Elektroforeticka analyza isoenzymii v potravinafstvi
1. Konstrukce aparatury pro plo$nou elektroforézu

v. SICHO, B. RUTOVA

Vyznamnou oblasti enzymové analyzy, kterd skyta rozsdhlé moZnosti
v potravinafské analytice, je oblast analyzy isoenzymi. V potravinafstvi
se ji zatim jen zcela nepatrné& vyuZiva. Biosyntéza isoenzymi je genetic-
ky regulovdna a je tedy moZno podle vyskytu urc¢itych isoenzymié posu-
zovat i jednotlivé odridy potravincvych surovin. Vzhledem k tomu, Ze
jednotlivé isoenzymy vykazuji i riznou stabilitu, je moZno podle postup-
ného vymizeni jednotlivych isoenzymi soudit i na stav prisluSné tkané.

V nésledujici praci byla navrZena aparatura pro elektroforetické deé-
leni isoenzymil na polyakrylamidovém gelu, umoZiujicl soucasné déleni
vétsiho poctu vzorkQl a jejich fotometrické vyhodnoceni.

Dosud publikované aparatury pro elektroforézu na polyakrylamidovém
gelu byly zkonstruovany bud pro diskovou elektroforézu, nebo elektro-
forézu ploSnou, a to vertikdlni nebc horizontdlni. (1—4). Pro naSi préaci
jsme pouzili systém ploSné elektroforézy vertikdlni a navrhli aparaturn,
pfi jejiZz konstrukci jsme se soustfedili na tyto zdkladni prvky a po-
Zadavky:

Polymerace i elektroforéza probiha ve stejném pfistroji.
Gel je v priibéhu elektroforézy ucinné chlazen.

Je moZno ménit silu gelu.

Montaz i demontaZ aparatury je jednoducha.

Je moZno soucasné analyzovat vice vzorkd.
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NavrZend aparatura umoZiiuje soufasnou analyzu 6-—10 vzorkid nebo
pii aplikaci jednoho vzorku na celou plochu gelu jeho riiznou detekci,
pfipadné jiné zpracovani. PIi soucasné analyze vétSiho pocltu vzorkil
jsou zajiStény stejné podminky v kaZdém prouZku gelu. ProuZky gelu
nepfedstavuijl zcela samostatnou jednotku a je zajiSt€na stejnd pohybli-
vost identickych zdén. Vyhodou plosné elektroforézy je moZnost kvanti-
tativniho vyhodnoceni elektroforeogram@ na bé&Znych densitometrech,
zatimco pro kvantitativni vyhodnoceni diskovych elektroforeogrami je
tfeba specielniho densitometru.
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Popis aparatury

Aparatura se skladd ze dvou symetrickych dilt vyrobenych z plexiskla,
na styénych plochach vylepenych tésnici gumou. Mezi ob& poloviny se
vioZi 4 kusy skla o rozméru 9,5 cm X 11,5 cm a sile 5 mm. Vzdalenost
paralelné& poloZenych skel vymezuji pfepdaZky z plexiskla nebo obdobné-
ho materidlu, vloZené mezi skla a urcujici zdroveil silu gelu. Takto pfi-
pravené soucasti se utdhnou osmi Srouby. Oba dily utvofi po seSroubova-
ni v horni ¢asti nddobu na horni pufr, dvé paralelnd umisténé dvojice
skel s prfepdZkami utvoFi prostor pro tuhnuti gelu. Z druhé strany tvofi
skla spolu s obéma zdkladnimi dily komory pro prichod chladici vody.
Kompletni aparatura se vloZi do nadoby se spodnim pufrem. Siroka
zékladna zarucuje dostateCnou stabilitu aparatury a neni tedy tFeba
Zadného dalSiho upevnéni,
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Obr. 1. Aparatura pro plodnou polyakrylamidovou elektroforézu.

Pfiprava gelt

- Pro elekiroforetickou analyzu pouZivame Davisova ,tfigelového zpi-
sobu pfipravy gel, pfi n€ém?Z zaostfeni vzorku je zaloZeno na principu
zmény iontd (5).

Prvni gel ve sméru pohybu iontd je t. zv. ,,sample gel“ nebo téZ zvany
vzorkovy gel. Ucelom tohoto gelu je fixovat analyzovany vzorek tak, aby
nedochéazelo k premiseni vzorku s hornim elektrodovym pufrem (s nos-
nym aniontem, v naSem pFipadé glycin~), a tedy k rozmazani zoén.
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,Sample gel“ je ¥id3i gel s velkymi poéry. U vzorkd, jejichZ né&které
slozky pasobi inhibitn& na polymeraci, je moZno ,sample gel“ vyne-
chat, ale je pak nutno vénovat vétSi pozornost aplikaci vzorku, resp.

jeho pFevrstveni hornim elektrodovym pufrem.

Dalsim gelem je gel zaostfovaci, t. zv. ,spacer gel®. V tomto gelu
s velkymi pory nedochazi k déleni, ale slouZi jako fixac¢ni c¢inidlo pro
,oelni" aniont (v naSem piipadé Cl—) a dochédzi v ném k zaostfeni na
principu zmény ionta.

