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Projekt wspotfinansowany przez Uni¢ Europejska w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego

Rozdzielanie i identyfikacja aminokwaséw w odzywce dla sportowcow technikyg

strefowej elektroforezy kapilarnej

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie studentow 7 technikg strefowej elektroforezy kapilarnej na
prykladzie rozdzielania i identyfikacji aminokwaséw w odiywce dla sportowcow. Cwiczenie
wykorzystuje aparat do elektroforezy kapilarnej zakupiony w ramach realizacji projektu
»Ksztalcenie zamawiane na kierunkach Biotechnologia i Technologia chemiczna Wydziatu
Chemicznego Politechniki Warszawskiej”, wspolfinansowanego przez Uni¢ Europejskq w

ramach Europejskiego Funduszu Spolecznego.

Odczynniki i roztwory

L-leucyna, roztwor Wzorcowy o stezeniu 10 mg/ml

L-izoleucyna, roztwor wzorcowy o stezeniu 10 mg/ml

L-glutamina, roztwor Wzorcowy o st¢zeniu 10 mg/ml

D-walina, roztwor wzorcowy o stezeniu 10 mg/ml

Wodorotlenek sodu (NaOH), roztwor o stezeniu 1 mol/1 1 0,1 mol/l

Elektrolit roboczy — tetraboran sodu (Na,B407), roztwor o stezeniu 0,02 mol/l (pH 9)

Woda dwukrotnie destylowana
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Odzywka aminokwasowa dla sportowcow do analizy

Aparatura
Aparat do elektroforezy kapilarnej, wyposazony w kapilar¢ kwarcowa o S$rednicy
wewnetrznej 50 um i dlugosci do okienka detekcji 50 cm oraz detektor spektrofotometryczny

jednoczesnej detekcji.

Wykonanie éwiczenia

. Przygotowanie kapilary do pracy

W celu uaktywnienia powierzchni wewngtrznej kapilary oraz jej wykondycjonowania,
korzystajac z metody ,,aktywacja kapilary”, kapilar¢ przemy¢ kolejno w czasie 2 min. woda
destylowana, roztworem NaOH o stezeniu 1 mol/l i 0,1 mol/l, woda destylowang oraz

elektrolitem roboczym.



1. Przygotowanie roztworu odzywki dla sportowcow
W zlewce o poj. 50 ml odwazy¢ na wadze analitycznej 0,2 g analizowanej odzywki. Odwazke
rozpusci¢ w 40 ml cieplej wody destylowanej 1 po ostudzeniu roztwor przenies¢ ilosciowo do

kolby miarowej o poj. 50 ml. Dopetni¢ woda destylowang do kreski i wymieszac.

II. Identyfikacja sygnaléw na elektroferogramie probki analizowanej odzywki

Do pigciu fiolek, za pomoca pipety automatycznej, wprowadzi¢ po 500 pl roztworu
analizowanej odzywki i do jednej z nich doda¢ 50 pl roztworu wzorcowego waliny, do
nastepnej — 160 pl roztworu leucyny i do kolejnych — po 70 pl roztworu glutaminy i
izoleucyny. Wszystkie roztwory rozcienczy¢ wodg do objetosci 1 ml.

Do nastepnych czterech fiolek wprowadzi¢ kolejno 50 ul roztworu wzorcowego kazdego
aminokwasu i rozcienczy¢ woda do objetosci 1 ml.

Wykona¢ elektroferogramy pojedynczych roztworéw wzorcowych oraz roztworu odzywki i
roztworéw odzywki z dodatkami wzorcow, korzystajac z metody ,,aminokwasy”, przy
napieciu +25 kV (natezenie pradu 20 mA, moc pola elektrycznego 1 W), wprowadzajac
probke do kapilary technika hydrodynamiczng (ci$nienie 50 mbar, czas pobierania probki 4 s)
i rejestrujac sygnat przy dtugosci fali 200 nm.

I11.  Opracowanie wynikéw

Zidentyfikowa¢ sygnaly na elektroferogramie analizowanej odzywki dla sportowcow,
porownujac ich czasy migracji z czasami migracji pojedynczych wzorcow oraz pola
powierzchni pod nimi z polem powierzchni pod sygnatami, otrzymanymi dla roztworow
analizowane] odzywki z dodatkami wzorcow poszczegdlnych aminokwasow. Pola
powierzchni wyznaczyé, korzystajac z programu komputerowego do obstugi aparatu.

