
Elektroforetick6 analfza
I. Konstrukce aparatury

isoenzymri v potravindistvi
pro plo5nou elektrofor6zu

V. SICHO, B. RUTOVA

Vyznamnou oblasti enzymov6 analizy, kterS skftd rozsahl6 moZnosti
v potravindiske analytice, je oblast analyzy isoenzymfi. V potravindistvi
se ji zatim jen zcela nepatrnd vyuZiv6. Biosynt6za isoenzymt je genetic-
ky regulovdna a je tedy moZno podle viskytu urditych isoenzymri posu-
zcvat i jednotliv6 odrfldy potravinovich surovin. Vzhledem k tornu, Ze
jednotliv6 isoenzymy vykazuji i rtznou stabilitu, je moZno podle postup-
neho vymizeni jednotliv'ich isoenzymfi soudit i na stav piisluSn6 tkdn6.

V n6sledujici praci byla navrZena aparatura pro elektroforeticke d6-
leni isoenzymt na polyakrylamidov6m 8elu, umoZiujici soudasn6 ddleni
vdt5iho podtu vzorkfl a jejich fotometrick6 vyhodnoceni.

Dosud publikovan6 aparatury pro elektrofor1ztt na polyakrylamidov6m
gelu byly zkonstruovdny bud pro diskovou elektrofor1ztr, nebo elektro-
for6,zu plo5nou, a to vertikalni nebo horizontdlni. [1,-4). Pro na5i prdci
jsme pouZili system plo5n6 elektrofor6zy vertik6lni a navrhli aparaturu,
pii jejiZ konstrukci jsme se soustiedili na tyto zakladni prvky a po-
Zadavky:

1. Polymerace i elektrofor6za probiha ve stejn6m piistroji.
2- Gel je v prtbdhu elektrofor6zy t'rdinnb chlazen.
3. Je moZno mEnit silu gelu.
4. MontaZ i demontdZ aparatury je jednoducha.
5. Je moZno soudasnd analyzovat vice vzorkt.

NavrZen6 aparatura umoZiuje soudasnou analyzu 6-10 vzorkt nebo
pii aplikaci jednoho vzorku na celou plochu gelu jeho rflznou detekci,
plipadnd jine zpracovani. Pii soudasn6 analyze vdt5iho podtu vzorkfi
jsou zaji5tdny stejn6 podminky v kaZd6m prouZku gelu. ProuZky gelu
nepiedstavuji zcela samostatnou jednotku a je zaji5t6na stejn6 pohybli-
vost identickych zon. Vihodou plo5n6 elektrofor6zy je moinost kvanti-
tativniho vyhodnoceni elektroforeogramt na bdZnych densitometrech,
z.alimco pro kvantitativni vyhodnoceni diskovich elektroforeogramri je
tieba specielniho densitometru.
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Popis aparatury
Aparatura se skl6d6 ze dvou symetrickich dilti vyrobenych z plexiskla,

na stydnich ploch6ch vylepenych tdsnici gumou. Mezi obE poloviny se
vloLi 4 kusy skla o rozm6ru 9,5 cm X 11,5 cm a sile 5 mm. Vzdalenost
paralelnd poloZenich skel vymezuji piepaZky z plexiskla nebo obdobn6-
ho materialu, vloZen6 mezi skla a urdujici zdrovefl silu gelu. Takto pii-
praven6 soudasti se ut6hnou osmi Srouby. Oba dily utvoii po seSroubovd-
ni v horni dasti n6dobu na horni pufr, dvE paralelnE umistdn6 dvojice
skel s piepdZkami utvoii prostor pro tuhnuti gelu. Z druh6 strany tvoii
skla spolu s obdma zdkladnimi dily komory pro prflchod chladici vody.
Kompletni aparatura se vloZi do nddoby se spodnim pufrem. Siroka
zakladna zaruduje dostatednou stabilitu aparatury a neni tedy tieba
l.6dn1lro dal5iho upevnEni.

Obr. 1. Aparatura pro plobDou polyakrylamidovou elektrofor6zu-

Piiprava geifl

Plo elektroforetickou analyzu pouZiv6me Davisova,,tiigelov6ho" zpfr-
sotru piipravy gehi, pii nEmZ zaostieni vzorku je zaloZeno na principu
4mdny iontfl (5J.' Prvni gel ve smdru pohybu iontri je t. zv. ,,sample gel" nebo t6Z zvany
vzorkovi gel. Udelom tohoto gelu je fixovat analyzovany vzorek tak, aby
nedoch6zelo k prcmiseni vzorku s hornim elektrodovfm pufrem Is nos-
nim aniontem, v naSem piipadE glycin-), a tedy k rozmazdni z6n.
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,,Sample gel" je iid5i gel s velkymi pory. U vzorkfi, jejichZ ndkterd
sioZky prisobi inhibidnd na polymeraci, je moZno ,,sample gel" vyne-
chat, ale je pak nutno vdnovat v6t5i pozornost aplikaci vzorku, resp.
jeho pievrstveni hornim elektrodovym pufrem.

