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Elektroforeza to czesto stosowana metoda rozdziatu biatek. Jest to zjawisko migracji czastek pod wptywem przytozonego napiecia. Tworcg tej metody byt Arne Tiselius, ktory w roku 1937
odkryl, ze po przylozeniu pola elektrycznego sktadniki mieszaniny buforu 1 bialek surowicy migruja.
Celem ¢wiczenia byto zbadanie czystosci probek biatek: trypsyny, kazeiny, proteazy oraz albuminy, zakupionych u producenta (Sigma).

Podstawy fizyczne Przebieg elektroforezy
Czastki poruszaja si¢ w zaleznosci od posiadanego fadunku w odpowied- Do prawidlowego wykonania procesu elektroforezy potrzebne jest przygotowanie dwoch rodzajow zeli:
nim kierunku 1 z odpowiednig szybkoscig. Na kazda dziata sita elektryczna: rozdzielajacego oraz zageszczajacego (rys.1).
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Ta z kole1 sprawia, ze czgstka zaczyna poruszac si¢ ruchem jednostajnym.
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Po porownaniu obu wzorow otrzymuje si¢ wzor na szybkos¢ czastki:

Komora do elektroforezy
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Czesto stosowany jest rowniez wzor na tzw. ruchliwos¢ elektroforetyczna: Z16d10" http://wwwia-biotech.plitl. files/a-biotebh/produkiy/
I = LA W studzienkach zelu zageszczajacego umieszcza si¢ sporzadzone probki biatek, a

gy v G nastepnie tak przygotowane zele umieszcza si¢ w komorze do elektroforezy (rys.2) i
Czasteczki rozdzielane sg dzigki efektow1 tzw. jak 'sita molekularnego’, to wlacza state napigcie 160 V.
znaczy wicksze czgsteczki bialek zostajg zatrzymane, natomiast mniejsze W celu analizy badanych zeli wybarwia sie je na dwa sposoby: azotanem srebra
przedostajg si¢ przez pory w zelu 1 migrujg dale;. b-eommasic Blie

Wyniki pomiarow

INMW=(-3,389)R +6,596 7 1007 | |

Rysunek 3. Wyniki pomiardéw dla zelu 8 %: A. Zdjecie zelu wybarwionego azotanem srebra. B. Wykres zalezno$ci logarytmu naturalnego masy czgsteczkowej od wzglednej ruchliwosci.
C. Densytogram dla standardu biatkowego (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards). Mase czasteczkowg szukanych biatek obliczono w programie GelDoc.
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Rysunek 4. Wyniki pomiardéw dla zelu 15 %: A. Zdjecie zelu wybarwionego Commassie Blue. B. Wykres zaleznosci logarytmu naturalnego masy czgsteczkowej od wzglednej ruchliwosci.
C. Densytogram dla standardu biatkowego (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards). Mase czasteczkowg szukanych biatek obliczono w programie GelDoc.

Standard Trypsyna| |Trypsyna| | Kazeina | | Kazeina Proteazy | |Proteazy | |Albumina| | Albuminal | MIX
bialkowy 10/40 80/100 10/40 80/100 10/40 80/100 10/40 80/100

W studzienkach znajdowaty si¢ kolejno:

Po oszacowaniu masy mozliwe byto stwierdzenie obecnosci (lub nie) badanych bialek w roztworach oraz okreslenie czystosci badanych probek:

Masa teoretyczna wyliczona na podstawie
Nazwa biatka elektroforezy [kDa] Masa podana przez producenta probek [kDa]
Zel 15 % Zel 8%
25,065 -

Trypsyna 24,338 . 24

Kazeina 23,865 - 19-24

Proteaza - - 18 kDa

: 75,591

Albumina 74.853 71,604 66

Tabela 1. Wyniki przeprowadzonej elektroforezy w zelu poliakrylamidowym

Whioski Literatura
Na podstawie otrzymanych wynikow elektroforezy wnioskowa¢ mozna, ze lepsze efekty daje [1]  https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma- aldrich/docs/Sigma/
stosowanie zeli o nieco wyzszych stezeniach - dla zelu o stezeniu 15% wybarwila si¢ cata Product Information Sheet/1/t4799pis.pdf
drabinka standardu biatkowego, natomiast dla zeli 8% utracono 4 prazki. [2]  skrypt do ¢wiczenia z48
Lepsze efekty otrzymano rowniez dla wyzszych stezen biatek. [3]  http://www.bio-rad.com/en-mx/sku/1610374-precision-plus-protein-dual-color-
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elektroforeza.pdf




