Gal-oldat az "A" pufferben elkészitve (szubsztrat)

Feladat:

A Sigma Chemical Company (St. Louis. MO. USA) gyartott enzimpreparatum
(k6dszam G-6512, fehérjetartalom 23 mg/ml, biuret reagenssel meghatdrozva) 1 pul-ét higitsuk
meg 10 ml-re az "A" pufferrel (10000-szeres higulds)! Az enzimkinetikai mérések soran ezt az
enzim torzsoldatot hasznaljuk. A 0.5-5.0 Ky, szubsztratkoncentracié tartomdnyban allitsuk
0ssze a kovetkezd sorozatot:

1. 2. 3. 4. S. 6. 7.
Szubsztrat (ml)  0.05 0.1 0.2 03 04 05 0.6
"A" puffer 09 08 075 0.65 055 045 0.35

Az oldatokat helyezziik 37 oC-os vizfiirdobe, majd 5 perc eldinkubdlds utdn a
reakcidkat 50 pl-es enzimoldat-részletekkel egymdst pl. 30 mdasodperces idotartamokkal
kovetden inditsuk el. Az 5 perces reakcioido letelte utan a reakcidkat 2 ml "B" puffer
hozz4adasdval allitjuk le (az elinditdskor alkalmazott idotartamokkal egymdst kdvetden), és az
oldatokat "A"+"B", 1:2 puffereleggyel szemben 400 nm-nél fotometraljuk. A kalibracios gorbe
felhaszndlasdval allapitsuk meg a felszabadult p-nitrofenoldt mennyiségét, és szamitsuk ki a
reakcidsebességeket nmol/perc egységekben. Ezutdn dbrazoljuk az 1/v=f(1/[S]) egyenest,
melynek tengelymetszeteibdl kiszdmithatjuk a Ky €s Vipax paramétereket (Lineweaver-Burk
lineariz4cid). A konstansok értékét nemlinedris illesztéssel is meghatarozzuk (Grafit).

A reakcidelegyek fehérjetartalmat a fentebb megadott érték felhaszndlasaval
szamitsuk ki, és a Vpax paramétert adjuk meg a fajlagos enzimaktivitds SI-egységében,
kat/kg-ban is. (1 kat/kg = 1 mol/sec elbomlott szubsztrat per 1 kg fehérje.)
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I11. Az enzimkoncentracié hatasa a reakciésebességre

Eszk6zok: kémcso, kémcesoallvany
stopper 6ra
automata pipettak
37 oC-os vizfiirdd

Anyagok: "A" puffer
"B" puffer
E. coli B-galaktoziddz-oldat (enzim-oldat)
1 mM PNP-Gal-oldat az "A" pufferben elkészitve (szubsztrat)

Feladat:

Allitsuk dssze a kovetkezd oldatsorozatot:

1. 2. 3. 4. S.
Szubsztrat(ml) 0.5 0.5 05 05 05
"A" puffer (ml) 046 044 042 04 0.38

Majd 5 perces eldinkubdlds utdn adjuk a reakciéelegyekhez az enzimet:
Enzim (ml)0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

Tehdat 5 perces eldinkubdcié utdn a feltiintetett enzim-térfogatokkal inditsuk a
reakciot. Ezt kovetden jarjunk el a II. fejezetben leirtak szerint. A kapott reakcidsebességeket
abrazoljuk a fehérjetartalom (ug) fiiggvényében és diszkutdljuk a tapasztalt
enzimkoncentracio-fliggést.

IV. A tiofenil-B-D-galaktopiranozid (TP-Gal) szubsztratanalog inhibitor gatlé
hatasanak vizsgalata.

Eszk6zok: kémcso, kémcesoallvany
stopper 6ra
automata pipettak
37 oC-os vizfiirdd

Anyagok: "A" puffer
"B" puffer
E. coli B-galaktozidaz-oldat (enzim-oldat)
1 mM PNP-Gal-oldat az "A" pufferben elkészitve (szubsztrat)
5 mM TP-Gal inhibitoroldat "A" pufferben elkészitve
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Feladat:

Meérjiik 0ssze a kovetkezd harom oldatsorozatot:

1. 2. 3. 4.
Inhibitor (ml) 02 02 02 0.2
Szubsztrat (ml)  0.05 0.1 0.2 0.3
"A" puffer(ml) 0.7 0.65 055 045

1. 2. 3. 4.
Inhibitor (ml) 04 04 04 0.4
Szubsztrat (ml)  0.05 0.1 0.2 0.3
"A"puffer(ml) 0.5 045 035 0.25

1. 2. 3. 4.
Inhibitor (ml) 06 06 0.6 0.6
Szubsztrat (ml)  0.05 0.1 0.2 0.3
"A"puffer(ml) 0.3 025 0.15 0.05

A hédrom oldatsorozatot helyezziik 37 oC-os vizfiirdobe, és 50 pl enzimoldatokkal
a II. fejezetben leirt médon reakcidsebesség-méréseket. Ezutan dbrazoljuk az 1/v=f(1/[S])
(Lineweaver-Burk), valamint az 1/v = f([I]) (Dixon) fiiggvényeket. Allapitsuk meg a gétlds
tipusat és becsiiljik meg a gitldsi dllando (Kj) értékét. Ezt a paramétert nem-linedris
illesztéssel is hatarozzuk meg.

V. Az enzim mikodésének homérsékleti optimuma, az aktivalasi szabadentalpia (AG )
meghatarozasa.

Eszk6z0k: kémcsd, kémcesdallvany
stopper 6ra
automata pipettak
valtoztathaté homérsékletli (25-80 oC) vizfiirdo

Anyagok: "A" puffer
"B" puffer

E. coli B-galaktozidaz-oldat (enzim-oldat)
1 mM PNP-Gal-oldat az "A" pufferben elkészitve (szubsztrat)

Feladat:
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0.5 ml szubsztratoldatot és 0.45 ml "A" puffert tartalmazé reakcidelegyek
felhaszndlasdval a 1II. fejezetben leirt médon hatdrozzuk meg a reakcidosebességeket a
kovetkezo t homérsékleteknél:

25 oC, 30 oC, 35 oC, 40 oC, 45 oC, 50 oC, 55 oC, 60 oC, 70 oC, 80 oC.