Vlastni déleni pak probihd ve tfetim gelu, t. zv. gelu délicim (,,smdll”
pore gel®), kde se latky déli na principu riizné pohyblivosti v elektric*:
kém poli a sitového efektu.

Roztoky pro pfipravu gelt

Tab. 1. SloZeni roztokl pro pfipravu gelfi

| mnozstvi jednotli- |
| roztok sloZeni vych sloZek
! B na 100 ml
|
} 1IN HCI 48,00 ml ‘
‘ A Tris* 366 g
TEMED** 0,23 1l |
1IN HCl 48,00 ml
5 Tris* 598 g
TEMED** 0,46 ml
akrylamid
C N, N’-methylen-bis- 28’335 :
akrylamid ! g
akrylamid |
D | N, N’-methylen-bis- | 13’2 g
| akrylamid ‘ ’ g
E riboflavin | 0,004 g
S i S —
F sacharosa 40,0 g
: G persiran amonny 014 g I
| e |
|
elekirodovy Tris 60 g ‘
pufpre» glycin 014 g ‘
* Tris = trishydroxymethyl-aminomethan

** TEMED = N, N, N’, N’- tetramethylethylendiamin

*** takto prFipraveny zdsobni roztok se pfed pouZitim zfedi destilovanou vodou 10 X
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VS8echny z&sobni roztoky pro pfipravu geld je nutno uchovdvat v temnu
a chladu. Roztoky E a G je nutno pripravovat kaZdy tyden Cerstvé, ostat-
ni roztoky jsou stdlé jeden mésic.

Polymerace

Aparaturu je nutno pfed seSroubovdnim umyt detergencnim prostied-
kem. Sucha aparatura se seSroubuje, spodni ¢ast se utésni parafinem
pryzi nebo plastelinou, €i jinou hmotou, kterou je moZno po zpolymero-
vani gelu snadno- odstranit. Pfed pfipravou gell je nutno aparaturu
umistit do vodorovné polohy.

Polymerace déliciho gelu

Roztoky pro piipravu déliciho gelu se t&sné prFed pocatkem prace
smisl v potFfebném mnoZstvi v nasledujicim poméru:

1 dil roztoku A

2 dily roztoku C

1 dil destilované vody
4 dily roztoku G

Po prekontrolovédni pH (mé byt 8,9) se smés roztokfi napipetuje do
prostoru pro gel. Pak se opatrné pfevrstvi destilovanou vodou, &imZ se
zarufi rovny povrch gelu. Polymerace je pfi laboratorni teploté skondena
za 1 hodinu. Po dobu polymerace nesmi byt s aparaturou hybédno. Pc
skoncené polymeraci se voda odsaje filtraénim papirem.

Polymerace zaostfovaciho gelu

Roztoky pro pfipravu gelu se pfed pouZitim smisi v nésiedujicim po-
méru:

1 dil roztoku B

2 dily roztoku D

1 dil roztoku E

4 dily roztoku F

Pc smiseni roztokii se piekontroluje jejich pH (ma byt 6,7). Roztoky
B, D, E lze uchovédvat smisené v tmavé lahvi v lednici a pred praci
smisit s roztokem F. Smés se napipetuje na zpolymerovany dé&lici gel
a opét pfevrstvi opatrné vodou. Polymerace je katalysovdna UV zafFidem
a je skon&ena asi za 30 minut. Zpolymerovany zaostfovaci gel opalesku-
je. Po skoncené polymeraci se voda opét odsaje filtra¢nim papirem

Polymerace vzorkového gelu

Vzorkovy gel se pripravi smisenim roztokd B, D, E v néasledujicim po-
méru:
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dil roztoku B

dily roztoku D

dil roztoku E

dily analyzovaného vzorku

Polymerace probih4 stejn& jako u zaostfovaciho gelu.

Vliastni elektroforéza

Po piipravé gelll se odstrani parafin ¢i plastelina a aparatura se
costavi do spodni nadoby s elektrodovym pufrem. Vzorkovy gel se pfe-
vrstvi elektrodovym pufrem, do kterého se pfidd nékolik kapek 1% roz-
tuku bromfenolové modfi k viditelnému oznaceni c¢ela délicich se latek.
Spusti se chlazeni a zapoji proud. Pro prvni hodinu se nastavi poten-
cialni spad 12,5 V/em, pro dalsi hodiny se zvysi na 25 V/cm. Po skonéeni
elektroforézy se vypne proud, cdpoji chlazeni a pfistroj se rozebere.
Platky gelu se vyjmou k dalSimu zpracovéni.

Detekce bilkovin

Velkou vyhodou polyakrylamidového gelu je jeho prlzracnost, Cirost
a snadnost, s jakou se vybarvuji ¢&sti obsahujici bilkoviny nebo jiné
ielené 1atky. ProtoZe polyakrylamidovy gel neobsahuje reaktivni skupiny,
‘e moZno pro detekci analyzovanych latek pouZit Siroké palety barvicich
metod. Obecné uzndvanym d¢inidlem pro detekci bilkovin v polyakryla-
midovém gelu je amidod&erii ve vodném roztoku kyseliny octové (6,7).
~midoderii se fysikalné vdZe na bilkoviny a tvori modré zony.

