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Wirowania byty stosowane w laboratoriach chemicznych juz od 1852 r. Urzadzenie uzywane w tym
procesie to wiréwka.

Zrédto: Darko Stojanovic, Pixabay, domena publiczna.

Rozwoj wielu dziedzin biologii, w tym biologii komorki, genetyki czy biologii molekularne;j,
byl mozliwy dzieki poznaniu metod izolacji struktur komorkowych. Odroznienie organelli
umozliwilo prowadzenie szczegdétowych badan procesow zachodzgcych nie tylko na
poziomie komorki, ale takze w jej poszczegolnych elementach. W jaki sposob naukowcom
udaje si¢ pozyskac tak niewielkie struktury?

Twoje cele

e Opiszesz metody dezintegracji komorek.

o Wykazesz zalezno$¢ miedzy gestoscia struktur komorkowych a iloscig obrotow
w wiréwce podczas réznicowania.

o Omowisz etapy frakcjonowania komorek.

e Przeprowadzisz frakcjonowanie komoérek w wirtualnym laboratorium.



Przeczytaj

Komorka jest podstawowg jednostka budulcowa i funkcjonalng organizmow. Sktada si¢ ona
z protoplazmy i zawieszonych w niej struktur komorkowych (organelli), ktore otacza btona
komorkowa. Niektore komorki mogg mie¢ dodatkowe struktury otaczajace - Sciane
komoérkowaq.

Organelle pelnig rozne funkcje: mogg m.in. uczestniczy¢ w oddychaniu
wewngatrzkomorkowym, usuwaniu zbednych metabolitow czy magazynowaniu substancii.
Elementy strukturalne komorki roznig sie miedzy sobg nie tylko rolg, lecz takze wielko$cig
i gestoscig. Te dwie ostatnie cechy wykorzystuje sie do rozdzielania poszczegolnych
struktur komorkowych, czyli frakcjonowania.
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Poréwnanie wielkosci roznych obiektéw z uwzglednieniem réznych typow komorek.
Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Frakcjonowanie komorek przebiega trojetapowo. Pierwszy etap polega na dezintegracii

komorek, w drugim wykorzystuje si¢ wirowanie roznicowe, a w trzecim - wirowanie
gradientowe.

1. Dezintegracja komorek
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Dezintegracja komorek polega na rozbiciu ich barier zewnetrznych, takich jak btona

i Sciana komorkowa. W jej wyniku z komorek zostaja uwolnione organelle i makromolekuty
(czasteczki ztozone z wiecej niz 1000 atomow, np. DNA). Wazne jest, aby do dezintegracii
materialu biologicznego dobra¢ odpowiednig metode, ktora pozwoli na izolowanie
pozadanych czgstek i zachowanie ich wlasciwosci. W tym celu komorki zawiesza sie

w specjalnych roztworach, zwanych buforami. Istnieje kilka metod wykorzystywanych do
dezintegracji komorek. Nalezg do nich metody fizyczne (np. rozcieranie, wytrzgsanie

z kulkami szklanymi /krzemionkowymi, homogenizacja, zamrazanie-rozmrazanie),
biologiczne (trawienie enzymatyczne) i chemiczne (liza odczynnikami alkalicznymi

i detergentami).

Wazne!

Homogenizacja polega na rozdrobnieniu komorek w urzadzeniu zwanym
homogenizatorem. W wyniku homogenizacji powstaje jednorodna mieszanina nazywana

homogenatem.
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40 sekund

Przygotowanie probki do dezintegraciji
2

Homogenizacja mechaniczna ze szklanymi kuleczkami o réznej srednicy
3

Wirowanie w celu uzyskania osadu

4

Przeniesienie ptynnej warstwy znad osadu (supernatantu) do nowej probéwki

Schemat przedstawiajgcy etapy frakcjonowania.
Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.
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2. Wirowanie réznicowe

W celu odréznienia zawieszonych w roztworze struktur komorkowych przeprowadza sie
wirowanie roznicowe, polegajace na wykorzystaniu roznic w gestosci struktur
komorkowych. Pod wplywem dziatania sily odsrodkowej, w zaleznos$ci od gestosci,
struktury uktadajg si¢ w roztworze warstwowo: ciezsze opadaja szybciej (tworzgc osad na

dnie), za$ 1zejsze wolnieji pozostajg zawieszone w gornych warstwach roztworu zwanych
supernatantem.