A reakcidsebességek ismeretében dbrdzoljuk a v=f(r) fliggvényt és értelmezziik
annak menetét.

A 25 oC - 50 oC homérséklet-tartomdnyban az Arrhenius egyenletnek megfelelden dbrazoljuk
az In(v)=f(1/T) egyenest, ahol T az abszolut homérséklet Kelvinben, és az egyenes
meredeksége egyenld AG /R-rel. R az univerzdlis gazallando, értéke

8.313 Jmol-IK-1. A AG értékét hasonlitsuk Ossze a kémiai kotések kialakuldsakor
megfigyelhetd szabadentalpia-valtozasok nagysdgaval.

Megjegyzés: Az Arrhenius egyenlet:k=Ae-E/RT, ahol k a sebességi dllandd, E az aktivalasi
energia. Az egyenlet linearizalt form4ja: In(k/A)= -E/RT. Esetiinkben: k=v, E=AG .

VI. Az enzim miikodésének pH-optimuma, az enzim aktivitasaban szerepet jatszo
katalitikus aminosav oldallancok savi disszociacios allandéjanak meghatarozasa

Eszk6zok: kémcso, kémcesdallvany
stopper 6ra
automata pipettak
37 oC-os vizfiirdd

Anyagok: pH=5.8, 6.3, 6.8, 7.3 és 7.8-as 0.1 M NaH,POg4-NayHPOy4,
pufterek, amelyek 1 mM MgClp-ot és 3 mM NaN3-ot is
tartalmaznak.

pH=8.3, 8.8, 9.3 és 9.8-as 0.1 M Tris-HCl pufferek, amelyek 1
mM MgClp-ot is tartalmaznak.
"B" puffer
E. coli B-galaktoziddz-oldat (enzim-oldat)
1 mM PNP-Gal-oldat az "A" pufferben elkészitve (szubsztrat)
Feladat:

Végezziink reakciosebesség meghatdrozdsokat a II. fejezetben lefrtaknak
megfeleloen egy olyan mintasorozat felhaszndlasaval, melyben a mintdk 0.5 ml szubsztratot €s
0.45 ml kiilonbozd pH-ju puffert tartalmaznak a pH 5.8-9.8 tartomdnyban. Az 50 pl
enzimoldattal nyert sebességeket dbrdzoljuk a pH fiiggvényében és értelmezziik a kapott
gorbét. A maximdlis sebesség feléhez tartozé pH-érték jo kozelitéssel az enzim katalizisben
résztvevo disszocidbilis csoportjainak pK értékével (pK= a savi disszocidcids dllandé negativ
logaritmusa) egyenld. A savi disszocidcids 4allandot nemlinedris illesztéssel, a Grafit
enzimkinetikai program segitségével is meghatdrozzuk. A kapott pK értékek alapjan probéljuk
megallapitani a katalitikus aminosavak tipusat, ill. ezen csoportok katalizisben betdltott
szerepét.
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PLAZMID DNS GYORS IZOLALASA (GYORS TESZT)

A DNS in vitro manipuldlasdnak elsd 1épését a vektor DNS €és a klonozandé DNS
izoldldsa jelenti. A DNS tisztitdsanak alapvetd I€pései a kovetkezok: (1) az oldhatd, nagy
molekulatomegli DNS kiszabaditdsa a szétroncsolt sejtfal és sejtmembrantormelékbol; (2) a
DNS-protein komplexek (polimerdz, ligdz, rekombindz, endonukledz, repair enzimek,
virusgenom esetén burokfehérjék stb.) felbontdsa denaturaldssal vagy protedzos emésztéssel;
(3) a DNS szepardldsa mas makromolekulaktol.

A baktériumok genomidlis DNS-ének tisztitdsa a sejtfal gyengitésével kezdddik
(fagyasztas-felolvasztds vagy lizozimes kezelés). A sejtek szétroncsoldsa (lizis) detergensek
(Na-dodecil-szulfat, SDS) segitségével torténik. Ezt kovetden a lizalt sejtek oldatit pankredsz
ribonukledzzal és protedzzal kezelve szabadulnak meg az RNS-tdl és a fehérjéktdl. A
visszamaradé fehérjék és oligonukleotidok szerves oldoszerrel (fenol) torténd extrakcidval
tavolithatdk el. A viszkézus vizes fazisban maradd genomidlis DNS-t alkohollal kicsapva, majd
végiil a kivant pufferrel szemben dializdlva lehet megszabadulni a fehérje, oligonukleotid,
detergens és szerves oldoszer szennyezéstol. Esetenként tovabbi CsCly gradiens
centrifugaldssal torténd tisztitasra is sziikség van. Atlagosan 1 liter baktérium kultirabl 2-5
mg 50 x100 dtlagos méltomegli DNS tisztithatd ilyen médon.

