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PRZEDMOWA DO WYDANIA |1

Zmiany programOw nauczania oraz wyczerpanie poprzednich wydan skryptow do
¢wiczenh z biochemii napisanych badz wydanych jeszcze pod redakeja prof. dr hab. Wandy
Mejbaum-Katzenellenbogen sprawity, ze przygotowanie nowego podre¢cznika stalo sig¢
koniecznosciag. W ubieglym roku oddaliSmy do rak studentéw opracowanie pt.
,,Laboratorium z biochemii”, ktére wspdlnie z wydanym pod redakcja profesorow Jana
Szopy i Arkadiusza Kozubka podrecznikiem pt. ,,Molekularna organizacja komorki” miato
wypehic¢ t¢ luke dydaktyczna.

,,Laboratorium z biochemii” opracowane zostato przez zespo6t pracownikéw Instytutu

Biochemii i Biologii Molekularnej. Zakres materiatu i dobor ¢wiczen to efekt wieloletnich
doswiadczen pracownikéw dydaktycznych Instytutu prowadzacych zajecia na trzech
kierunkach studiow: biologii, biotechnologii i ochrony §rodowiska. Aby sprosta¢ réznicom
programowym, ¢wiczenia dobierano w taki sposob, by niektére moglty by¢ realizowane
podczas 5 godzinnych zaje¢ w ramach 75 godzinnego programu z biochemii, a pozostate
rozszerzono gtéwnie pod katem potrzeb studentdw biotechnologii. Zakres programu
uwzglednia, przy istniejacych mozliwosciach aparaturowych i finansowych, wymogi
stawiane przez minimum programowe dla tych kierunkéw, zapewniajac studentom
mozliwo$¢ nabycia umiejetnosci planowania eksperymentéw, wykonania podstawowych
badan biochemicznych gltéwnych grup zwigzkéw biologicznie czynnych oraz interpretacji
uzyskanych wynikow.
Po rocznej weryfikacji, uwzgledniajac zaréwno uwagi prowadzacych zajecia jak
i studentow, oddajemy drugie wydanie podrecznika, ktore w zestawieniu z poprzednim,
zostalo znacznie rozszerzone i poprawione z rdéwnoczesnym usuni¢ciem materialu
zbednego.

Tre§¢ podzielono na rozdzialty dotyczace poszczegdlnych grup zwigzkéw
chemicznych tzn. aminokwasy, biatka, enzymy, cukrowce, lipidy, kwasy nukleinowe oraz
elementy z zakresu biofizyki i biopreparatyki. Kazdy rozdzial, obok opisu ¢wiczen o
charakterze jakoSciowym 1 iloSciowym, zawiera Wwstep teoretyczny, obejmujacy
podstawowe wiadomos$ci na temat danej grupy zwiazkow, ulatwiajacy zaréwno
zrozumienie prowadzonych eksperymentow, jak i interpretacje otrzymanych wynikow.
Uzupetnieniem catosci podregcznika jest ,,Dodatek”, zawierajacy, w ujgciu tabelarycznym,
wiele informacji niezbednych w obliczeniach biochemicznych jak i sporzadzaniu np.
buforéw i podstawowych odczynnikéw chemicznych.

Mamy nadziej¢, ze opracowana forma podrecznika zyska akceptacje studentow w/w
kierunkéw na naszym Uniwersytecie jak rowniez okaze si¢ pomocna w prowadzeniu
¢wiczen z biochemii na innych uczelniach.

Wszelkie uwagi dotyczace tego podrgcznika beda mile widziane 1 zostana
uwzglednione w kolejnej jego wersji.

Autorzy












WAZNIEJSZE SKROTY I SYMBOLE

a wiasciwy wspotczynnik absorpcji

A absorbancja

ABTS s6l sodowa kwasu 2,2'-azyno-di(3-etylo-benzotiazolino-6-sulfonowego)

AccQ<Tag metoda derywatyzacji aminokwasow za pomoca karbaminianu 6-aminochinolino-N-
hydroksybursztynylo-imidu

ADH dehydrogenaza alkoholowa (ang. alcohol dehydrogenase)