-
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roztwor przed wirowaniem réznicowym

roztwor poddany wirowaniu réznicowemu

supernatant
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osad

Schemat przedstawiajgcy powstawanie osadu i supernatantu.
Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Aby otrzymac osad z elementow strukturalnych komorek o mniejszej gestosci, supernatant
przenosi si¢ do nowej probowki, a nastepnie przeprowadza wirowanie przy wiekszych

Homogenat zawierajacy zawieszone w nim elementy komarkowe (np. rybosomy, kwasy
nukleinowe, fragmenty btony komorkowej).

2

Wirowanie
1000 x g (10 min)

3

Osad z jagder komoérkowych.

4



Wirowanie supernatantu
20 000 x g (20 min)

5

Mitochondria, lizosomy i chloroplasty w osadzie.

6

Wirowanie supernatantu
80 000 x g (60 min)

Vs
Osad z retikulum endoplazmatycznego i fragmentéw btony komoérkowej.

8

Wirowanie supernatantu
150000 x g (3 h)

9
Cytozol

10

Osad z rybosomow.

Frakcjonowanie komorek.

Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., na podstawie: Biologia Campbella, praca zbiorowa, Rebis, Poznar 2016, licencja: CC BY-SA
3.0.

3. Wirowanie w gradiencie gestosci roztworu

Do odseparowania poszczego6lnych struktur komorkowych stosuje sie rowniez wirowanie
w gradiencie gestosci. Metoda ta polega na tym, ze w czasie wirowania czastki
przemieszczajg si¢ jedynie do tych miejsc, w ktorych ich gestos¢ odpowiada gestosci
Srodowiska i tam pozostaja. Do wytworzenia gradientu gestosci najczesciej uzywa sie
roztworu sacharozy. Do proboéwki wprowadza sie roztwory sacharozy o roznej gestosci



(30%, 15%, 5%), dbajac, aby nie doszto do zmieszania si¢ warstw: na dnie probowki
umieszcza si¢ najgestszy roztwor (o najwiekszym stezeniu), a na gorze - najmniej gesty (o
najmniejszym stezeniu).

Wazne!

Parametry poszczegolnych wirowan s3 zalezne od typu komorek, rodzaju materiatu
biologicznego oraz rodzaju struktur komoérkowych, jakie si¢ chce wyizolowac.
Ciekawostka

Separacja komorek ssakow za pomocg wirowania zostata wykonana po raz pierwszy
przez H.C. Mela w 1963 roku.

Stownik
homogenat

jednorodna mieszanina powstata w wyniku homogenizacji
homogenizacja

proces, w wyniku ktorego powstaje jednorodna mieszanina, tzw. homogenat
liza

rozpad komorek bakteryjnych, roslinnych lub zwierzecych pod wplywem czynnikow
litycznych uszkadzajgcych Sciany i btony komorkowe, prowadzacy do Smierci komorki
i uwolnienia jej zawartosci

organelle

struktury wewnatrzkomorkowe oddzielone od cytoplazmy btong biologiczna
supernatant

gorna warstwa roztworu znad osadu uzyskana po wirowaniu jednorodnej mieszaniny
wirowanie réznicowe

wirowanie ze wzrastajgcym przyspieszeniem; najczesciej stosowana metoda rozdzielania

homogenatu na frakcje subkomoérkowe (organelle)



Wirtualne laboratorium - WL-I




Laboratorium 1

Przeprowadz doswiadczenie w wirtualnym laboratorium biologicznym. Rozwiaz problem
badawczy. W formularzu zapisz swoje wyniki, a nastepnie sformutuj wnioski i zweryfikuj
hipoteze.