Az extrakromoszomdlis DNS elemek (plazmidok és bakteriofdgok) tisztitdsa sordn a
prepardtumot szennyezd kromoszomadlis DNS mennyiségének csokkentése a cél. Az izoldlasi
mobdszerek hétterében az a tapasztalat all, hogy az alkalikus pH-n denaturdlt (egyszald)
plazmid DNS kovalensen zart cirkuldris, azaz "szupercoiled" (szuperfelcsavarodott) volta
miatt nagyobb sebességgel renaturdlodik (képez kettds hélixet) neutrdlis pH-ra 4llitva, mint a
kromoszémadlis DNS. Egy masik ilyen kiilonbség, hogy a szuperfelcsavarodott DNS (plazmid)
tobb festéket (pl. etidium-bromid, interkaldlddé dgens) képes megkdtni, mint a relaxalt linedris
DNS, és igy a festékkomplex slrlisége is nagyobb lesz, ami lehetové teszi egyensulyi
stiriiséggradiens centrifugdldssal vagy ligandként kotott festéket (akridin-narancs vagy fenol-
vords) tartalmazo affingélen torténd szétvalasztasukat. A kis molekulatomegl szennyezo
anyagok (oligonukleotidok és oligopeptidek) eltavolitdsira Sephadex G-50 vagy BioGel
AS50m matrixon torténd gélsziréssel nyilik lehetdség.

Olyan esetekben, ha az izoldlt plazmid DNS-t azért izolaljuk, hogy (1) bizonyitsuk a
plazmid jelenlétét a gazdasejtekben, vagy (2) a plazmid kozelitd nagysdgat kivanjuk
megallapitani, vagy pedig (3) limitalt restrikcios hasitohely analizis végrehajtdsa a cél, nincs
sziikség mg mennyiségll plazmid DNS izoldlasara. Szamos mddszert irtak le részlegesen tiszta
plazmid DNS gyors kinyerésére (gyorsteszt DNS), melyek lényege a szuperfelcsavarodott
abban az esetben van jelentdsége, amikor nagy szdmu transzforméns baktériumkoloniat kell
megvizsgélni a rekombindns DNS jelenléte szempontjabol.

Kromoszémélis DNS kinyerése eukaridta sejtekbdl eltérd technikat igényel a sejtmag
és a sejtorganellumok jelenléte miatt. Amennyiben a magi vagy az organellris (kloroplaszt
vagy mitochondrium) DNS szelektiv izoldldsa a cél, a sejteket egy enyhe lizisnek vetik ala,
melynek sordn ezek az organellumok nem sériilnek, €s buoyant slriségiik és detergens
érzékenységiik eltérd volta miatt homogenitdsig tisztithatok. A DNS ezt kovetden lizissel
szabadithat6 ki és a fentebbiekhez hasonlé mddon tisztithato.

A tisztitott DNS koncentricidjanak €s tisztasdgi fokdnak meghatdrozasa
spektrofotometridsan torténik 260 nm-es hullimhosszon ahol a dupla helikalis DNS maximalis
elnyelést mutat. Az Aygy=0.1 abszorbanciaérték 5 ug/ml DNS koncentracionak felel meg.
Ugyanakkor ezen a hullimhosszon elnyelést mutatnak az RNS, a szerves olddszerek,
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detergensek és a fehérjék is. A DNS prepardtum tisztasdgdnak jellemzésére az A,qn/Arg
arany haszndlhat6, amely tiszta E. coli DNS esetében 1.95.

Anyagok: SET puffer: 20% szachar6z, 50 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI pH 7.6.

Lizis keverék: 1% SDS, 0.2 M NaOH (készitsiink frisset
kéthetenként).

3.0 M Na-acetét puffer, pH 4.8.

RNa4z puffer: Pankredsz ribonukledz A, 10 mg/ml: 0.1 M Na-acetét,
0.3 mM EDTA, pH 4.8 oldatban készitve, amelyet el6zdleg 10 percig
80 °C-on melegitettiink.

Izopropanol.

Etanol: 70%.

Viz (bdH>O): steril, bidesztillalt.

Luria médium (LB): 3 mlL

Jég.

Feladat:

10.

11.

Els6 nap

Novessziink pBR329, pPV33 és pPV501 plazmidot hordoz6 RR1 sejtekbdl hdrom
1.5 ml-es LB kultirét a sejtndvekedés staciondrius fazisdig.

Ontsiik a kultdrdkat kiilon mikrocentrifuga csévekbe és centrifugaljuk 0.5 percig. (A
centrifugélasi 1épéseket mindig 1.5 ml-es csovekben kell végrehajtani.)

A sejteket alaposan szuszpendaljuk fel 1-1 ml SET pufferben 1 perces kevertetéssel
kémcsokevero felhaszndlasaval.

Centrifugdljuk le a sejteket 1 perc alatt, majd szuszpendéljuk fel 150-150 ul SET
pufterben.

Adjunk a csovekhez 5-5 pul RN4z puffert és kevertessiik meg dket. Adjunk 350-350 pl
lizis keveréket szobahomérsékleten. Kevertessiik 1 masodpercig. Az oldatok ekkor
kitisztulnak.

Tegyiik a csoveket jégre és 10 percig inkubéljuk dket.

Meérjiink 250-250 pl Na-acetat puffert a centrifugacsovekbe €s azokat tobbszor
megforditva keverjiik 6ssze a mar benne 1évo eleggyel. Inkubaljuk a csdveket 30
percig jégen. Ennek hatdsara a SDS €s a denaturalt kromoszomalis DNS kicsapddik az
oldatbol.

Centrifugdljuk az oldatokat 5 percig 4 °C-on. A feliilliszékat (kb. 700 pl) pipettazzuk
tiszta centrifugacsovekbe.

Mérjiink a csdvekbe a feliilisz6 térfogatanak megfeleld mennyiségll izopropanolt. A
csOoveket tobbszor forditsuk meg és vissza, majd szobahomérsékleten centrifugaljuk
oket tjabb 5 percen at. A csoveket megforditva Ontsiik ki az izopropanolt.

Mossuk a DNS-t 1 ml 70%-os etanollal. Centrifugaljuk az oldatokat 5 percig
szobahdmérsékleten. Ontsiik le az etanolt és szdritsuk a csoveket vakuum alatt 10
percen keresztiil.

A restrikcids emésztésekhez 1-2 pl igy elkészitett gyors teszt DNS-t hasznaljunk.