ADP difosforan adenozyny

AMP monofosforan adenozyny

AMQ 6-aminochinolina

ANS s6l magnezowa kwasu 8-naftaleno-1-sulfonowego

AQC karbaminian 6-aminochinolino-N-hydroksybursztynyloimidu

ATP trifosforan adenozyny

atpA gen kodujacy podjednostke o mitochondrialnej syntazy ATP

BApNA p-nitroanilid N-benzoilo-DL-argininy

BCA kwas bicinchoninowy (ang. bicinchoninic acid)

BHA 2(3)-t-butylo-4-hydroksyanizol

BHT 2,6-di-t-butylo-p-krezol

BPDPPC 1,2-bis-(1-pirenodekanoilo)-sn-glicero-3-fosfatydylocholina

BPTI zasadowy trzustkowy inhibitor trypsyny (ang. basic pancreatic trypsin inhibitor)

BSA albumina surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumin)

C-18 wysiegnik osiemnastoweglowy (oktadecylowy) zt6z stosowanych w chromatografii
odwrdconych faz

CBB biekit brylantynowy Coomassie (ang. Coomassie Brilliant Blue)

CCCP karbonylocyjanek-3-chlorofenylohydrazonu

CHAPS 3-[(3-cholamidopropylo)-dimetyloamonio]-1-propanosulfonian

CHAPSO 3-[(3-cholamidopropylo)-dimetyloamonio]-2-hydroksypropanosulfonian

CM- karboksymetylo-

CMC krytyczne stg¢zenie micelizacji

ConA konkanawalina A; lektyna z Canavalia ensiformis

CTP trifosforan cytydyny

Da dalton (jednostka masy atomowej)

DAD 2,3,5,6-tetrametylo-p-fenylodiamina; diaminoduren

dATP trifosforan dezoksyadenozyny

DCIP dichlorofenyloindofenol

DCMU 3-(3,4-dichlorofenylo)-1,1-dimetylomocznik

dCTP trifosforan dezoksycytozyny

DEAE- dietyloaminoetylo-

DFA difenyloamina

dGTP trifosforan dezoksyguanozyny

DIFP diizopropylofluorofosforan

DMQ dimetylochinon

DMSO sulfotlenek dimetylu

DNA kwas deoksyrybonukleinowy

DNP-aminokwas dinitrofenylowa pochodna aminokwasu

DNS chlorek dansylu, chlorek 1-dimetylaminonaftyleno-5-sulfonylu

DNS kwas 3,5-dinitrosalicylowy

DPC difenylokarbazyd

DPH difenyloheksatrien

DPPC dipalmitoilofosfatydylocholina

DTNB kwas ditionitrobenzoesowy

DTT ditiotreitol

dTTP trifosforan dezoksytymidyny
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fluoresceina-PE
GLA
GOD
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HDL
HEPES
HLB
HPLC
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LDL
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PCR

diwinylosulfon

molowy wspodtczynnik absorpcji

system klasyfikacji i numeracji enzymoéw opracowany przez Enzyme Commission

etylenodiaminotetraoctan, wersenian

dtugos$é¢ fali emisji

dtugos¢ fali wzbudzenia

dinukleotyd flawinoadeninowy

karbonylocyjanek-p-trifluorometoksyfenylohydrazonu

1-fluoro-2,4-dinitrobenzen

N-5-fluoresceinotiokarbamoilo)-1,2- diheksadekanoilo - sn-glicero-fosfatydyloetanolamina

kwas gammalinolenowy

oksydaza glukozowa

trifosforan guanozyny

frakcja cigzka lipoprotein (ang. high density lipoprotein)

kwas N-(2-hydroksyetylo)piperazyno-N’-2-etanosulfonowy

rownowaga hydrofilowo-lipofilowa (ang. hydrophilic-lipophilic balance)

wysokosprawna (lub wysokoci$nieniowa) chromatografia cieczowa (ang. high performance
or high pressure liquid chromatography)

sita jonowa roztworu

lipoproteiny o posredniej gestosci (ang. intermediate density lipoprotein)

jednostka standardowa aktywnos$ci enzymu

robwnowagowa stata asocjacji

katal, jednostka aktywnos$ci enzymu

kilo-par-zasad (ang. kilo base)

stata inhibicji (dysocjacji)

stata katalityczna (liczba obrotow enzymu)