Temat: Izolacja chloroplastow z lisci szpinaku metoda wirowania w gradiencie gestosci.

Problem badawczy: Jaka gestos¢ maja chloroplasty w poréwnaniu z innymi organellami
komorkowymi?

Hipoteza: Chloroplasty réznig sie gestoscia od innych organelli.

Materiat biologiczny:

e liscie szpinaku

Odczynniki:

e bufor do izolacji chloroplastow (1 x CIB BSA)

e percoll

e woda

Sprzet:

cylinder miarowy

homogenizator

kuweta z lodem

zlewka

filtr bibutowy



e probowki dedykowane do wiréwki typu falcon

e automatyczna pipeta z odpowiednimi koncoéwkami zaleznie od objetosci pobieranego
ptynu.

Zasob interaktywny dostepny pod adresem https:/zpe.gov.pl/a/D1dYA7j32

Analiza doswiadczenia: /zolacja chloroplastow z lisci szpinaku metoda wirowania w gradiencie

gestosci.

Problem badawczy: Jaka gestos¢ maja chloroplasty w poréwnaniu z innymi organellami

komorkowymi?

Hipoteza: Chloroplasty rdéznig sie gestoscig od innych organelli.

Wyniki



https://zpe.gov.pl/a/D1dYA7j32

Whioski

Weryfikacja hipotezy

Polecenie 1

Podaj przyktady badan, w jakich mozna wykorzystac¢ wyizolowane chloroplasty.




Sprawdz sie

Pokaz ¢wiczenia: O O @

Cwiczenie 1

Zaznacz poprawne dokonczenie zdania.

Istota frakcjonowania komorek jest...

() uwolnienie struktur komérkowych w wyniku wirowania réznicowego.
() uwolnienie struktur komérkowych oraz ich odseparowanie.
() zniszczenie komoérek i uzyskanie homogenatu.

() uwolnienie struktur komérkowych w wyniku szoku osmotycznego.

Cwiczenie 2
Wskaz prawdziwe zdania.

Frakcjonowanie komoérek polega na naprzemiennym stosowaniu buforow
zasadowego i kwasnego.

(] Wirowanie roznicowe jest poprzedzone procesem dezintegracji.

Frakcjonowanie komérek umozliwia izolacje wiecej niz jednego typu sktadnika
komérkowego.

0 Odseparowanie poszczegdlnych struktur komoérkowych mozliwe jest dzieki
wirowaniu réznicowemu.




Cwiczenie 3 »

Przyporzadkuj ponizsze sposoby dezintegracji komérek do odpowiednich metod.

Metody fizyczne
Wytrzasanie z kulkami
krzemionkowymi
Liza detergentami ’
Metody biologiczne

Wytrzasanie z kulkami szklanymi ’

Liza odczynnikami alkalicznymi ’

Trawienie enzymatyczne ’

Metody chemiczne Rozcieranie

Zamrazanie-rozmrazanie ’

Homogenizacja ’

Cwiczenie 4 O
Ocen poprawnosc¢ ponizszych stwierdzen.

Stwierdzenie Prawda Fatsz

Homogenizacja polega na rozdrobnieniu tkanek na O O
mniejsze fragmenty.

Cytozol izoluje sie w osadzie podczas wirowania
homogenatu przy obrotach réwnych 1000 x g.

Wybér metody dezintegracji komoérek zalezy od preferenciji
badacza.

W celu dezintegracji komoérek wykorzystuje sie metody
fizyczne, chemiczne i biologiczne.