Megjegyzés:Ha a restrikcids emésztés nem megy végbe teljesen, akkor iktassunk be egy
mdsodik 70%-os etanolos mosdsi 1épést is.
Ezt a mddszert hasznalhatjuk M13 RF DNS izolaldsa esetén is
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PLAZMID ES E. COLI KROMOSZOMALIS DNS HASITASA RESTRIKCIOS
ENDONUKLEAZZAL

A restrikcids endonukledzok felfedezése tette lehetové a rekombindns DNS
technoldgia kifejlodését. Ezek az enzimek képesek a DNS szekvenciaspecifikus hasitaséra, s
igy magara az enzimre és a DNS-re jellemzd hasitasi mintdzat létrehozdsdra, azaz a kettds
szala  DNS ugynevezett restrikcids (korlatozott) fragmentumokra tOrténd bontésara.
Elofordulasuk a mikroorganizmusok korében dltaldnosnak mondhatd.

A baktériumok restrikcids-modifik4ciés rendszerének felfedezéséhez az tgynevezett
gazdaspecifitds jelenségének felismerése vezetett: azaz egy adott E. coli torzsben felszaporitott
lambda bakteriofdg fertdozoképessége nagyobb ugyanarra a torzsre nézve, mint egy masikra.
Ez a rendszer az E. coli-ban harom kapcsolt gén mikodését tételezi fol. A hsdM génterméke
specifikus helyeken metildlja a DNS-t, hogy ezzel megvédje a hsdR 4ltal kddolt endonukledz
hatdsatol. A hsdS termékére a mésik két enzim specifitdsdnak meghatdrozdsaban van sziikség.
Ez a rendszer a sejtbe fertdzés, konjugacié vagy transzformacié utjan bejutott DNS lebontdsat
végzi, ha az nem rendelkezik a megfeleldo metildltsdgi mintdzattal. A restrikcids enzimek
fiziologiai funkcidja pontosan még nem tisztazott, €s a fertozések elleni védekezés mellett az
ugynevezett "helyspecifikus illegitim rekombindcié"-ban jatszhat még szerepet, amely lehetové
teszi a genetikailag nem rokon organizmusok kozotti géncserét is.

A restrikciés-modifik4cids rendszer endonukledzait, amelyek, multimer enzimek 1évén,
képesek mind metilezési, mind pedig hasitdsi miveletek végrehajtasara, I. tipustaknak
nevezziik. A restrikcids endonukledzok egy masik csoportjanak (II. tipus) tagjai monomer-
monofunkcids enzimeket tartalmaznak. Mivel ez utébbiak kozott vannak olyanok, amelyek
ragadds (kohéziv) hasitdsi végeket képesek 1étrehozni a kétszali DNS-en, ezek valtak a DNS
analizis €és djrastruktirdlds elsddleges eszkozeivé. Az eddig felfedezett mintegy 250 restrikcids
enzim elnevezési rendszerének elve a kovetkezd: az elsd hdrom betll a forrds organizmus nevét
takarja, és ezt kovetheti egy ujabb, a torzset azonosito betll. Majd az ezutdn all6 rémai szam
az enzimnek az adott organizmusban val6 felfedezési sorrendjére utal. Példaképpen: a Hinfl a
Haemophilus influenzae baktérium f torzsében elsoként felfedezett restrikciés endonukledzt
jeloli.

A kiilonb6zo restrikcidés endonukledzok specificitdsa és hasitdsi méodja jellemzd az

enzimekre, néha tokéletes egyezést is mutathat (perfekt isoschizomereknek). Elofordul az is,
hogy a hasitasi hely specificitds azonos, a hasitds moddja viszont eltérd (imperfekt
isoschizomerek). A II. tipusu restrikcidos endonukleazok felismerési helye a DNS-en éltalaban
4 (tetramer), 5 (pentamer) vagy 6 (hexamer) nukleotid hosszusagu, €s legtobbszor palindrom
(kétoldali forgdsszimetrikus) szekvencidt mutat. Ez annyit jelent, hogy a DNS egyik szdlanak
szekvencidja megegyezik a komplementer szdléval, amennyiben azt 5'-3' irdnyban olvassuk.
A felismerdhely hosszisidga hatdssal van annak egy adott DNS-ben valo elofordulasi
gyakorisdgdra, ami hozzdvetdleg (1/4)N, ahol N a restrikciés szekvencia hossza. A
hasitohelyek vérhat6 szamat az adott DNS hosszdnak és a hasitéhelyek gyakorisdganak
szorzata becsli. (Az EcoRI enzim hasitohelyeinek szdma 5000 bp-onként egy.)

Tetranukleotid Pentanukleotid Hexanukleotid
Alul  AG|CT EcoRII |CCAGG Aval C|PyCGPuG
Haelll GG|CC Hinfl G|ANTC BamHI G|CATCC
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Hhal GCG|C Bglll A|GATCT

Hpall C|CGG Ball TGG|CCA

Mbol |GATC EcoRI G|AATCC
Tagl T|CGA Hphl GGTGA(N)g| HindIII A|AGCTT

Mboll GAAGA(N)g| Hpal GTT|AAC

Pstl CTGCA|G

Xmal ClCCGGG

Dpnl GA|TC Smal CCC|GGG

amikor médositott Haell PuGCGC|Py

Hincll GTPy|PuAC

A kettds szali DNS-en a restrikcios enzimek 4ltaldban a hasitéhely haromféle
pozicidjaban vighatnak: (1) kdozéppontban és tompa véget 1étrehozva (Haelll), (2) kdzéptdl
balra és ragadds végeket kialakitva 5' foszfat csoporttal (EcoRI) vagy (3) kozépponttdl jobbra
és ragados végeket képezve 3' foszfat csoporttal. Egyesek teljesen szokatlan médon hasitjak a
DNS-t, pl. az Mbol:

5'-GAAGANNNNNNNN |-3'
3-CT TCT NNNNNNN|-5'

Mindamellett a hasitds sordn fenndllo koriilmények (pH, ionerdsség, glicerol)
befolydsolhatjak az enzimek specificitasat, ezért a restrikciés emésztések soran mindig az adott
enzimnek megfeleld koriilményeket kell alkalmazni. A DNS emésztését kovetden gyakran
sziikséges az endonukledz inaktivaldsa, ami 65 OC-on torténd 5 perces inkubdldssal, vagy
horezisztens enzimek (BamHI, Haelll) esetén mas mddszerrel vitelezhetd ki. Az tigynevezett
"ledllitd keverék" (Stop Mix), amelyet a DNS mintdhoz a gélelektroforézist megeldzden
adunk, fehérje denaturdlé 4agenst (SDS vagy urea) tartalmaz, ami ugyancsak inaktivilja az
enzimet. Alternativ lehetdség a DNS fenol-kloroformos extrakcid utjan vald elkiilonitése a
fehérjéktol (lasd elozo gyakorlat).

Annak ellenére, hogy ma méar mintegy 40 restrikcids enzim férhetd hozzd a piacrodl
sokszor felmeriil a hasitohelyek egymdsba torténd atalakitdsanak igénye, azaz, hogy példaul
egy tompa végekre hasadod restrikcios szekvencidt egy ragadds végekre hasadd szekvencidva
véltéztassunk. Ezeket a manipuldcidkat (1) szintetikus oligonukleotid tipusu restrikcids hely
kapcsolok (restriction site linker) vagy (2) DNS-médosité enzimek (DNS-polimeraz Klenow-
fragment, T4 DNS-polimerdz) segitségével lehet kivitelezni.

A jelen gyakorlat sordn megismerkediink a gyorsteszt és a tisztitott plazmid és
kromoszomadlis DNS restrikcidos emésztésének koriilményeivel és a hasitdsi mintdzat gél
elektroforézissel torténd elemzési modszerével.

Anyagok: PstI reakci6 puffer (10X): 200 mM Tris-HCl pH 7.5, 100 mM MgCly,
500 mM (NHy4)>SOy4.
Hindlll reakci6 puffer (10X): 200 mM Tris-HCI pH 7.5, 70 mM
MgCly, 500 mM NacCl, 70 mM 2-merkaptoetanol.
Pstl endonukledz: 1 egység/ul higitasban.
Hindlll endonukleaz: 1 egység/pl higitasban.
Higit6 puffer: 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 100 mM NaCl, 0.1 mM
NayEDTA, 1 mM ditiotreitol (Cleland reagens), 50 % glicerol, 500
pg/ml BSA.
Reakciot leallité puffer: 5 M urea, 10 % glicerol, 0.5 %SDS, 0.025 %
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xylol cianol FF, 0.025 % bromfenolkék WS.
Gyors teszt plazmid DNS

Tisztitott plazmid DNS

E. coli kromoszoémalis DNS

Lambda bakteriofag DNS

Viz (bdHpO): Steril bidesztillalt.

Megjegyzés:

A restrikciés endonukledzokat a kisérlet megkezdését kozvetleniil megelozoen kell a
az egységnyi aktivitdsnak az az enzimmennyiség felel meg, amely 1 ug pBR329 vagy A DNS-t
1 o6ra alatt hasit el a megfeleld reakciokoriilmények kozott. A DNS hasitasanak aktudlis
sebességét befolydsolhatja a DNS minta tisztasdga és a DNS-en taldlhaté hasitohelyek
szamdnak ardnya a standard DNS-en taldlhatékéhoz. A jelen gyakorlatban igy esetleg tobb
vagy kevesebb mint 1 egység enzimre van sziikség a teljes emésztés eléréséhez. A gyakorlat
soran plazmid és bakteridlis DNS preparaldsa folyik elektroforetikus analizis és ligalds céljara.
A folyamat sordn az emésztett és emésztetlen plazmid és a kromoszomélis DNS (gyors teszt
és tisztitott) mintdzata keriil 6sszehasonlitasra. A gyakorlathoz tartozik még a molekulatomeg
markerek elkészitése, amelyekre a restrikciés mintdzat elektroforetikus jellemzésében a DNS
fragmentek méretének meghatdrozasdhoz van sziikség.

Elovigyazatossagi pontok

1. Az enzimreakciok élesben torténd Osszedllitasat megelozoen gyakoroljuk a
mikropipetta® haszndlatat viz vagy puffer mikrocentrifuga csovekbe torténd
bemérésével.

2. Minden egyes étvitelhez tiszta pipettahegyet (vagy mikrokapilldrist) kell haszndlni.
Ezzel a reaktdnsok egymassal torténd elszennyezését (pl. DNS-t az enzimmel, az
enzimet a pufferrel vagy bdH>O-val). Ha a pipettahegy a reaktdnsokon vagy a tiszta
tivegedényeken kiviil bArmi mashoz hozzaér, 4 hegyre kell cserélni azt.

Feladat:
Els6 nap

1. Mikropipetta segitségével allitsuk 0ssze a restrikcios endonukledzos emésztési
reakcidelegyet 1.5 ml-es mikrocentrifugacsdoben az aldbbiak szerint. A reaktansokat €s

a reakciocsoveket tartsuk mindig jégen, a reaktdnsok bemérését pedig a bdH»O-t0l
kezdjiik és a DNS-sel fejezziik be.

