Czynniki wptywajace na szybkos¢ reakcji enzymatycznych.
Rozdziat barwnikoéw roslinnych.

Regulamin porzadkowy pracy w laboratorium w Katedrze Biochemii.

1.

10.

Do wudzialu w zajeciach laboratoryjnych dopuszczeni sg studenci/uczniowie po
przeszkoleniu w zakresie BHP w zwigzku z wykonywaniem czynnosci na salach ¢wiczen w
Katedrze Biochemii. Udziat w szkoleniu musi by¢ zakonczony pisemnym potwierdzeniem

studenta/ucznia.
W sali ¢wiczen obowigzuje kategoryczny zakaz spozywania pokarmow i napojow.
Do sali ¢wiczeniowej grupe studentow/uczniow wprowadza prowadzacy ¢wiczenia.

W pracowniach obowigzkowe jest noszenie odziezy ochronnej, odziez wierzchnig nalezy
pozostawi¢ w szatni.
Wszelkiego rodzaju torby, plecaki itp. nie powinny utrudnia¢ poruszania si¢ po laboratorium

— nie nalezy ich rowniez przechowywac w trakcie zaje¢ na stotach laboratoryjnych.

Na kazde ¢wiczenie studenci/uczniowie otrzymuja wyposazenie obejmujace zestawy
odczynnikow niezbednych do przeprowadzenia doswiadczen, szklo laboratoryjne, pipety
automatyczne, spektrofotometry i inne przyrzady laboratoryjne. Po zakonczeniu pracy
student/uczen jest zobowigzany do uporzadkowania swojego stanowiska pracy oraz umycia

szkta laboratoryjnego.

Odczynniki chemiczne, ktore znajduja si¢ pod wyciaggiem, nie mogg by¢ przenoszone na

stoty laboratoryjne, nalezy korzysta¢ z nich w miejscu przechowywania.

Wszystkie urzadzenia elektryczne, mechaniczne itp. nalezy uzywaé zgodnie z zaleceniami

osoby prowadzacej ¢wiczenia.
Zabrania si¢ uruchamiania urzadzen bez zgody prowadzacego ¢wiczenia.

Zapalanie palnikow gazowych moze odbywac si¢ z nalezyta ostrozno$cig po uzyskaniu

zgody prowadzacego ¢wiczenia.
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A. Czynniki wplywajgce na szybkos¢ reakcji enzymatycznych na przykladzie
Sfosfatazy kwasnej.

Celem ¢wiczenia jest wykazanie, ze temperatura oraz obecno$¢ inhibitora wptywaja na szybkos¢
reakcji enzymatycznych.

Wiadomosci wstepne

Reakcje biochemiczne przebiegajace w komorkach organizméw zywych wymagaja udzialu
biokatalizatoréw, czyli enzymow. Enzymy to wyspecjalizowane biatka wykazujace zdolnosci
katalityczne. Enzymy przyspieszaja reakcje chemiczne, ktore spontanicznie przebiegaja tak wolno,
ze praktycznie nie mozna ich wykry¢. Znane s3 tez reakcje katalizowane przez czasteczki RNA,
zwane rybozymami lub oligonukleotydowe fragmenty DNA o wlasciwos$ciach katalitycznych, tzw.
DNA-zymy.