O
O
O

O] O] O



Cwiczenie 5 »
Uzupetnij tekst.
Wirowanie réznicowe pozwala na czasteczek zawieszonych w roztworze. Podczas
niego wykorzystywane sai oraz gestos$¢ czasteczek. W wyniku wirowania
réinicowegoi czasteczki szybciej opadaja na dno probéwki, zas znajduja sie
w warstwie ptynnej zwanej :
‘ sita dosrodkowa ’ ‘ Izejsze ’ ‘ gornej ’ ‘ ciezsze ’ ‘ rozdzielenie ’ ‘ dolnegj ’
‘ sita od$rodkowa ’ ‘ rozdrobnienie ’ ‘ supernatantem ’ ‘ homogenatem ’
Cwiczenie 6 O
Uszereguj struktury komoérkowe w kolejnosci wytracania sie osadu wraz ze wzrostem
predkosci w wirdwce oraz czasu wirowania.
Retikulum endoplazmatyczne i fragmenty btony komérkowej s
Rybosomy $
Mitochondria i lizosomy =

Jadra komoérkowe

14



Cwiczenie 7

00°® ®
i

Schemat odwirowywania elementéw komoérkowych o najmniejszej gestosci.
Zrédto: Englishsquare Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Wyjasnij, jaki proces zostat przedstawiony na schemacie i okresl, do czego jest

wykorzystywany w laboratoriach biologicznych.

Cwiczenie 8 @
Zaproponuj metode, dzieki ktérej wyizolujesz mitochondria i lizosomy z 50 g watroby myszy.

Wymien gtéwne etapy tego procesu (pomijajac potrzebne odczynniki).




Dla nauczyciela

Autor: Anna Juwan
Przedmiot: Biologia

Temat: Frakcjonowanie komorek

Grupa docelowa: uczniowie Il etapu edukacyjnego - ksztalcenie w zakresie podstawowym
1 rozszerzonym

Podstawa programowa:
Zakres podstawowy
Tresci nauczania - wymagania szczegolowe
II. Komorka. Uczen:
2) wykazuje zwigzek budowy btony biologicznejz pelnionymi przez nig funkcjami;
Zakres rozszerzony
Cele ksztalcenia - wymagania ogolne

II. Rozwijanie mysSlenia naukowego; doskonalenie umiejetnosci planowania
i przeprowadzania obserwacji i doswiadczen oraz wnioskowania w oparciu o wyniki
badan. Uczen:

6) przygotowuje preparaty Swieze oraz przeprowadza celowe obserwacje
mikroskopowe i makroskopowe.

Ksztaltowane kompetencje kluczowe:

» kompetencje obywatelskie;
» kompetencje cyfrowe;
» kompetencje osobiste, spoleczne i w zakresie umiejetnosci uczenia sig;
« kompetencje matematyczne oraz kompetencje w zakresie nauk przyrodniczych,
technologii i inzynierii.
Cele operacyjne (jezykiem ucznia):
o Opiszesz metody dezintegracji komorek.
o Wykazesz zaleznoS¢ miedzy gestoscia struktur komorkowych a iloScig obrotow

w wirowce podczas réznicowania.
e Omowisz etapy frakcjonowania komorek.



e Przeprowadzisz frakcjonowanie komoérek w wirtualnym laboratorium.
Strategie nauczania:

» konstruktywizm;
» konektywizm.

Metody i techniki nauczania:

e odwrocona klasa;

e zuzyciem komputera;

e rozmowa kierowana;

« Cwiczenia interaktywne;
e dosSwiadczenie;

e gwiazda pytan.

Formy pracy:

praca indywidualna;

praca w parach;

pracaw grupach,;

praca calego zespotu klasowego.

Srodki dydaktyczne:

» komputery z gtoSnikami, stuchawkami i dostepem do internetu;
 zasoby multimedialne zawarte w e-materiale;

 tablica interaktywna/tablica, pisak /kreda;

e schemat do gwiazdy pytan (materialy pomocnicze - zat. 1).

Przed lekcja:

1. Uczniowie zapoznajg sie z trescig w sekcji ,Przeczytaj.
Przebieg lekcji
Faza wstepna:

1. Nauczyciel wyswietla na tablicy temat lekcji oraz cele zaje¢, omawiajgc lub ustalajgc
razem z uczniami kryteria sukcesu.