stata Michaelisa

stata Michaelisa w obecnosci inhibitora

kilo-par-zasad

lektyna z soczewicy (ang. Lens culinaris agglutinin)

lipoproteiny o matej gestosci (ang. low density lipoprotein)

lipoksygenaza

lipoksygenaza arachidonianowa

stezenie substancji w molach na litr roztworu™

dialdehyd malonowy

liposomy wielowarstwowe

mega-par-zasad

informacyjny RNA (ang. messenger RNA)

metylowiologen (parakwat)

dinukleotyd nikotynamidoadeninowy

fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego

jadrowy rezonans magnetyczny (ang. nuclear magnetic resonance)

nitrofenylo-4-guanidynobenzoesan

aldehyd o-ftalowy

fosfo-

elektroforeza w zelu poliakryloamidowym (ang. polyacrylamide gel electrophoresis)

roztwor soli fizjologicznej w 10mM buforze fosforanowym o pH fizjologicznym (ang.
phosphate buffered saline)

fosfatydylocholina

reakcja fancuchowa polimerazy

“'W tym podreczniku stosujemy powszechnie przyjety w literaturze biochemicznej skrét ,,M”, wyrazajacy
stezenie molowe substancji w litrze roztworu. Nalezy pami¢ta¢ jednak, ze zgodnie z uktadem SI stezenia

roztwor6w powinno podawac si¢ w ,,mol/dm™”.
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RNA
RNAza
RP-HPLC

rRNA

R

SBA
SDS-PAGE

SDS
SE-
SEM
snoRNA
snRNA
SP-
Suc
SUvV
ti

Ta
TBA
TBE
TCA
TE
TEAE-
TEMED
TFA
TLC
TLCK
T
Tricine
Tris

fosfatydyloetanolamina

N-(5-fluoresceinotiokarbamoilo)-1,2-diheksadekanoilo-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, sél
trimetyloamoniowa

ujemny logarytm stezenia jondow wodorowych

punkt izoelektryczny

fenyloizotiocyjanian

ujemny logarytm statej dysocjacji

fosfolipaza A,

fenylometylosulfofluorek

p-nitroanilina

p-nitrofenol

p-nitrofenylofosforan

peroksydaza

fotosystem |

jednostka ci$nienia (ang. pound per square inch)

fotosystem 11

fenylotiokarbamoilowa pochodna aminokwasu

fenylotiohydantoinowa pochodna aminokwasu

par-zasad

wspotczynnik temperaturowy

czteroetyloamino-

rodnik organiczny, np. tancuch boczny aminokwasu

wspotczynnik szybkosci przeptywu (ang. rate of flow)

kwas rybonukleinowy

rybonukleaza

wysokosprawna chromatografia cieczowa w ukladzie odwroconych faz (ang. reversed phase
HPLC)

rybosomowy RNA

czas retencji (ang. retention time)

lektyna z soi (ang. soybean agglutinin)

elektroforeza w zelu poliakryloamidowym w obecnosci SDS (ang. sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis)

s6l sodowa siarczanu dodecylu (ang. sodium dodecyl sulfate)

sulfoetylo-

sita elektromotoryczna

maty jaderkowy RNA (ang. small nucleolar RNA)

maty jadrowy RNA (ang. small nuclear RNA)

sulfopropylo-

grupa bursztynylowa

mate liposomy jednowarstwowe (ang. small unilamellar vesicles)

czas polowkowy

temperatura przytaczania

kwas tiobarbiturowy

bufor Tris — kwas borowy — EDTA

kwas trichlorooctowy

bufor Tris-HCI - EDTA

trietyloaminoetylo-

N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina

kwas trifluorooctowy

chromatografia cienkowarstwowa (ang. thin layer chromatography)

tozylolizynochlorometyloketon

temperatura topnienia

N-tri(hydroksymetylo)metyloglicyna

tris(hydroksymetylo)aminometan



transportowy (transportujacy) RNA

trifosforan tymidyny

jednostka standardowa aktywnosci enzymu (ang. U = unit)

trifosforan urydyny

$wiatlo ultrafioletowe

$wiatto widzialne

lipoproteiny o bardzo matej ggstosci (ang. very low density lipoprotein)
szybkos¢ poczatkowa reakcji

szybko$¢ maksymalna reakcji enzymatycznej

szybko$¢ maksymalna reakcji enzymatycznej w obecnosci inhibitora
lektyna z zarodkow pszenicy (ang. wheat germ agglutinin)
dehydrogenaza alkoholowa z komorek drozdzy (ang. yeast alcohol dehydrogenase)