Wigkszos¢ poznanych enzymoéw zaliczamy do bialek ztozonych, zbudowanych z czgsci
biatkowej, czyli apoenzymu 1 kofaktora, ktérym moze by¢ jonu metalu lub drobnoczasteczkowy
zwigzek organiczny, zwany grupa prostetyczng (koenzymem). Kofaktory wspoldziatajg z
apoenzymem w procesie katalizy, przenosza protony i elektrony, grupy funkcyjne itp. Substancja
przeksztalcana przez enzym nosi nazwe substratu (S). W czasie katalizy enzym (E) wigze si¢ z
substratem (S) tworzgc nietrwaly kompleks enzym-substrat (ES) rozpadajacy si¢ do produktu
reakcji 1 wolnego enzymu. Enzym nie zuzywa si¢ czasie reakcji, dzigki czemu jedna czasteczka
moze przeksztalcic wiele czasteczek substratu. Ponadto, enzymy charakteryzuja si¢ wysoka
specyficznoscig w stosunku do substratow, dzialaja w rozcienczonych roztworach, w tagodnych
warunkach pH 1 temperatury, przy niskich wartosciach ci$nienia. Najwazniejszg dla przemian
metabolicznych wlasciwoscig enzymow jest to, ze ich aktywnos¢ podlega precyzyjnej regulacji. W
wigzaniu substratu i przeksztatlcaniu go w produkt uczestniczy specyficzny obszar biatka enzymu
nazywany centrum aktywnym lub miejscem aktywnym. W tworzeniu centrum aktywnego
uczestniczg te aminokwasy, ktorych tancuchy boczne zawierajg grupy funkcyjne o charakterze
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Rys.1. Budowa centrum aktywnego enzymu wedlug Koshlanda ( D.E.Koshland 1960 Proc. Nat. Acad. Sci.
USA, 22. zmieniony).
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donoréw 1/lub akceptorow elektronow (grupy karboksylowe w tancuchach bocznych kwasu
asparaginowego i kwasu glutaminowego, grupa aminowa w ancuchu bocznym aminokwasu lizyny)
lub grupy funkcyjne o charakterze polarnym: hydroksylowe (-OH) aminokwasow seryny lub
treoniny, hydrosulfidowe (-SH) wystepujace w czgsteczce aminokwasu cysteiny (rys.1). Miejsce
aktywne, zazwyczaj jest obszarem niedostepnym dla czasteczek wody, co sprzyja silniejszemu
wigzaniu substratu. Przylaczanie substratu przez enzym zachodzi gldwnie z udzialem stabych
wigzan chemicznych (jonowych, wodorowych) i1 oddziatywan chemicznych (oddziatywania
hydrofobowe, sity van der Waalsa). Wszystkie dotychczas poznane enzymy zostaty podzielone na
sze$¢ klas: oksydoreduktazy, transferazy, hydrolazy, liazy, izomerazy i ligazy w zaleznosci od typu
katalizowanej reakcji.

Miarg aktywnos$ci enzymu jest ilo$¢ substratu przeksztalconego w jednostce czasu lub ilos¢
produktu powstatlego w jednostce czasu, czesto przeliczona na ilo$¢ badanego materiatu.
Aktywnos$¢ enzymu wyraza si¢ w jednostkach aktywnosci. Jednostka uniwersalna (standardowa) to
taka ilo$¢ enzymu, ktora katalizuje przemiang 1 pmola substratu w ciggu 1 min., w temperaturze
30°C 1 optymalnych warunkach pH oraz stezenia substratu.

Procesy metaboliczne przebiegaja z udziatem wielu enzymow a szybkos$¢ ich dziatania
zalezy od aktywnosci tych enzyméw. Za syntez¢ bialek enzymatycznych odpowiada aparat
genetyczny, ale sama kontrola genetyczna nie zapewnia cigglos$ci przemian biochemicznych. Inng
droga kontroli reakcji biochemicznych jest modulacja aktywnosci juz funkcjonujacych enzymow.
Na przebieg reakcji enzymatycznych wplywa wiele czynnikow chemicznych i fizycznych, takich
jak stezenie enzymu, stezenie substratu, temperatura, ste¢zenie jonow wodorowych (pH), aktywatory
oraz inhibitory.

Wprowadzenie

Na zajeciach zbadamy wptyw temperatury oraz inhibitora na aktywnos¢ fosfatazy kwasne;j
wyizolowanej z bulwy ziemniaka. Fosfatazy kwasne, dziatajgce w zakresie pH od 4,0 do 7,0 naleza
do klasy hydrolaz. Katalizuja reakcje odlagczania reszty fosforanowej od monoestrow
fosforanowych réznych zwigzkéw naturalnych. Aktywno$¢ fosfatazy kwasnej ziemniaka bedzie
oznaczana z wykorzystaniem syntetycznego substratu, p-nitrofenylofosforanu. Produktami reakcji
hydrolizy substratu sg p-nitrofenol i reszta kwasu fosforowego, zgodnie z reakcja (rys.2):

I |(|) fosfataza
02N ; P_OH + H2O E— 02N H + H3PO4
{ (l)H kwasna
p-nitrofenylofosforan p-nitrofenol

Rys.2. Reakcja hydrolizy p-nitrofenylofosforanu katalizowana przez fosfataze kwasna.