2. Wprowadzenie do tematu. Nauczyciel pyta uczniow, jakie struktury komoérkowe
wystepuja w komorce roslinnej, a jakie w zwierzecej. Nastepnie wyjasnia uczniom
pojecie ,frakcjonowanie komoérek” i zadaje pytanie: ,Jakie mozliwosci daje umiejetnosc
roznicowania struktur komorkowych?”

Faza realizacyjna:



1. Gwiazda pytan. Nauczyciel rozdaje szablony z gwiazda pytan (zob. materiaty
pomocnicze). Uczniowie pracujg we wczesniej stworzonych grupach. Na podstawie
informacji zawartych w tekscie zamieszczonym w sekcji ,,Przeczytaj’ kazda grupa
uzupelnia rozpoczete pytania. Nastepnie grupy wymieniajg sie¢ gwiazdami pytan
i udzielaja odpowiedzi na zawarte w niej pytania. Po zakonczeniu pracy wybrane grupy
prezentuja po dwa pytania i odpowiedzi na nie.

2. Praca z multimedium (,Wirtualne laboratorium - WL-1"). Nauczyciel dzieli uczniow
na 4-osobowe grupy. Kazda z nich przeprowadza doswiadczenie ,Izolacja
chloroplastow z lisci szpinaku” w wirtualnym laboratorium zawartym w e-materiale.
Uczniowie zapisuja wyniki, formutujg wnioski i weryfikuja hipoteze. Wybrane osoby
prezentuja wyniki swojej pracy, nauczyciel koryguje ewentualne bledy.

3. Uczniowie wykonuja w parach polecenia nr 1 (,Wyjasnij, co zawieral pierwszy odlewany
supernatant (punkt 6), a co znalazto si¢ w drugim supernatancie (punkt 8)”) oraz nr 2
(,Podaj przyktady badan, w jakich mozna wykorzysta¢ wyizolowane chloroplasty”).
Ochotnicy przedstawiajg swoje odpowiedzi na forum klasy.

4. Utrwalenie wiedzy i umiejetnosci. Uczniowie samodzielnie wykonuja ¢wiczenie nr 8
(w ktorym majg zaproponowac metode, dzigki ktorej wyizolujg mitochondria i lizosomy
z 50 g watroby myszy oraz wymienic¢ gtowne etapy tego procesu) z sekcji ,Sprawdz sie”
Nastepnie w 4-osobowych grupach omawiajg prawidlowe rozwigzanie. Po uptywie
wyznaczonego czasu wskazany przez nauczyciela przedstawiciel grupy prezentuje
odpowiedz wraz z jej uzasadnieniem. Klasa ustosunkowuje si¢ do niej. Nauczyciel
udziela uczniom informacji zwrotne;.

Faza podsumowujaca:

1. Nauczyciel prosi uczniow o rozwiniecie zdan: ,,Dzi§ nauczytem /nauczytam sie...”,
»Zrozumialem /zrozumiatam, ze...”, ,Zaskoczyto mnie...", ,Dowiedzialem /dowiedzialam

”

sie..’.
2. Nauczyciel zadaje pytanie w celu sprawdzenia stopnia opanowania wiedzy przez

uczniow: ,Komorki roslinne i zwierzece roznig sie¢ miedzy sobg budowg. W jaki sposob
roznice te wplywajg na przebieg frakcjonowania komorek?”.

Praca domowa:
1. Wykonaj ¢wiczenia od 1 do 7 z sekcji ,Sprawdz sie”.
Materialy pomocnicze:

» Jane B. Reece iin., ,Biologia Campbella”, thum. K. Stobrawa i in., Dom Wydawniczy
REBIS, Poznan 2021.

» ,Encyklopedia szkolna. Biologia”, red. Marta Steplewska, Robert Mitoraj, Wydawnictwo
Zielona Sowa, Krakéw 2006.

Zatacznik 1. Gwiazda pytan.
Plik o rozmiarze 68.83 KB w jezyku polskim



Dodatkowe wskazowki metodyczne:

o Tresci w sekcji ,Wirtualne laboratorium - WL-I” mozna wykorzysta¢ na lekciji jako
podsumowanie i utrwalenie wiedzy uczniow.



