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Elektroforeza jest zjawiskiem elektrokinetycznym, w wyniku ktoérego pod wplywem przytozonego pola elektrycznego dochodzi do przemieszczania si¢
makroczasteczek obdarzonych niezrownowazonym tadunkiem elektrycznym.

Cel

Celem ¢wiczenia bylo wykonanie elektroforezy na zelu poliakrylamidowym, zapoznanie si¢ z technikami barwienia oraz analiza jakosciowa otrzymanych

Podstawy fizyczne

Na czgstke o tadunku q znajdujaca sie¢ w polu elektrycznym o natezeniu E dziala sita: Fe=aqkE Sita ta powoduje jednostajnie przyspieszony ruch czastki, wynikajacy z Il zasady dynamiki Newtona.
Jednoczesnie ruchowi temu przeciwstawia sie sita lepkosci srodowiska. W przypadku czastki kulistej mozna zastosowac¢ wzor Stokesa: Flepkose: = 6mrvm (gdzie n- lepkos¢ srodowiska, r- promien czastki).
Przyréwnujac oba wzory otrzymujemy wzor na szybkos¢ poruszania si¢ czastki: gE dla uproszczenia stosuje si¢ wzor: T v q
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Przebieg elektroforezy:

Pierwszym krokiem ktory byl niezbedny do wykonania elektroforezy byto przygotowanie dwoch zeli; gornego oraz dolnego.

Nastepnie przygotowano probki bialek; trypsyny, albuminy, kazeiny 1 proteazy. W tym celu zostaty odwazone odpowiednie 1losci bialek, ktore zostaty zdenaturowane (zaburzenie struktury czgsteczek
biatkowych wynikajace z rozerwania wigzan chemicznych stabilizujgcych ich strukture drugo-, trzecio- 1 czwartorzedowa ) w wodzie o temperaturze 100% oraz zmieszano z buforem w stosunku 1:1.
Nastepnie wprowadzono do uktadu wykorzystywanego w ¢wiczeniu bialka 1 zaczeto przeprowadzac elektroforeze poprzez wiaczenie zasilacza oraz ustawienie statego napiecia. Po wykonaniu pomiaru
zel utrwalono oraz wybarwiono dwoma metodami: 1. Commassie Blue 2. Azotan srebra
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Komora do elektroforezy[4]
Schemat zelu do elektroforezy [5] Uktad wykorzystywany w doswiadczeniu[1 ]
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Densytogram dla standardu biatkowego Wykres zaleznosci logarytmu naturalnego masy czasteczkowe;j
od ruchliwosci
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Zdjecie zelu wybarwionego azotanem srebra Densytogram dla standardu biatkowego Wykres zaleznosci logarytmu naturalnego masy czasteczkowej
od ruchliwosci
Po oszacowaniu masy mozliwe byto stwierdzenie obecno$ci badanych biatek w roztworach. Niepewno$¢ wyznaczono ze wzoru na blad wzgledny: 5_2 _la—al o (gdzie: a— masa wyznaczona do$wiadczalnie, a;-masa
podana przez producenta ). Wynik przeliczono na jednostke kDa. oo ®

Bialtko Masa wyliczona eksperymentalnie na Masa podana przez producenta (kDa)
podstawie elektroforezy (kDa)
Coomassie Blue Azotan srebra
Kazeina 32,8+2,23 28,51+2,01 30,7
Albumina 60,1+5,35 56,1349,9 66
Trypsyna 24.21+0,41 20,81+4,95 23,8
Trypsyna 18,33+0,70 20,9+0,84 20,1
Inhibitor
Proteaza 25,9+0,29 21,3+3,83 26,2
Wnioski Literatura
Dokonano pordwnania mas zidentyfikowanych na sciezkach biatek wyliczonych przy uzyciu L.http://www.2pt.if.uj.edu.pl/web/ii-pracownia-fizyczna/z48
dwoch metod: wyznaczonej krzywej kalibracyjnej oraz przy wykorzystaniu programu do analizy | | 2-http://www.e-biotechnologia.pl/Artykuly/Barwienie-bialek/
zeli ImageLab. 3.http://labor.zut.edu.pl/wicl.html

4 http://www.kucharczyk.com.pl/produkty/elektroforeza-pionowa/
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oraz warunki przygotowania standardu biatkowego. Przy uzyciu metody Coomassie Blue wy-
znaczone wartosci sg bardziej zblizone do wartosci mas podanych przez producenta niz w przy-
padku uzycia metody Coomassie Blue.