Jeden z produktow reakcji, p-nitrofenol przyjmuje w $rodowisku zasadowym barwe zolta.
Intensywno$¢ zabarwienia prob po przerwaniu reakcji enzymatycznej $wiadczy o ilosci
wytworzonego produktu. Stezenie produktu jest miarg aktywnos$ci fosfatazy kwasne;.
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1. Wplyw temperatury na aktywnos¢ enzymow

Reakcja enzymatyczna zachodzi wtedy, gdy reagujace czasteczki zderza si¢ ze sobag z
odpowiednig energia kinetyczng. Niska temperatura hamuje dzialanie enzymoéw z powodu niskiej
energii kinetycznej reagujacych ze soba czasteczek substratu i czasteczek enzymu. Reakcja
enzymatyczna przyspiesza wraz z podwyzszeniem temperatury, poniewaz wzrost temperatury
zwicksza energie kinetyczng reagujacych czasteczek. W temperaturze optymalnej szybko$¢ reakcji
enzymatycznej jest najwigksza. Dalsze zwigkszanie temperatury powoduje obnizenie szybkosci
reakcji wynikajace z denaturacji termicznej biatka enzymu.

Wykonanie

W celu oznaczenia aktywnos$ci fosfatazy kwasnej oraz wykazania wplywu temperatury na
szybko$¢ reakcji enzymatycznej do odpowiednio oznakowanych probdéwek nalezy odmierzyc
nastepujace objetosci odczynnikow:

1) Préba pelna, 2) Proba pelna, 3) Proba materialowa,
temperatura reakcji 4°C temperatura reakcji 30°C temperatura reakcji 30°C
0,5 ml ekstraktu enzymu 0,5 ml ekstraktu enzymu 0,5 ml ekstraktu enzymu
1,5ml buforu Tris-octan pH 5,5 1,5ml buforu Tris-octan pH 5,5 2,0 ml buforu Tris-octan pH 5,5

Wstawi¢ probowki do tazni o odpowiednich temperaturach na 3 min., a nastepnie nie wyjmujac proboéwek z tazni
do préb petnych dodac:

0,5 ml p-nitrofenylofosforanu 0,5 ml p-nitrofenylofosforanu | -

Po wymieszaniu probowek, reakcje prowadzi¢ jeszcze przez 15 min. przetrzymujac proby w odpowiednich
temperaturach. Nastgpnie przerwac reakcje dodajac do wszystkich probowek po:

2,5ml 0,1M NaOH 2,5ml 0,1M NaOH 2,5 ml 0,2M NaOH

Po zakonczeniu reakcji zmierzy¢ absorbancje prob petnych przy dlugosci fali 420 nm w fotometrze ustawionym
na zero wobec proby materiatowej.

2. Wplyw inhibitoréw na aktywnos$¢ enzymow

Zjawisko hamowania aktywno$ci enzyméw z udziatem drobnoczasteczkowych substancji
(inhibitoréw) nazywamy inhibicjg. Inhibitorami enzymoéw moga by¢ metabolity komérkowe lub
substancje obce dla organizmu, tzw. ksenobiotyki. Wyrdzniamy inhibicje nieodwracalng, w ktorej
inhibitor laczy si¢ z enzymem silnym wigzaniem kowalencyjnym oraz inhibicj¢ odwracalng:
kompetycyjng i1 niekompetycyjna. Inhibitor kompetycyjny przyfacza si¢ w centrum aktywnym
enzymu blokujac jego dziatanie. Zazwyczaj inhibitor kompetycyjny jest czasteczka o strukturze
chemicznej podobnej do wiasciwego substratu. Zwigkszenie stezenia substratu znosi hamujace
dziatanie inhibitora. Natomiast inhibitor niekompetycyjny przylacza si¢ do juz utworzonego
kompleksu ES lub do wolnego enzymu, ale w miejscu innym niz centrum aktywne. Inhibitor
niekompetycyjny blokuje powstanie produktu reakcji enzymatycznej. Zastosowany na ¢wiczeniu
molibdenian amonu jest inhibitorem kompetycyjnym fosfataz kwasnych.
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Wykonanie
W celu wykazania wptywu inhibitorow na szybko$¢ reakcji enzymatycznej do odpowiednio
oznakowanych probdéwek nalezy odmierzy¢ nastepujace objetosci odczynnikow:

1) Proba pelna, 2) Préba pelna, 3) Préba materialowa
reakcja z inhibitorem reakcja bez inhibitora
0,5 ml ekstraktu enzymu 0,5 ml ekstraktu enzymu 0,5 ml ekstraktu enzymu

1,25 ml buforu Tris-octan pH 5,5 1,5ml buforu Tris-octan pH 5,5 2,0 ml buforu Tris-octan pH 5,5

0,25 ml molibdenianu amonu |  emeeeeee L e

Wstawié¢ proboéwki do tazni o temperaturze 30° C na 3 min., a nastgpnie nie wyjmujac probowek z tazni dodac po:

0,5 ml p-nitrofenylofosforanu 0,5 ml p-nitrofenylofosforanu | -

Po wymieszaniu probowek, reakcje prowadzi¢ jeszcze przez 15 min. w temperaturze30°C. Nastepnie przerwac
reakcje dodajac do wszystkich proboéwek po:

2,5ml 0,2M NaOH 2,5ml 0,2M NaOH 2,5ml 0,2M NaOH

Po zakonczeniu reakcji zmierzy¢ absorbancj¢ prob petnych przy dtugosci fali 420 nm w fotometrze ustawionym
na zero wobec proby materiatowej.