Poroéwnac krzywe absorpcji otrzymane dla sktadnikow odzywki 1 wzorcow.



Rozdzielanie i identyfikacja barwnikow syntetycznych w produktach

spozywczych technika planarnej elektroforezy zelowej

Celem C¢wiczenia jest zapoznanie studentow z technikq pracy 7z uZyciem planarnej
elektroforezy Zelowej w Zelu agarozowym na priykladzie rozdzielania i identyfikacji

barwnikow syntetycznych w produktach spoiywczych.

Odczynniki i roztwory
1. Agaroza
2. Bufor fosforanowy (0,5 mol I'* Na;HPO,, 0,14 mol I NaH,PO,, pH 7,0)
3. Bufor octanowy (20 mM)
4. Gliceryna (C3Hs(OH)s3), 87% viv
5. Barwniki syntetyczne — roztwory wodne 1 mg/ml:
1 - tartrazyna (E 102)
2 — 76kcien chinolinowa (E104)
3 - zokcien pomaranczowa (E 110)
4 - czerwien koszenilowa (E 124)
5 — czerwien Allura (E129)
6 - fiolet krystaliczny

6. Produkty spozywcze zawierajace barwniki syntetyczne

Aparatura
1. statyw do wylewania Zelu
2. zestaw do planarnej elektroforezy zelowej w wersji poziomej

Wykonanie éwiczenia
IV.Przygotowanie probek barwnikow
Do fiolek pobra¢ za pomocg mikropipety automatycznej po 20 ul roztworow barwnikow i do

kazdej doda¢ po 10 pl gliceryny.

1. Przygotowanie zelu agarozowego

1. Przygotowanie buforu fosforanoweqo

Odczynniki:
- KH,PO,
- Na,H PO4

Wykonanie:



Rozpusci¢ 6 g KH,PO4 i 3 g Na,HPO,w 2 | wody destylowane;j.

2. Przygotowanie buforu octanowego

Odczynniki:

- CH3COOH 99%

- CH3;COONa

Wykonanie:

Rozpusci¢ 1,58 g CH3COONa w wodzie destylowanej, doda¢ 1,76 ml CH3COOH 1 dopehni¢
do 1 I woda destylowana.

3. Przygotowanie zelu agarozowego

W zlewce 0 pojemnosci 100 ml odwazy¢ 0,6 g agarozy i doda¢ 30 ml buforu
elektroforetycznego. Podgrza¢ zawarto$¢ zlewki mieszajac do rozpuszczenia agarozy. Po
kilkuminutowym przestygnieciu, zel wyla¢ na wypoziomowang ptytkg, umiescic w nim

grzebien i pozostawi¢ do spolimeryzowania na ok. 20 min.

IV. Rozdzielanie elektroforetyczne barwnikow

Spolimeryzowany zel umiesci¢ w aparacie do elektroforezy. Ostroznie wyjac grzebien i
wprowadzi¢ do powstatych studzienek za pomoca mikropipety automatycznej po 15 pl
probek barwnikdéw 1 analizowanych produktow spozywczych. Ostroznie napetni¢ buforem
elektroforetycznym zbiorniki aparatu do elektroforezy tak, aby bufor nie wymyt probek
barwnikow ze studzienek i1 pokryl zel warstwg o grubosci ok. 2 mm. Aparat zamknac
pokrywa i1 podtaczy¢ elektrody do zasilacza. Elektroforeze prowadzi¢ przy napigciu 175 V,
natgzeniu pradu 40 mA i mocy 40 W w czasie ok. 20 min. Zakonczy¢ analizg, wylaczajac

zasilacz.

V. Opracowanie wynikow
Uszeregowac¢ badane barwniki w kolejno$ci wzrastajacego czasu migracji. Poréwnujac
potozenie prazkow pochodzacych od barwnikow pojedynczych wzorcoOw i analizowanych

probek, okresli¢, ktore z nich wchodza w sktad badanych produktéw spozywczych.