Nami pouZivany roztok pro detekci bilkovin ma& nasledujici sloZeni:
7.5 g amido&erni 10 B se rozpusti ve 100 ml 7% kyseliny octové a pfe-
filtruje. Prouzek gelu se vloZi do detek&niho roztoku na 1 hodinu, poté
‘e nutno odbarvit pozadi vypiranim gelu v 7% kyseliné octové. Odbar-
vovani trva u 1 mm silnych platkQ gelu pFibliZzné 24 hodin. Bé€hem této
doby je nutno roztok 7% Kkyseliny octové né&kolikrat vymenit.

Pro detekci enzymii v polyakrylamidovém gelu je moZno pouZit ba-
revnych reakcii vét§iny kolorimetrickych metod, které jsou pouZivany
cro urdeni aktivity p¥isluSného enzymu.

SuSeni a skladovédni gelt

Po vybarveni gelli amidocferni &i jinymi detekénimi inidly je moZno
zel skladovat v 7% kyseliné octové nebo je moZno gel suSit (8, 9, 10).
°fi suSeni bez jakékoliv fixace dojde ke smrSténi gelu, gel je kiehky,
vraskd a pfed dal$im vyhodnocovadnim je nutno ho op&t nabobtnat

7% kyseling octové. Tento zpisob uchovavani, v literatufe ¢asto
uvadény jako vhodny, se ndm neosvéddcil. Nejlepsi vysledky pfi suSeni
zelu jsme dosdhli jeho umisténim a fixaci na pevné podloZce tak, Ze
mé&nil pouze svoji silu, zatimco jeho podélné rozméry zilstaly zachovény.
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Gel, u néhoZ byla provedena detekce, byl umistén na dobfe odma$téné
sklicko a fixovdn pfevrstvenim uniformni vrstvou 2,5% roztoku rozva-
feného Difco agaru. Po ztuhnuti agaru byla sklicka s gelem vloZena do
thermostatu a suSena 2 hodiny pii teploté 40°C. DosouSeni bylo prova-
déno pfi laboratorni teploté. Taktc usuSeny gel je moZno neomezené
skladovat a je okamZité pouZitelny jak k visualnimu, tak k densitomet-
rickému vyhodnoceni.

Densitometrické vyhodnoceni gell

UsuSeny gel, fixovany na skle, se
proméfuje na densitometru ERI-65
(Carl Zeiss, Jena). Pfistroj ndm sou-
¢asné zaznamenava integracni Kkriv- o
ku, takZe zméfenim jeji vySky nad :
zdkladni osou v mistech odpovidaji- %
cich jednotlivym vrcholim je moZno .
zmé&fit tdaj, odpovidajici ploSe vr- '
cholu. Vezmeme-li celou vy3ku inte-
gratni krivky srovndvaciho vzorku [
za 100 Y%, miZeme vypo&itat % akti- : |
vity, odpovidajici jednotlivym z6ndm i |
nejen na stejném zdznamu, ale i na : : »- 25
zéznamech dalSich.

Obr. 2. Densitometricky zdznam méfeni
a zplsob vyhodnoceni elektroforeogramu

Souhrn

Byla zkonstruovdna aparatura pro plo3nou elektroforézu a vypraco-
vana metodika elektroforetického déleni iscenzymé na polyakrylamido-
vém nosiCi. Byla vypracovana technika kone¢né upravy vybarvenych
elektroforeogramii, umoZiujici pfimé fotometrické kvantitativni vyhod-
noceni densitometrem seriové vyroby ERI-65 (Carl Zeiss, Jena).
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QierTpodopeTnieCKNil aHANN3 M30aH3UMOB B IIMIEBOH HpPOMBIIJIEHHOCTH,
1. KomeTpyRumsa anpapaTypsl 4jiA INIOCKOBOTO 3jieKTpodopesa B MOIMAKPU-
JaMAHOM Telle.

BrBOIBI
Berma cresiaHa ROHCTPY KL 1pudopa Lt [0 KOBOID SACKTPOPOpess 1 paspadords
METOJ BJIeHTpo(I)OpeTH‘IerH_II.\' Cenapaynn HEOOHANMOB B TOANERPIIAMILIIOM  Feae. [RINNT
paspaGoTaHa TCXHARA OROHMATEILHOA 06padoTsn aaerTpohopeor paMMoB, KOTopad 1M03Bo0-
JfeT KBAHTATATUBHOE IlepeMepuBamue jeHcHToMerpos EPII- 63, Meror apaneren dosbmoii

IIOMOIIBIL [I1A aHA M3 OUINEeBOT0 MaTepHalla.

Electrophoretic separation of isoenzymes in food
1. An apparatus for vertical flat-sheet electrophoresis

Summary

An apparatus is described which allows acrylamide gel electrophoresis to be carried
out on a thin flat gel sheet in a vertical position. The apparatus is simple and easy
to use. A technique for the electrophoretic separation of isoenzymes is proposed.
It is outlined a procedure for drying of the gel sheet which is suitable for densito-
metric evaluation.
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