Opracowanie wynikow

Obliczy¢ aktywnos¢ fosfatazy kwasnej stosujac wzor:

A420
Aktywno$¢é fosfatazy kwasnej (umole p-nitrofenolu x min™) = 0,002 x139 x15 min.

gdzie:

Ay - absorbancja dla kazdej probowki zmierzona w fotometrze przy dlugosci fali 420 nm;

0,002 - wspotczynnik absorbancji dla 1 ug p-nitrofenolu;

139 - masa 1 pmola p-nitrofenolu;

15 min - czas trwania reakcji enzymatycznej.

Tak obliczong aktywno$¢ enzymu wyrazamy w pmolach p-nitrofenolu powstatego w czasie 1 min.
Nastgpnie dokona¢ interpretacji wynikow. Porownaé aktywno$¢ fosfatazy kwasnej w roznych
temperaturach, a takze przy braku i w obecno$ci inhibitora.

Literatura
1. Olczak Mariusz. 1996. Kwasne fosfatazy roslin wyzszych. Wiadomosci Botaniczne 40 (2),
39-51.

2. Kwinta Joanna. 2011. Czynniki warunkujace aktywnos$¢ enzymoéw na przykladzie fosfatazy
kwasnej. Red. Wiestaw Bielawski 1 Barbara Zagdanska, Przewodnik do ¢wiczen z
biochemii, str. 77-89. Wydawnictwo SGGW.
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B. Rozdzial barwnikow roslinnych metodg cienkowarstwowej chromatografii
adsorpcyjnej.

Celem ¢wiczenia jest poznanie metody cienkowarstwowej chromatografii adsorpcyjnej i jej
zastosowania do rozdzielania barwnikéw roslinnych.

Wiadomosci wstepne

Chromatografia to fizykochemiczna metoda rozdzielania mieszanin, ktérych skladniki
ulegaja zréznicowanemu podzialowi pomigdzy dwie fazy, faze ruchoma i stacjonarng. Jezeli faza
ruchomg jest gaz, to chromatografia nosi nazwe gazowej, gdy ciecz, wowczas nazywana jest
cieczowg. Fazg stacjonarng moze by¢ ciato stale badz ciecz, osadzona na statym no$niku. Faza
ruchoma przepltywajac przez faze stacjonarng powoduje migracje poszczegodlnych skladnikow
mieszaniny. Skladniki te przemieszczajg si¢ z rozng szybkoscia wynikajacg z ich odmiennego
powinowactwa do adsorbenta, swoistego powinowactwa do ligandu, z ro6znic w ich masie
czasteczkowej, z réznic w wypadkowym tadunku, badz z réznej rozpuszczalnosci warunkach
okreslonych warunkach rozdziatu. Stad, ze wzgledu na natur¢ oddziatywan fizykochemicznych
bedacych podstawag rozdzialu wyr6zniamy pig¢ podstawowych metod chromatograficznych:
chromatografi¢ adsorpcyjna, powinowactwa, sita molekularnego, jonowymienng i podzialowa. Ze
wzgledu na technik¢ prowadzenia rozdzialu wyr6zniamy natomiast chromatografi¢ kolumnowa, w
ktorej faza stacjonarna umieszczana jest w kolumnie, lub chromatografi¢ planarna, w ktorej faza
stacjonarna umieszczana jest na ptaszczyznie (chromatografia bibutowa i cienkowarstwowa).

Wprowadzenie

W chromatografii cienkowarstwowej rozdzial mieszaniny substancji wykonuje si¢ na cienkich
warstwach nos$nika osadzonych na ptytkach szklanych, plastikowych lub aluminiowych. W
zaleznosci od zastosowanego nosnika, rozdziat moze mie¢ charakter chromatografii adsorpcyjnej,
podzialowej lub jonowymienne;.