1. ZASADY BEZPIECZENSTWA | HIGIENY PRACY W LABORATORIUM
BIOCHEMICZNYM

W laboratoriach chemicznych dochodzi do wypadkow najczesciej na skutek lekcewazenia podstawowych
przepisOw bezpieczenstwa oraz nieprzestrzegania elementarnych zasad porzadku i czystosci. Dokladna
znajomos$¢ podstawowych zasad i catkowite podporzadkowanie si¢ regulaminowi laboratorium wyrabia tak
wazne w tej pracy poczucie wspotodpowiedzialnosci przede wszystkim za zdrowie (czasami zycie) wlasne
i kolegbéw oraz drogi sprzg¢t i aparature.

Umiejetno$¢ zorganizowania bezpiecznej pracy w toku ¢wiczen jest jednym z podstawowych celow
dydaktycznych realizowanych w ramach zaje¢ laboratoryjnych.

Przedstawiajac studentom, z koniecznos$ci krétki, wykaz podstawowych zasad bezpieczenstwa i higieny
pracy liczymy, ze beda je sumiennie przestrzegali w trosce o zdrowie wlasne i kolegow.

1.1. BEZPIECZENSTWO I HIGIENA PRACY W LABORATORIUM

1. W laboratorium przebywamy w fartuchu ochronnym (zapietym na wszystkie guziki), a dlugie wlosy
sq obowigzkowo zwigzane.

2. W laboratorium nie spozywamy zadnych positkow.

Obowigzuje BEZWZGLEDNY ZAKAZ PALENIA TYTONIU w laboratorium.

4. Ze wzgledu na mozliwo$¢ zniszczenia odczynnikami chemicznymi na stotach laboratoryjnych nie
pozostawiamy zadnych rzeczy osobistych, zwtaszcza czgéci garderoby, torebek, teczek itp.

5. Nalezy przyja¢ jako zasade, ze nie uruchamia si¢ zadnych aparatow elektrycznych i elektronicznych, jezeli
nie znamy zasady ich obstugi.

6. Z gazem nalezy obchodzi¢ si¢ ostroznie. Palniki musza by¢ tak wyregulowane, aby plomien ,nie
przeskoczy!” do wnetrza palnika. Nalezy sprawdzi¢ szczelno$¢ zawordw i potaczen elastycznych. Jezeli
zachodzi konieczno$¢ podgrzania roztworu w probowce bezposrednio w ptomieniu palnika nalezy zwrdcic
uwagg, aby wylot probowki nie byt skierowany w strong twarzy wlasnej badz sgsiada.

7. OBOWIAZKOWO NALEZY POGASIC WSZYSTKIE PALNIKI, jezeli w laboratorium pracujemy
(nawet krotko) z eterem, acetonem, benzolem lub innymi cieczami oznakowanymi jako tatwopalne lub
wybuchowe.

8. Cieczy tatwopalnych nie wolno wylewa¢ do zlewu, ale do specjalnych, oznakowanych i zamykanych
szczelnie pojemnikow.

w

9. Specjalnej ostroznosci wymaga praca z wodorem, ktory z tlenem powietrza daje mieszaniny wybuchowe.
Otwieranie i zamykanie zaworéw oraz regulacj¢ ci$nienia przeprowadza¢ wyltacznie w obecnosci osoby
upowaznionej do obstugi butli ze sprezonym gazem.

10. Przy pracy z gazami trujacymi (chlor, brom, jod, chlorowodoér, siarkowodor, tlenki azotu, tlenki siarki,
tlenek wegla i inne oznakowane jako trucizny) nalezy OBOWIAZKOWO korzysta¢ z dygestorium, ktore
musi by¢ wlaczone, a szyba opuszczona ponizej poziomu ust. Pracg¢ z wyzej wymienionymi zwigzkami
nalezy prowadzi¢ w ochronnych rekawicach gumowych.