* Mikropipettdz6 berendezés: a kutatémunkaban két leggyakrabban hasznalt mikropipetta tipus a Gilson Model
P-20D (0 ul-20 ul) és a P-200D (0 pl-200 pl) Pipetman (West Coast Scientific, Inc.).
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1. Reakcio 2. Reakcio

ul ul
pBR329 gyors teszt DNS 2 pPV33 gyors teszt DNS 1
1 egység Pstl endo. 1 1 egység Pstl endo.
10X PstI puffer 1.5 10X PstI puffer .
bdH»O 10.5 bdH»O 10.5
15 15
3. Reakcio
ul
pPV501 gyors teszt DNS 1
1 egység Pstl endo. 1
10X PstI puffer 1.5
bdH»O 10.5
15

2. Miutan a pBR329 gyors teszt DNS-t hozzdadtuk az 1. reakcidhoz, kevertessiik 2
mdsodpercig kémcsokeverod segitségével, majd rogton ezutdn mérjiink 7 pl-t egy 3 pul
reakcidledllité keveréket tartalmaz6 mikrocentrifuga csdbe. Ez a minta lesz az
emésztetlen kontrol gyors teszt DNS.

3. Helyezziik az 1., 2. és a 3. reakci6t a jégrol 37 ©C-ra és inkubdljuk 30 percig. Allitsuk
le a reakcidkat reakcidledllito keverék hozzdadasdval: adjunk 3 pl-t az 1-hoz illetve 5-
S ul-t a 2. és 3-hoz.

4. A fentieknek megfeleloen éllitsuk Ossze a kovetkezd emésztési reakcidkat a tisztitott
pBR329, pPV33 és a pPV501 plazmid DNS felhasznalasaval.

4. Reakcio 5. Reakci6
ul ul
3 ?g tisztitott pBR329 DNS 6 0.5 ?g tisztitott pPV33 DNS 1
3 egység Pstl endo. 3 1 egység Pstl endo. 1
10X PstI puffer 2 10X PstI puffer 1.5
bdH»O 9 bdH»O 7
10 10
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6. Reakcio 7. Reakcio

w w
0.5 ?g tisztitott pPV501 DNS 1 3 ?g tisztitott pBR329 DNS 6
1 egység Pstl endo. 1 3 egység Hindlll endo. 3
10X PstI puffer 1.5 10X HindlIlI puffer 2
bdH»O 7 bdH»O 9
20 20

Megjegyzés:

A reakci6khoz adott DNS-oldatok térfogata egy feltételezett 0.5 pg/ 71 DNS

koncentracion alapul. A plazmid DNS-t ennek megfelelden kell meghigitani vagy
bekoncentrdlni. Altaldnos szabdly, hogy a a hozzdadott DNS térfogata ne haladja meg a teljes
reakcidtérfogat 50 %-at.

5. Miutén a tisztitott pBR329 DNS-t hozzdadtuk a 4. és a 7. reakci6hoz, kevertessiik 2
mdsodpercig kémcsokeverod segitségével, majd rogton ezutan a 4. reakciobol mérjiink
1 ul-t egy 9 ul reakcidledllito keveréket tartalmazé mikrocentrifuga csobe. Ez a minta
lesz az emésztetlen kontrol a 4. reakcidhoz.

6. Helyezziik a 4. és a 7. reakciot a jégrol 37 OC-ra és inkubéljuk 1 6ran at. A reakcidkat
helyezziik mélyhtitobe (-20 ©C), amivel leéllitjuk a restrikcios emésztést. Mielott -20
OC-ra tennénk a reakciokat, vegyiink 1-1 pl-t két mikrocentrifuga csobe, melyekbe
elozodleg 9-9 ul reakcidleallité keveréket mértiink be. Ezeket a mintakat hasznaljuk
majd az emésztés mértékének gél elektroforézissel torténd meghatarozdsihoz.

7. Az 5. és a 6. reakci6t inkubéljuk 37 ©C-on 30 percig. Allitsuk le a két reakciét 10 ul
reakcidledllité keverék hozzdadasaval.

8. A reakcidledllité keveréket tartalmazé mintdkat 4 ©C-on taroljuk az elektroforetikus
vizsgélat végrehajtdsaig.
Masodik nap

1. Allitsuk 6ssze a kovetkezd restrikciés enzimes emésztéseket E. coli (AB257)
kromoszomélis DNS és nagy molekulatomegli ADNS felhasznaldsaval.

8. Reakcid 9. Reakcio

Thl ul

4 ug E. coli DNS 8 4 ug E. coli DNS 8

4 egység Hindlll endo. 4 1 egység Pstl endo. 4

10X HindlIll puffer 2 10X PstI puffer 2

bdH»O 6 bdH»O 6

20 20

106



10. Reakcio

10 ?g E. coli DNS

4 egység Hindlll endo.

10X HindlIlI puffer

bdH,0

Megjegyzés:

A reakcidkhoz adott DNS-oldatok térfogata egy feltételezett 0.5 wg/ ul DNS
koncentracion alapul. Az E. coli és a A DNS-t ennek megfelelden kell meghigitani vagy
bekoncentrdlni. Az enzimreakciok 0sszefoglalasat az 1. tdbldzat adja meg.

Elsé nap

Reakcidk
DNS
Enzim
Reakcid
térfogat
Inkubécids
1dd 30 perc
Leallitas
Végsd
térfogat
Kontrol
minta
Ellenorzo
minta

Masodik nap

Reakcidk
DNS
Enzim
Reakcid
térfogat
Inkubécids
ido 1 ora
Leallitas
Végsd
térfogat
Kontrol
minta
Ellenorzo
minta

1
pBR3292
Pstl

15

30 perc
3 ul RLK®

11 ul

7 ul

8

E. coli
HindlIl
20

1 6ra
-20°C

18 wl
1Tul

1Tul

2
pPV332
Pstl

15

30 perc
5 ul RLK®

20 ul

E. coli
Pstl

20

2 6ra
-20°C

I. TABLAZAT

3 4
pPV5012  pBR329P
Pstl Pstl

15 20

1 6ra 30 perc
5 ul RLK® -20°C
20 ul 18 ul

- 1Tul

- 1Tul

10

A

HindIll

50

-20°C

49 wl

1Tul
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5
pPV33b
Pstl

10

30 perc

6 7
pPV501>  pBR329P
Pstl Hindlll
10 20

1 6ra

10 ul RLKC 10 pl RLK® 10 ul RLK®

20 ul

20 ul 19 ul



Miutén az E. coli és a A DNS-t hozzaadtuk a tobbi komponenshez, keverjiikk meg az
0sszes csovet kémcsokeverd segitségével 2 masodpercig, majd ezt kovetden a 8. és a
9. reakciobol mérjiink 1-1 pl-t két 9-9 ul reakcidleallité keveréket tartalmazo
mikrocentrifuga csdbe. Ez a minta képezi majd az emésztetlen kromoszémalis DNS
kontrolt.

