ELEKTROFOREZA ZELOWA BARWNIKOW SPOZYWCZYCH

Instrukcja wykonana w Katedrze Chemii Srodowiska

ELEKTROFOREZA

Elektroforeza jest ruchem fazy rozproszonej wzgledem fazy rozpraszanej, zachodzacym
pod wpltywem przylozonej zewnetrznie roznicy potencjatow elektrycznych. Istote zjawiska
elektroforezy stanowi wedrowka w polu elektrycznym czasteczek majacych dodatni lub ujemny
tadunek elektryczny i1 proces rozdzielania tych czasteczek na skutek roznicy szybkosci ich
"wedrowania" w roztworze (elektroforeza swobodna) badz w nosnikach (elektroforeza w
no$nikach= elektroforeza strefowa = elektroforeza pasmowa). Nosnikami mogg by¢ najroézniejsze
substancje, jak bibuta oraz zele: krzemionkowy, dekstranowy, agarowy, skrobiowy, agarozowy i
syntetyczny zel poliakrylamidowy.

Naladowane czasteczki poruszaja si¢ w kierunku elektrody o przeciwnym tadunku.
Réznorodno$¢ ich tadunkéw i mas, zdolno$¢ do dysocjacji lub tworzenia kompleksow z
obdarzonymi ladunkiem skladnikami $rodowiska sprawia, i1z w rezultacie rdzne czastki
mieszaniny poruszajg si¢ z 16zng predkoscia.

Jezeli w trakcie doswiadczenia zachowane zostang stale parametry:

e rdznica potencjalow
e natezenie pradu
e pH srodowiska
e femperatura roztworu
e przewodno$¢ roztworu
e lepko$¢ roztworu
to dana czastka bedzie poruszac si¢ ze statg predkoscia.
Rozdzielanie na drodze elektroforezy jest oparte na réznicy w predkos$ci migracji czasteczek

w polu elektrycznym. Predko$¢ poruszania si¢ jonu (v) opisana jest wzorem:

V= 1E

gdzie:
L - ruchliwo$¢ elektroforetyczna [cm?/Vs]

E - pole elektryczne [V/cm]



Pole elektryczne jest funkcja przytozonego napigcia i dtugosci kapilary. Ruchliwos$¢ dla
danego jonu czy medium jest stata i jest to cecha charakterystyczna tego jonu. Ruchliwo$¢

elektroforetyczng opisuje wzor:
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gdzie:

g - tadunek jonu

71 - lepkos¢ roztworu
I - promien jonu

Z rownania wynika, ze mate, obdarzone wysokim fadunkiem czastki charakteryzuja si¢ wysoka

ruchliwoscia, podczas gdy czastki duze, obdarzone matym tadunkiem maja mata ruchliwosc.

Czynniki wptywajace na ruchliwo$¢ elektroforetyczna:
e rodzaj buforu
e stezenie buforu
e pH buforu
e temperatura
e natezenie pola elektrycznego

e wlasciwosci 1 rodzaj rozdzielanego materiatu

Zazwyczaj okresla si¢ wzgledng ruchliwo$¢ elektroforetyczng Ry, czyli stosunek
odlegtosci migracyjnej badanej substancji do odleglosci migracyjnej odno$nika. Podstawe
rozdzielenia czastek za pomoca elektroforezy stanowi réznica predkosci migracji czastek w

elektrolicie.

TECHNIKI ROZDZIELANIA ELEKTROFORETYCZNEGO

Prosta elektroforeza
Technika, podczas ktorej rozdzielenie czastek odbywa si¢ na podstawie ich ruchliwosci w

elektrolicie o statym pH i w statym polu elektrycznym.

lzotachoforeza

Jest technika stuzaca glownie do analizy jakosciowej. Podczas izotachoforezy
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rozdzielanie prowadzone jest w niecigglym systemie buforéw. Zjonizowana probka wedruje
pomiedzy ,,szybkim” elektrolitem prowadzacym a ,,wolnym” elektrolitem konczacym. Czastki o
najwyzszej ruchliwosci elektroforetycznej poruszaja si¢ tuz za prowadzacymi jonami, a te o
najmniejszej ruchliwosci elektroforetycznej wedruja bezposrednio przed elektrolitem konczacym.

Tworzg si¢ pasma zalezne od st¢zenia rozdzielanych substancji.

Qagniskowanie izoelektryczne

Jest to technika stosowana do rozdzielania substancji amfoterycznych np. biatek i
peptydow. Rozdzielanie prowadzone jest w gradiencie pH. Czastki przesuwaja si¢ w kierunku
anody lub katody do momentu osiggnigcia potozenia w gradiencie pH, w ktorym ich sumaryczny

tadunek bedzie wynosit zero. Ta warto$¢ pH to tzw. punkt izoelektryczny.