Chromatografia adsorpcyjna opiera si¢ na zjawisku adsorpcji, czyli nagromadzeniu
czasteczek rozdzielanych substancji na powierzchni adsorbenta za pomoca stabych oddziatywan
fizykochemicznych. W czasie przesuwania si¢ fazy ruchomej po powierzchni adsorbenta (faza
stacjonarna), substancje stabo adsorbujace si¢ przesuna si¢ na wicksza odleglo$¢ niz substancje
silnie adsorbowane. Stopien adsorpcji rozdzielanych substancji na adsorbencie uzalezniony jest od
natury chemicznej i wilasciwosci adsorbentu, rozdzielanych substancji oraz fazy ruchome;.
Adsorbentem jest, nierozpuszczalna w stosowanym uktadzie rozpuszczalnikow, wysokoporowata
substancja. Adsorbenty mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze grupy, tj. polarne, np. zel
krzemionkowy, tlenek glinowy, i niepolarne, np. wegiel aktywny, talk. Faz¢ ruchoma stanowi
najczesciej rozpuszczalnik lub mieszanina rozpuszczalnikow o réznych stopniach polarnosci, od
weglowodordéw po alkohole i kwasy organiczne.

Najczesciej stosowanym adsorbentem jest zel krzemionkowy - kwas krzemowy, ktorego
aktywno$¢ uwarunkowana jest obecno$cig na jego powierzchni grup hydroksylowych. Grupy te
moga tworzy¢ wigzania wodorowe z polarnymi grupami rozdzielanych substancji. Termiczna
aktywacja zelu (110°C) przed rozdzialem ma na celu usunigcie z jego powierzchni wody blokujace;j
grupy hydroksylowe. Na polarnym adsorbencie zachodzi silna adsorpcja substancji o charakterze
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polarnym, a bardzo staba substancji niepolarnych, stad droga migracji substancji bardziej polarnej
jest mniejsza w stosunku do drogi ktdrg pokonuje substancja mniej polarna, stabiej adsorbowana.
Stopien adsorpcji danej substancji na powierzchni adsorbentu ro$nie wraz ze wzrostem liczby
polarnych grup funkcyjnych oraz iloscig podwojnych wigzan wystepujacych w adsorbowanej
czasteczce.

Predkos¢ wedréwki poszczegolnych sktadnikow mieszaniny, czyli odleglo$é, na jaka
przesungty si¢ one od miejsca startu w okreslonym czasie, wyraza si¢ podobnie jak w
chromatografii podziatlowej, tzw. wspotczynnikiem przesuniecia (Rf):

R — przesunigcie badanej substancji

przesuniecie czota rozpuszczalnika

Barwniki roslinne to zwigzki nierozpuszczalne w wodzie, natomiast dobrze rozpuszczalne
w rozpuszczalnikach organicznych. Naleza do nich chlorofile oraz karotenoidy (Rys. 4). W
zielonych liSciach najwigcej jest chlorofili 1 to one maskujg barwe karotenoidow. Ze wzgledu na
charakter budowy (brak lub obecno$¢ polarnych grup funkcyjnych) 1 dlugos¢ lancuchow
weglowych w czasteczce, barwniki roslinne r6znig si¢ znacznie polarnoscia.

Chlorofil a Chlorofil b

R- Karoten Luteina

&
CH, —/ CH,

H.C CH H,C CH

/ I.d
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C-CH, C—CH,
HG HQ
H CH
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CH cH
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CH H
W CcH, ol CH,
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Rys. 3. Wzory strukturalne podstawowych barwnikow roslinnych: chlorofili (A) oraz karotenoidéw

(B).
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Chlorofile sg to zwiazki porfirynowe zbudowane z 4 pierscieni pirolowych potaczonych mostkami
metinowymi. Atomy azotu pier§cieni pirolowych sa zwigzane z centralnie potozonym atomem
magnezu. Charakterystyczng cechg chlorofili jest takze obecnos$¢ fitolu, hydrofobowego 20-
weglowego alkoholu, zwigzanego estrowo z grupg propionowa jednego z pierscieni (III). Chlorofil
b rozni si¢ tym od chlorofilu a, ze grupa metylowa przy atomie C jednego z pierscieni (II) jest
zastgpiona grupg aldehydowa.