11. W ZADNYM PRZYPADKU NIE PIPETOWAC TRUCIZN USTAMI!!!

Wigkszo$¢ odczynnikéw chemicznych uzywanych przez studentéw w praktyce laboratoryjnej to zwiazki
toksyczne, dlatego tak wazne jest przestrzeganie elementarnych zasad czysto$ci zwlaszcza przy wazeniu
i rozpuszczaniu:

12. Odczynnikéw chemicznych nie wolno klasé bezposrednio na szalce wagi, lecz wazy¢ w naczynkach
wagowych lub na jednorazowych tackach plastikowych. Odczynnik pobieramy ze stoika nierdzewng tyzka
wagow3. Nigdy nie nalezy dotyka¢ palcami zadnego odczynnika!

13. Po zwazeniu nalezy zadbac, aby waga i jej otoczenie pozostato czyste. Ewentualne zabrudzenia natychmiast
usuwamy.

14. Zwazony odczynnik przenosimy ilosciowo do naczyn, w ktérych bedzie rozpuszczany lub przechowywany.

15. Po wazeniu lub rozpuszczaniu odczynnikéw chemicznych obowigzkowo nalezy umyc¢ rece.

16. Przyjmujemy jako zasade, ze odczynnik odwazony i rozpuszczony musi by¢ natychmiast opisany, tzn. na
etykiecie podana jest nazwa odczynnika, jego st¢zenie oraz data sporzadzenia.

Przestrzegajac w/w zasad dbasz o bezpieczenstwo swoje i kolegow, jak réwniez przyczyniasz si¢ do

racjonalnego i oszczgdnego wykorzystania chemikaliow.

17. Szczegblnie ostroznie obchodzimy si¢ ze stezonymi kwasami, zasadami i fenolem, ktoére groza silnymi
poparzeniami. Bezwzglednie nalezy przestrzegaé zasady, ze przy rozcienczaniu tych odczynnikow



ZAWSZE nalezy kwas/zasadg, a wigc roztwor o wysokiej gestosci/stezeniu wlewaé¢ do wody (nizsza
gestosé/stezenie). W ten sposob wlewany roztwor ,topi si¢” w wodzie, co chroni przed rozpryskami oraz
powierzchniowym wrzeniem. Pamigtaj, Zze podczas rozcienczenia wigkszosci stezonych odczynnikow
nastgpuje silne ogrzanie roztworu. Wszelkie prace ze stgzonymi kwasami lub zasadami musza byc¢
prowadzone pod wlaczonym wyciagiem, w rekawicach ochronnych i przy opuszczonej szybie.

18. Naczynia, w ktorych moze panowa¢ podwyzszone ci$nienie otwiera¢ po owinigciu w tkaning.
W eksykatorach, w ktorych panuje préznia, nalezy przed otwarciem wyrdwnaé ci$nienia przez ostrozne
otwarcie zaworu. Przy odpowietrzaniu eksykatora nalezy go owinaé recznikami lub kocem (moze ulec
peknieciu lub zgnieceniu).

1.2. PIERWSZA POMOC

Kazdy, kto przystepuje do pracy w laboratorium, musi umie¢ udzieli¢ pierwszej pomocy sobie lub koledze.

1. Poparzenie kwasami. Poparzone miejsca nalezy przemywac 5% roztworem kwasnego weglanu sodu.

2. Poparzenie silnym lugiem. Poparzone miejsca nalezy przemywac 2% roztworem kwasu bornego lub
octowego.

3. Poparzenie chlorem, jodem lub bromem. Poparzone miejsca nalezy przemywaé 1% roztworem
tiosiarczanu.

4. Poparzenie sodem lub potasem. Poparzone miejsca nalezy przemywac alkoholem etylowym. NIE
UZYWAC WODY!

5. Poparzenie oczu. Gtowe przechyli¢c do tylu, oczy przemy¢ obficie strumieniem wody (najlepiej
z tryskawki), kierujac strumien pod powieki i w kaciki oczu. OBOWIAZKOWO UDAC SIE DO
LEKARZA!

6. Drobne zranienia. Optuka¢ rane strumieniem zimnej wody. Upewnié si¢, czy w ranie nie pozostaly np.
resztki stluczonego szkta. Skaleczenie odkazi¢ 3% woda utleniong lub jodyng. Zatozy¢é opatrunek.
Wszystko, co jest potrzebne do wykonania prostego opatrunku, znajdziesz w apteczce pierwszej pomocy,
w ktorag obowigzkowo musi by¢ wyposazone kazde laboratorium.