Istotnym kryterium wyboru techniki elektroforetycznej jest rodzaj i charakter
analizowanej substancji. Makroczasteczki takie jak biatka sg czgsto wrazliwe na pewne warto$ci
pH i bufory. Zle dobrane warunki moga powodowa¢ zmiany konformacji, denaturacje, tworzenie
zwigzkow kompleksowych i interakcje wewnatrzczasteczkowe. Nalezy roéwniez unikaé efektu
przetadowania (zbyt wysokiego stezenia rozdzielanej substancji w roztworze). Odpowiednio
dobrane stezenie odgrywa wazng role W momencie przejscia substancji z roztworu w zel. Do
elektroforezy w warunkach denaturujacych (z solg sodowg siarczanu dodecylu (SDS)) probki
muszg byC¢ denaturowane, czyli przeksztalcone w agregaty czasteczka-detergent. Rodzaj
stabilizujgcego srodowiska, np. zelu zalezy od rozmiaru czgstki, ktéra ma by¢ analizowana.

Istotnym czynnikiem jest rowniez dobor odpowiedniego buforu. Elektroforetyczne
rozdzielanie prowadzi si¢ w buforze o $cisle okreslonym pH i statej sile jonowe;j.

Sita jonowa roztworu p dla mocnych elektrolitow wyraza si¢ rdwnaniem:
I =% Enizl Ci ¢ Zi2
gdzie: n— liczba rodzajow jonow
Ci— stezenie i-tego jonu w mol-dem™

Zi — warto$ciowos$¢ i-tego jonu.

Sita jonowa powinna by¢ jak najnizsza. Im wyzsza jest sita jonowa, tym wieksze jest
przewodnictwo buforu i ruchliwos¢ rozdzielanych czastek maleje. Duze rozcienczenie buforu
moze natomiast powodowa¢ wypadanie niektorych biatek z roztworu. Konsekwencja
przeplywu pradu przez roztwor jest wydzielanie ciepta Joule’a, ktore powoduje powstawanie

pradow konwekcyjnych, utrudniajgcych nalezyte rozdzielenie.



W przypadku gdy roztwor jest stabilizowany (np. bibulg czy zelem), to wydzielajace si¢
ciepto powoduje zageszczenie elektrolitu na pasku, czego konsekwencja sa znaczne zmiany
natezenia pola elektrycznego zachodzace wzdtuz paska w czasie trwania elektroforezy. Dlatego

lepiej stosowaé w zasilaczu state natgzenie (mA) niz state napiecie pradu (V).

Zastosowanie elektroforezy
e preparatywne i ilosciowe wydzielenie z badanych mieszanin czystych frakcji
e okreslenie czystosci i jednorodnosci badanych substancji
e zastosowanie do celow statystycznych i badawczych
e 0znaczanie punktu izoelektrycznego badanych substancji
e oznaczanie masy czasteczkowej badanych substancji
e zakres zastosowania rozciaga si¢ od catych komorek i czastek przez kwasy nukleinowe,
biatka, peptydy, aminokwasy, organiczne kwasy i zasady do narkotykow, pestycydow,

nieorganicznych kation6w i anionow (czyli wszystkiego, co moze nosi¢ tadunek).

Agar-agar nalezy do substancji zelujacych pochodzenia roslinnego, wytwarzany jest z
krasnorostow morskich w zwiazku z czym zawiera sporo jodu, sodu, potasu, wapnia i magnezu.
Jego glownym sktadnikiem jest galaktoza, cukier bardzo stabo przyswajalny przez cztowieka.
Agar-agar jest bardzo dobrze rozpuszczalny w goracej wodzie (90-100°C), po ochtodzeniu w
temperaturze 40-50°C tworzy zel i ponownie roztapia si¢ po podgrzaniu do ok. 90°C. Agar-agar
ma zastosowanie w przemysle spozywczym jako $srodek zelujacy stosowany zamiast zelatyny
gtownie przy produkcji stodyczy, w laboratoriach mikrobiologicznych jako podktad do
pozywek w hodowli bakterii oraz w technikach analitycznych i preparatywnych biologii
molekularnej. Zel agarowy jest stosowany jako podtoze do elektroforetycznego rozdzielania
kwaséw nukleinowych. Zmodyfikowany chemicznie agar moze by¢ takze wykorzystywany

jako podtoze w chromatografii powinowactwa oraz jako sito molekularne (sito czasteczkowe).

Barwniki spozywcze to chemiczne dodatki do zywnos$ci nadajace lub przywracajace
barwe produktom spozywczym. Barwniki obejmujg naturalne sktadniki zywno$ci normalnie
same niespozywane jako zywno$¢ 1 nieuzywane jako charakterystyczne jej sktadniki.
Barwnikami sg rowniez preparaty otrzymane W procesie fizycznej lub chemicznej ekstrakcji, w
ktorej ekstrahuje si¢ selektywnie pigmenty. Surowce stosowane z powodu wilasciwosci

aromatycznych, smakowych lub odzywczych, a posiadajace oprocz tego wiasciwosci barwigce
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nie sg traktowane jako barwniki. Surowcami takimi mogg by¢ np. suszona papryka, kurkuma czy
szafran. Barwa produktéw zywno$ciowych uwydatnia ich walory smakowe, zwlaszcza wyrobow
cukierniczych oraz napojow. Przez dodanie barwnikow przywraca si¢ naturalng barwe
produktowi zmieniong w wyniku obréobki technologicznej, intensyfikuje si¢ barwy naturalnie

wystepujace w zywnosci lub uzyskuje catkiem nowg barwe.
Barwniki spozywcze wykorzystywane w trakcie ¢wiczenia:
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CZESC EKSPERYMENTALNA