Helyezziik a a harom reakciocsovet a jégrol 37 ©C-ra és inkubdljuk a 8. és 9. reakcidt
1 6rén at, a 10. reakcidt pedig 2 6rdn keresztiil. A reakcidkat helyezziik mélyhiitdbe (-
20 ©C), amivel ledllitjuk a restrikcios emésztést. Lefagyasztas elott még vegyiink 1-1
pl mintat a reakciokbdl €s tegyiik 9-9 ul reakcidleallité keveréket tartalmazo
mikrocentrifuga csovekbe. Ezeket a mintdkat haszndljuk majd az emésztés
mértékének kovetéséhez.
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REAGENSEK KESZITESENEK RECEPTJEI

Reagensek a ''Szénhidratok vizsgalata'' cimii gyakorlathoz

1. Anthron reagens:

500 mg etanolbdl atkristédlyositott tiszta anthront és 10 g alt. tiokarbamidot oldunk 1000
ml 72%-o0s kénsavban, rdzogatds kozben 80-900C-on. (72%-os kénsav készitése: 280 ml
desztilldlt vizhez lassan kevergetés kdzben 220 ml 1,84 fs-u kénsavat adunk).
Az anyagok felolddsa utdn az oldatot lehdtjiik. 2 hétig j€gszekrényben tarolhatjuk.

2. Barfoed reagens:

24 g rézacetéitot 450 ml forrd desztillalt vizben oldunk. (Ha csapadék képzddik, nem kell
szlirni.) Majd rogton 25 ml 8,5%-os tejsavoldatot adunk a forré oldathoz. Razas kozben a
csapadék feloldodik. Hités utdn 500 ml-re toltjiik fel.

3. Benedict reagens:

a.) 173 g nétrium-citratot és 100 g vizmentes ndtrium-karbonétot oldjunk kb. 800 ml
vizben melegitéssel. Szirjiik az oldatot.

b.) 17,3 g rézszulfatot oldjunk 100 ml vizben.
A 'b. oldatot Ontsiik keveréssel az a. oldathoz és azutan egészitsiik ki az oldatot 1000 ml-re.

4. Bial reagens:

a.) 0,025 g vaskloridot 2,5 ml desztillalt vizben feloldjuk.
b.) 3 g orcint 1000 ml cc. sésavban feloldunk. Old6dds utdn az a.€s b. oldatokat
0sszeontjiik.

5. Fehling I:
34,69 g rézszulfitot vizben oldunk és az oldatot 500 ml-re ontjiik fel.
6. Fehling I1:
125 g NaOH-t és 173 g KNa-tartarat-ot oldunk vizben és 500 ml-re t6ltjiik fel.

7. Seliwanoff reagens:

0,05 g rezorcinolt oldunk 100 ml 25%-os sésavban.

8. Somogyi A oldat:

25 g vizmentes NapCOs-ot, 25 g KNa-tartaratot, 20 g NaHCOz3-ot és 200 g vizmentes
NapSOg4-ot vizben oldunk és 1000 ml-re egészitjiik ki.
Az oldat ne hiiljon soha 200C al4.
9. Somogyi B oldat:
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15%-0s CuSO4- 5H70 amely 100 ml-ként 1-2 csepp cc. H»SOg4-t tartalmaz.

10. Nelson C oldat:

a.) 25 g (NH4)2MoOy4-t oldunk 450 ml vizben és 21 ml cc.H2SO4-t adunk hozza alland6
keverés kozben.

b.) 3 g NapHAsO4-7HO-t oldunk 25 ml vizben.
Old6dés utdn az a.€s b. oldatokat Osszeodntjiik €s hiitdben taroljuk.

11. Kaliumjodidos-j6d -oldat:

12,5 g Kl-ot oldunk 12,5 ml desztilllt vizben, hozzdadunk 0,038 I>-ot majd 1,5 ml
cc.HCI-t. Az elegyet 500 ml-re egészitjuk ki desztillalt vizzel.

12. Dializalt Fe oldat:

600 ml 60 %-os FeCl3-ot higitsunk 4 1 vizzel. Adjunk az oldathoz 10 %-os NH4OH
oldatot alland6 keverés mellett mig az ammonia szaga érezhetdové vélik. Szirjiik és mossuk a
csapadékot vizzel, aztan oldjuk 100 cm3 60 %-os FeCl3 oldatban keveréssel és enyhe
melegitéssel. Helyeziik az oldatot dializald zsdkba €s dializaljuk &4lland6an kevert vizben egy
éjszakdn at. 2.8 dm3-re egészitsiik ki az oldatot. Stabil, tobb évig eldll. A dializalt vas oldat
kivéloan alkalmas a tej fehérjéinek kicsapdsdara, mivel nagy, pehelyszer csapadékot ad, ami jo1
szlirhetd vagy centrifugdlhato.

13. Difenilamin-anilin reagens:

4 g difenilamint 200 ml-es mérolombikban feloldunk 100 ml acetonban. Hiités kozben
hozz4a adunk 4 ml anilint. Ha az oldat kitisztult hozza adunk 20 ml 85 %-os H3PO4-at és
acetonnal 200 ml-re toltjiik. Sotét iivegben, hiitdszekrényben taroljuk.

o, o'-dipiridil reagens:

1 g o, o'-dipiridil oldva 100 ml etanolban.