ZAPAMIETAJ! Krew kazdej osoby jest potencjalnie materiatem zakaznym (zoltaczka, HIV, inne wirusy).

Dlatego udzielajac pierwszej pomocy ZAWSZE zaktadaj rekawice lateksowe, a wszelkie $lady krwi na stole

laboratoryjnym, podtodze, zlewie itp. usuwaj za pomocg srodkow dezynfekcyjnych (lizol, podchloryn lub silne

detergenty).

1.3. UTRZYMANIE PORZADKU I CZYSTOSCI W LABORATORIUM

1. Kazda rzecz w laboratorium musi by¢ na swoim miejscu. Wiele z nich (drobny sprzgt, odczynniki)
przeznaczone sa do wspolnego uzytku, dlatego wazne jest, aby po uzyciu wracaly na swoje miejsce.
Oszczedza to czas whasny oraz kolegow.

2. Przedmioty, ktoére w danej chwili nie sg potrzebne, nie powinny zajmowac¢ miejsca na stole laboratoryjnym
— nalezy je odstawi¢, aby nie przeszkadzaty w pracy.

3. Podczas pracy powierzchnie stoléw laboratoryjnych MUSZA BYC CZYSTE — wszelkie zachlapania
nalezy wyciera¢ $ciereczka na biezagco. Nie dopuszcza¢ do zasmiecenia stotow i podtogi resztkami bibuly,
szkta czy odczynnikéw. Ewentualne sttuczki usuwa¢ natychmiast. Pipet nie ktas¢ na stole, lecz
przechowywaé pionowo w specjalnych stojakach. Brudnego szkla nie trzymaé w szafkach, lecz my¢
w miar¢ mozliwosci na biezaco.

4. Szklo laboratoryjne myjemy szczotka roztworem detergentu, po czym doktadnie ptuczemy biezaca woda
z kranu. Na koniec przemywamy umyte szklo niewielka iloSciag wody destylowanej. Pamigtaj, ze woda
destylowana jest drogim odczynnikiem!

5. Umyte szklo najlepiej jest wysuszy¢ w suszarce i tylko suche i czyste przechowywaé w szafce.

6. W szafce wraz ze szktem NIE NALEZY przechowywaé¢ odczynnikow. Odczynniki maja zawsze swoje
miejsce przechowywania (najczesciej sg to lodowki lub szafy odczynnikowe).

7. Jezeli w trakcie pracy nie bedziemy si¢ starali sprzata¢ na biezaco, to na stole laboratoryjnym zrobi si¢
ciasno — utrudnia to prace i najczeSciej prowadzi do strat i niepotrzebnych pomytek przy prowadzeniu
analizy.

8. Po zakonczeniu pracy stanowisko nalezy pozostawi¢ w idealnym porzadku — st6t laboratoryjny musi by¢
powycierany Sciereczka, odczynniki odstawione na miejsce, sprz¢t i aparatura wylaczona z pradu, umyte
szkto schowane w szafce a rzeczy pobrane z magazynu lub na rewers — zwrocone. Zawsze nalezy:

- sprawdzié, czy prad zasilajacy stot laboratoryjny zostal wytaczony,

- wylaczy¢ dygestorium,



- sprawdzi¢ zakrgcenie zaworéw wody i gazu,

- pozamykac¢ okna, wylaczy¢ wentylatory, pogasi¢ Swiatla.

9. Jezeli widzisz, ze kto§ swoim postgpowaniem w laboratorium stwarza niebezpieczenstwo, narazajac siebie
i innych, ZWROC UWAGE — mozesz w ten sposob zapobiec nieszczesciu.

10. Jezeli nie wiesz jak w danej sytuacji masz si¢ zachowa¢ w laboratorium, nie rozumiesz przebiegu
eksperymentu, nie znasz instrukcji obstugi sprzetu lub aparatury — NIE WSTYDZ SIE, ZAPYTAJ!

Skrupulatne przestrzeganie powyzszych uwag i zalece zapewni bezpieczng i efektywna prace
w laboratorium.