PRZYGOTOWANIE ZELU AGAROWEGO | ROZDZIELENIE BARWNIKOW

Materiaty

e Plaszcz grzejny

e Zlewka szklana



Cylinder miarowy

Pojemnik plastikowy spozywczy
Druciki metalowe - elektrody
Zasilacz z kablami

Bibuta

Szkietko zegarkowe

Pipeta 0,5 -10 ul

Peseta

Nozyk

Odczynniki chemiczne:

Agar—agar
Barwniki E104, E132, E124, E102+E132
Woda dejonizowana

0,2% soda oczyszczona

Wymagane Srodki ostroznosci

v
v
v

W trakcie wykonywania ¢wiczenia student powinien nosi¢ odziez ochronng.
Roztworow nie nalezy wdychac i pipetowac ustami.

Identyfikacja zagrozen (Klasyfikacja zgodnie z dyrektywami UE 67/548/EWG lub
1999/45/WE):

Akryloamid - T Produkt toksyczny R25, R48/23/24/25, R45, R46, R62; Xn Produkt
szkodliwy R20/21; Xi Produkt draznigcy R36/38, R43

Nadsiarczan amonu - O Produkt utleniajacy R 8; Xn Produkt szkodliwy R22; Xi Produkt
draznigcy R36/37/38, R42/43

TEMED - F Produkt wysoce tatwopalny R11; C Produkt Zzracy R34; Xn Produkt
szkodliwy R20/22

Pierwsza pomoc:

- w razie kontaktu ze skorg: sptukac duzg iloscig wody.

- w razie kontaktu z oczami: przeptuka¢ duzg iloscig wody, przy szeroko otwartej
powiece.

- jezeli osoba poszkodowana oddycha, przenie$¢ na §wieze powietrze. Jezeli osoba
poszkodowana nie oddycha, zastosowa¢ sztuczne oddychanie. Zasiggna¢ porady
medyczne;j.

- w przypadku wystgpienia podraznien skontaktowac si¢ z lekarzem.

- w razie spozycia: przeptukac¢ usta woda.

Doktadne instrukcje postepowania sg zawarte w dotaczonych kartach charakterystyk substancji.



Sposdb przeprowadzenia ¢wiczenia

1. Na szkietku zegarkowym uformowac¢ 5 malutkich kuleczek z bibuty. Na uformowane
kuleczki za pomoca pipety automatycznej wprowadzi¢ po 2 ul przygotowanych
barwnikow.

2. Przygotowac dwie nawazki 0,6 g agaru.

3. Nawazke przenies¢ do zlewki, wprowadzi¢ 100 ml 0,2% roztworu sody oczyszczonej.
Zlewke umiesci¢ w ptaszczu grzejnym. Rozpusci¢ agar czesto mieszajac, pamigtaé o
unikaniu doprowadzenia roztworu do wrzenia.

4. Pod plastikowym pojemnikiem umiesci¢ bialg kartke. Roztwor przela¢ do plastikowego
pojemnika spozywczego, tak aby grubos$¢ wytworzonego zelu wynosita okoto 3 mm.
Roztwor pozostawi¢ na czas polimeryzacji zelu.

5. Po zastygnieciu zelu z dwoéch jego stron wyciagé paski o szerokosci okoto 1,5 cm — w ten

sposOb utworzone zostang zbiorniki na bufor.

6. Zabarwione kuleczki umiesci¢ w zelu uzywajac do tego celu pesety. Za kazdym razem
oczysci¢ pesete. Kuleczki umiesci¢ w odlegltosci okoto 1 cm od siebie.

7. W miejsca usunietego zelu wprowadzi¢ elektrody (czarny krokodylek ,,-” umiesci¢ przy
linii startu, czerwony ,,+” przy linii koncowe;j).

8. Ostroznie wla¢ bufor (0,2% roztwor sody oczyszczonej) tak, aby catkowicie przykry¢
powierzchnig zelu.

9. Podtaczy¢ elektrody do zasilacza.

10. Wlaczy¢ zasilacz 1 ustawi¢ napigcie o wartosci 65 V.

Sprawozdanie
W sprawozdaniu z wykonanych éwiczen nalezy umiesci¢ krotki wstep teoretyczny. Podaé cel

¢wiczenia 1 opisa¢ poszczegbdlne jego etapy. Przeprowadzi¢ analize zelu (umiesci¢ zdjecie zelu
wraz z opisem). Zmierzy¢ droge migracji poszczeg6lnych barwnikéw. Wykonaé wykres
zaleznoS$ci drogi migracji od stosunku tadunku czgsteczki do masy czasteczkowej. Przeprowadzic¢

dyskusje wynikéw i podac wnioski.
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