Dal5im gelem je gel zaostiovaci, t. zv.,,spacer gel". V tomto gelu
s velkimi pory nedochdzi k d6leni, ale slouZi jako fixadni dinidlo prcr
,,delni" anlont [v na5em piipadd Cl-J a dochazi v n6m k zaostieni na
principu zmdny iontt.

Vlastni ddleni pak probihd ve tietim gelu, t. zv. gelu ddlicim [,,smdlli
pore gel" l, kde se l6tky ddli na principu rrizn6 pohyblivosti v elektric-
k6m poli a sitoveho efektu.

Roztoky pro piipravu gelt
Tab. 1. SloZeni rozto,kri pro piipravu gelfi

mnozstvi jednotli- 
i

sloZenl vich slozek
na 100 ml

1N IIC]
Tris *
TEMED"-

1N HCl
Tris *
TEMED""

48,00 ml
36,6 c
O,23 rnl

48,00 ml
5,S8 c
0,46 nl

akrylamld
N, N'-methylen-bis-
akrylamid

20,0
0,735

akrylamid
N, N'-methylen-bis-
akrylamid

10,0 c

ribo,f lavin 0,004 g

sacharosa

perslran amonny 0,1.4 I

Tris
glycin

* Tris : trishydroxymethyl-amin'omethan-- TEMED : N, N, N', N'- tetramethylethylendiamin
"t takto piipravenf zdsobni roztok se pied pouZitim ziedi destilovanou vodou 10 X
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V5echny zdsobni roztoky pro piipravu gelfi je nutno uchovdvat v temnn
a chladu. Roztoky E a G je nutno piipravovat kaZdy tiden derstv6, ostat-
ni roztoky jsou st5l6 jeden mdsic.

Polymerace
Aparaturu je nutno pied se5roubovdnim umit detergendnim prostfed-

kem. Suchd aparatura se seSroubuje, spodni ddst se utEsni parafinem,
pryZi nebo plastelinou, di jinou hmotou, kterou je moZno po zpolymero-
vdni gelu snadno.odstranit. Pied piipravou gehi je nutno aparaturu
unistit do vodorovn6 polohy.

Polymerace ddliciho gelu

Roztoky pro piipravu dEliciho gelu se tEsnE pied poddtkem pr6ce
srnisi v potiebn6m mnoZstvi v ndsledujicim pomEru:

1 dil roztoku A
2 dily roztoku C
1 dil destilovan6 vody
4 dily roztoku G

Po piekontrolovdni pH {md b'it 8,91 se smEs roztokri napipetuje do
prostoru pro gel. Pak se opatrn€ pievrstvi destilovanou vodou, dimZ se
zarudi rovni povrch gelu. Polymerace je pii laboratorni teplotd skondena
za t hodinu. Po dobu polymerace nesmi b'it s aparaturou hib6no. Po
sko,nden6 polymeraci se voda odsaje filtradnim papirem.

Polymerace zaostiovaciho gelu

Roztoky pro piipravu gelu se pied pouZitim smisi v n6siedujicim po-
mEru:

1 dil roztoku B
2 dily roztoku D
1 dil roztoku E
4 dily roztoku F

Po smiseni roztokri se piekontroluje jejich pH fma b'it 6,7J. Roztoky
B, D, E lze uchovdvat smisend v tmav6 l6hvi v lednici a pied praci
smisit s roztokem F. Smds se napipetuje na zpolymerovani dElici gel
a opdt pievrstvi opatrnd vodou. Polymerace je katalysovdna UV z6iidem
a je skondena asi za 30 minft. Zpolymerovany zaostiovaci gel opalesku-
je" Po skonden6 polymeraci se rroda op6t odsaje filtradnim papiren.

Polymerace vzorkov6ho gelu

Vzorko,vi gel se piipravi smisenim roztoliri B, D, E v ndsledujicim po-
meru:
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1 dil roztoku B
2 dily roztoku D
1 dil roztoku E
4 dily analyzovan6ho vzorku

Polymerace probihd stejn6 jako u zaosttYovaciho gelu.

Vlastni elektrof or6za

Po piiprav6 gelt se odstrani parafin di plastelina a aparatura se
'rostavi do spodni nddoby s elektrodovim pufrem. Vzorkovy gel se pie-
:. rstvi elektrbdovfm pufrem, do kter6ho se piid6 ndkolik kapek I0/o roz-
: ,ku bromfenolov6 modii k viditeln6mu oznadeni dela ddlicich se l6tek.
Spusti se chlazeni a zapoji proud. Pro prvni hodinu se nastavi poten-
- ralni sp6d 1,2,5 Vlcm, pro dal5i hodiny se zvy5i na 25 Vlcm. Po skondeni
eiektrofor6zy se vypne proud, odpoji chlazeni a piistroj se rozebere.
?latky gelu se vyjmou k dal5imu zpracovdni.