Karotenoidy to barwniki roslinne z grupy tetraterpenéw. Nalezg do nich pomaranczowe karoteny
oraz zb6le ksantofile. W lisciach gldéwnym skladnikiem karotenoidowym jest -karoten, ktorego
czasteczka na obu koncach zawiera pierscienie B-jononu. Oba pierscienie polaczone s3 dlugim
fancuchem weglowodorowym, w ktérym wystepuja na przemian wigzania pojedyncze i podwojne.
Ksantofile sg to utlenione pochodne karotenow, zawierajgce w pierscieniach jononu grupy
hydroksylowe, karbonylowe lub karboksylowe. Najpowszechniej wystepujacym ksantofilem jest
luteina.

W warunkach éwiczenia, wyekstrahowane z roslin za pomocg acetonu barwniki zostang
naniesione w postaci mieszaniny na ptytke chromatograficzng pokryta warstwg zelu
krzemionkowego i rozdzielone w kamerze zawierajgcej uktad rozpuszczalnikow - eter naftowy:
aceton (7:3). Do rozdziatu barwnikéw zostanie wykorzystana technika wstepujgca rozwijania
chromatogramu, w ktérej rozpuszczalnik podsigka od dolu zelu do gory dzigki dzialaniu sit
kapilarnych. Podczas rozwijania chromatogramu, poszczegdlne zwiagzki barwne bedg sig
przemieszczac¢ si¢ z r6zng predkoscia 1 utozg sie¢ w nastepujacej kolejnosci od gory plytki: karoteny
o barwie pomaranczowej (ciemnozottej), feofityna (chlorofil, w ktorym Mg zastgpiony jest przez 2
atomy H) o barwie oliwkowobrunatnej, chlorofil a o barwie niebieskozielonej, chlorofil b o barwie
z6ttozielonej oraz najbardziej polarne z rozdzielanych barwnikow ksantofile - luteina,
wiolaksantyna i neoksantyna o barwie zottej.

Wykonanie

1. Przygotowanie wyciggu z lisci. Odwazy¢ 1g lisci pietruszki, rozetrze¢ w mozdzierzu, doda¢ 3 ml
acetonu i znowu rozcierac¢ szybko tak, aby nie wyparowat aceton. Zawarto$¢ mozdzierza przesaczy¢
przez maty zwitek waty, umieszczony w lejku, do suchej kalibrowanej probowki. Ewentualnie
przeptuka¢ saczek niewielkg objetoscig acetonu, aby koncowa objetos¢ ekstraktu wynosita 3 ml.
Probowke szczelnie zamkna¢ parafilmem.

2. Nanoszenie ekstraktu barwnikow na plytki 7 adsorbentem. Ekstrakt barwnikow (60ul) nanosic¢
na wczesniej przygotowang plytk¢ chromatograficzng o wymiarach 2,3 x 7,5 cm z zZelem
krzemionkowym bardzo matymi kroplami w postaci pasma przyjmujac, ze linia startu jest oddalona
1 cm od krawedzi dolnej plytki 1 0,5 cm od krawegdzi bocznych. Preparat nanosi¢ mikropipeta w
trzech porcjach (3 x 20ul), za kazdym razem kolejng porcje ekstraktu nanie$¢ dopiero po
wyschnigciu poprzedniej. Uwazaé, aby podczas nakraplania ekstraktu nie naruszy¢ warstwy zelu
koncowka mikropipety !!!

3. Rozwijanie chromatogramu. Po wyschni¢ciu naniesionego ekstraktu, ptytke wstawi¢ pionowo
do kamery zawierajacej 4,5 ml mieszaniny rozpuszczalnikow i przykry¢ pokrywa. Linia
naniesionych barwnikow musi znajdowac si¢ powyzej poziomu mieszaniny rozpuszczalnikow, w
przeciwnym razie barwniki beda przechodzity do roztworu. Zwroci¢ uwage, aby ptytka w kamerze
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Czynniki wptywajace na szybkos¢ reakcji enzymatycznych.
Rozdziat barwnikoéw roslinnych.

byta ustawiona w pozycji mozliwie dokladnie pionowej, i nie opierata si¢ o §ciany komory jedng z
krawedzi bocznych, gdyz powoduje to nierownomierne wznoszenie si¢ ukladu rozwijajacego.
Rozwijanie chromatogramu trwa ok. 20-30 minut. Plytk¢ wyja¢ z kamery w momencie, kiedy czoto
rozpuszczalnika dojdzie na odleglos$¢ 0,5 cm

od gornego konca plytki, i suszyé w temperaturze pokojowej przez kilka minut pod wlaczonym
wyciggiem.

Opracowanie wynikow
Przedyskutowa¢ schemat ulozenia pasm barwnikow na rozwinigtym chromatogramie oraz podac
ich zabarwienie.
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