Reagensek a ''Lipidek vizsgalata'' cimi gyakorlathoz:

1. Dragendorff reagens:

a.) 1,7 g bizmut(IIl)-nitritot és 20 g borkdsavat oldunk 80 ml vizben.

b.) 16 g kdlium-jodidot oldunk 40 ml vizben.

Reagens oldat: egyenld térfogatd a. és b. oldatot elegyitiink. A reagens hlitdben

tartva néhany honapig stabil.

Elohivo oldat: 10 g borkdsavat oldunk 50 ml vizben és 10 ml reagens oldatot adunk
hozz4.
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2. Molibdenét reagens:

Kb. 5-10%-0s etanolos molibdato-foszforsav oldat.A foltok intenzivebbé tételéhez a
bepermetezett lemezt melegitsiik 1200C-on.

Reagensek a ''Nukleinsavak vizsgalata'' cimi gyakorlathoz:

1. Difenilamin oldat:

1,5 g difenilamin, 1,5 ml cc.H2SOy4, 100 ml jégecet elegyében oldva.

2. NaCl-Na dodecilszulfat oldat:

0,2 M-o0s NaCl, 0,05%-os Na-dodecilszulfat, 0,05 M-os EDTA, pH=8.
3. Orcin-oldat:

0,4 g orcin 0,27 g ferri-ammonium-szulfat oldva 10 ml desztillalt vizben amihez mérés
elott 1 ml-hez 19 ml cc.HCI-t adunk.

4. 10%-o0s ammonium-molibdenat oldat:

10 g vegyiilet oldva 100 ml 10 N kénsavban.

5. Foszfor torzsoldat:

1.096 g KH,PO, -ot oldunk 250 ml vizben. Az oldatot mérés eldtt tizszeresére higitjuk.

Reagensek a ''Fehérjék vizsgalata' cimii gyakorlathoz

1. Biuret reagens:

3 g kristalyos rézszulfatot és 6 g kdlium-nétrium-tartardtot kb. 500 ml desztilldlt vizben
oldunk fel, majd hozzdadunk alland6 keverés kdzben 300 ml 20%-o0s néatrium-hidroxidot és
feltoltjiik 1000 ml-re.

2. Fenolos viz:

30 ml fenolt desztillalt vizzel 100 ml-re egészitjiik ki.

3. Fehérjeoldat kicsapashoz:

A tojasfehérjét 19-20-szoros térfogatu desztillalt vizzel osszekeverjiik és tobbszoros
gézrétegen megszirjik.

4. Fehérjeoldat dializishez és kis6zashoz:

Egy tojasfehérjét oldunk 250 ml desztillalt vizben és 100 ml telitett NaCl-ban majd
gézrétegen szlrjiik.
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5. KI-os higanyjodid:

0,5 g Hglp-ot 50 ml desztilldlt vizhez adunk €s addig adunk hozz4 KI-ot amig a Hgl, fel
nem oldédik.

6. Kromatografal6 puffer pH= 3.28

14,1 g citromsavat, 8 g NaOH-t, 12,3 ml 37%-o0s HCl-ot és 100 ml glicerint oldunk
desztillalt vizben és 1000 ml-re egészitjiik ki.

7. Millon reagens:

I ml higanyt 9 ml 1,5 fs-u salétromsavban oldunk (6vatosan j6l1 szivé fiilke alatt).
Desztilldlt vizzel 2-szeresére higitjuk, (azonos térfogatu desztilldlt vizzel) majd néhdny 6rai
allas utdn zsugoritott tivegsziron szlrjiik.

8. 30%-0s poliakrilamid:

29,2 g akrilamid és 0,8g biszakrilamid 100 ml-es mérolombikban desztilllt vizben oldva.
(40C-on, sotétben egy honapig elttarthatd.)

9. 1.5 M-os Tris-HCI puffer, pH=8.8:

18,15 g Tris-t feloldunk 60 ml desztilldlt vizben, az oldat pH-jat 2 M-os sésavval (kb.
12.5 ml kell) 8.8-re allitjuk, majd 100 ml-re egészitjiik ki.
Tris=trisz-(hidroxi-metil )-amino-metan.

10. 0,5 M-os Tris HCI puffer, pH=6.8:

6 g Trist feloldunk 60 ml desztilllt vizben, az oldat pH-jat 2 M-os sésavval (kb. 16,5 ml
kell) 6,8-re allitjuk, majd 100 ml-re kiegészitjiik.

11. 10%-0s SDS oldat (SDS=natrium-lauril-szulfat):

10 g SDS-t gyenge kevertetés kozben oldunk 100 ml desztillalt vizben.

12. Minta puffer:

4 ml desztilldlt viz, 1 ml 10. puffer, 0,8 ml glicerin, 1,6 ml 11. oldat, 0,4 ml 2-
merkaptoetanol és 0,5 ml 0,05%-os bromfenolkék oldat.

13. Elektrolizalo puffer, pH=8.3:

15 g Trist, 72 g glicint és 5 g SDS-t gyenge kevertetés kozben oldunk desztillalt vizben
1000 ml-es mérdlombikban. Futtatds elott 60 ml-t 300 ml-re higitunk beldle.

14. 10%-0s ammoénium-perszulfat, (NH4)2S20g , (frissen készitve):
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10 mg vegyiilet oldva 100 ?1 desztilllt vizben.

15. 0,1%-0s Coomassie-blue a gélek festéséhez:

0,5 g Coomassie-blue-t és 250 g TCA-t oldunk desztilldlt vizben 500 ml-es
mérolombikba.

16. Mosé oldat:

8 tf.%-os ecetsav (40 ml ecetsav 500 ml-re higitva).
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