Detekce bilkovin

Velkou vyhodou polyakrylamidov6ho gelu je jeho prfizradnost, dirost
a snadnost, s jakou se vybarvuji d6sti obsahujici bilkoviny nebo jine
..blen6 l6tky. ProtoZe polyakrylamidovi gel neobsahuje reaktivni skupiny,
'e moZno pro detekci analyzovan'ich l6tek pouZit 5irok6 palety barvicich
retod. Obecnd uzn6vanfm dlnidlem pro detekci bilkovin v polyakryla-
::ridov6m gelu je amidoderi ve vodn6m roztoku kyseliny octov6 [6,7].
-.-midodeli se fysikalnl. v6Ze na bilkoviny a tvoii modr6 zony.

Nami pouZivani roztok pro detekci bilkovin ma nasledujici sloZeni:
-.5 g amidoderni 10 B se rozpusti ve 100 ml 7% kyseliny octov6 a pie-
-iitruje. ProuZek gelu se vloZi do detekdniho roztoku na t hodinu, pot6
e nutno odbarvit pozadi vypir6nim gelu v 7% kyselind octov6. Odbar-

,'cvdni trvd u 1 mm silnich pldtkfr gelu piibliind 24 hodin. Bdhem teto
:ioby je nutno roztok 70lo kyseliny octov6 n6kolikr6t vymdnit.

Pro detekci enzymfi v polyakrylamidov6m gelu je moZno pouZit ba-
: evnych reakcii vdt5iny kolorimetrickych metod, kter6 jsotl pouZivany
,',io urdeni aktivity pr=islu5n6ho enzynll.

SuSeni a skladovdni gelfi

Po vybarveni gehi amidoderni di jinimi detekdnimi dinidly je moZno
rel skladovat v 70/o kyselin6 octov6 nebo je moZno gel suSit [8, 9, 10).
lii su5eni bez jak6koliv fixace dojde ke smr5tdni gelu, gel je kiehki,
:;iaskd a pied dal5im vyhodnocov6nim je nutno ho opdt nabobtnat
. Z0/o kyselind octov6. Tento zprisob uchovdv6ni, v literatuie dasto
-r.-addny jako vhodni, se ndm neosvEddil. NejlepSi vysledky pii suSeni
;-elu jsme dos6hli jeho umistEnim a fixaci na pevn6 podloZce tak, Ze

::dnil pouze svoji silu, zatimco jeho pod6ln6 rozmdry zflstaly zachovdny.
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Gel, u n6hoZ byla provedena detekce, byl umistdn na dobie odma5tdn6
sklidko a fixov6n pievrstvenim uniformni vrstvou 2,50/o toztoku rozva-
ien6ho Difco agaru. Po ztuhnuti agaru byla sklidka s gelem vloZena do
thermostatu a su5ena 2 hodiny pii teplotd 40'C. DosouSeni bylo provd-
ddno pii laboratorni teplot6. Takto usuSeni gel je moZno neomezend
skladovat a je okamZitd pouZitelni jak k visudlnimtt, tak k densitomet-
rickemu vyhodnoceni.

Densitometricke vyhodnoceni 3 e i[L

Usu5eny gel, fixovany na skle, se
promEiuje na densitometru ERI-65
ICarl Zeiss, Jena]. Piistroj n5m sou-
dasnd zaznamen6vd integradni kiiv-
ku, takZe zm6ienim jeji v'iSky nad
zdkladni osou v mistech odpovidaji-
cich jednotliv'im vrchohim je moZno
zmdiit udaj, odpovidajici plo5e vr-
cholu. Vezmeme-Ii celou v'iSku inte
gradni kr=ivky srovndvaciho vzorku
za 7OO %, mriZeme vypoditat % akti-
vity, odpovidajici jednotlivym z6ndm
nejen na stejndm z6.znamu, ale i na
zl.znamech daISich.

Obr. 2. Densitometricky z6znam mbieni
a zpfrsob vyhodnoceni elektroforeogramu

Souhrn
Byla zkonstruov6na aparatura pro ploSnou elektrofot4,zu a vypraco-

';5na metodika elektroforetickeho ddleni isoenzymri na polyakrylamido-
v6m nosidi. ByIa vypracov6na technika konedn6 ripravy vybalvenych
elektroforeogramri, umoZiujici piim6 fotometrick6 kvantitativni vyhod-
noceni densitometrem seriov6 vyroby ERI-65 [CarI Zeiss, Jena].
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Electrophoretic separation of isaenzymes in food
tr. 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 posiiion. 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 evaluirtion.
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