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ODREDIVANJE AMINOKISELINA
ELEKTROFOREZOM NA MIKROCIPU

Mateja Hajdukovié
SAZETAK RADA

Elektroforeza na mikro€ipu uspjesno je upotrebljena u ovom radu za separaciju i
kvantifikaciju p-alanina i L-histidina, pojedinacno i u smjesi. Za ispitivanja je koriSten
uredaj za eclektroforezu na mikroCipu sa kapacitivno spregnutim, beskontaktnim,
konduktometrijskim detektorom, C*D, koji radi na frekvenciji od 4 MHz. Separacija je
provedena na polimetil-metakrilatnom (PMMA) mikrocipu, duljine separacijskog kanala
75 mm. Kao pufer koristena je 0,5 M octena kiseline, pH = 2,5. Primijenjeni napon
injektiranja bio je 0,80 kV, a napon separacije 3,80 kV. Ustanovljen je linearni odziv C*D
detektora za B-alanin u podrudju od 2,5 x 10° M do 7,5 x 10°> M (R* = 0,9990) i za L-
histidin u podru&ju 1,5 x 10° M do 5 x 10° M (R? = 0,9538) sa granicom detekcije ispod 1
mg/L. C'D detektor pokazao je i linearni odziv za smjesu B-alanina i L-histidina u
podrugju od 2,5 x 10° M do 7,5 x 10° M u odnosu na alanin i histidin (R? = 0,9926 i
0,9640, respektivno). To¢nost odredivanja pojedina¢nih aminokiselina, kao i njihov sadrzaj

u smjesi, testirani su metodom poznatog dodatka.
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1. Uvod



Aminokiseline su "gradivni blokovi" tijela. Osim izgradnje stanica i obnove tkiva,
takoder tvore antitijela za borbu imuno sustava protiv bakterija 1 virusa, dijelovi su enzima i
hormona. Izgraduju nukleoproteine (RNK i DNK); prenose kisik i pretvaraju energiju u
od njih se mogu izgraditi u samom organizmu, dok je preostalih 10 neophodno unijeti kroz
ishranu. Aminokiseline koje se ne mogu sintetizirati u ¢ovjekovom organizmu, a neophodne
su za njegovo funkcioniranje se nazivaju esencijalne aminokiseline. Esencijalne
aminokiseline su: arginin, histidin, leucin, izoleucin, lizin, metionin, fenilalanin, treonin,
triptofan, valin, a neesencijalne su: alanin, asparagin, asparaginska Kkiselina, cistein,

glutaminska kiselina, glutamin, glicin, prolin, serin, tirozin.

Aminokiseline se u smjesi mogu razdvajati i kvantitativno odredivati kapilarnom

elektroforezom.

Cilj je ovog rada ispitivanje moguénosti razdvajanja i odredivanja aminokiselina
elektroforezom na mikroCipu, tehnikom koja se razvila minijaturizacijom kapilarne
elektroforeze, pri kojoj se analiza odvija u separacijskom kanalu mikroc¢ipa. Koncept
kapilarne elektroforeze na mikrocipu prvi je predstavio Harrison [26]. Primjena elektroforeze
na mikroCipu je vrlo Siroka, od separacije malih bioloskih molekula do separacije brojnih
anorganskih kationa i aniona. Koli¢ina uzorka koji se injektira u mikrokanal ¢ipa uobicajeno
je u pikolitarskom rasponu (pL) u usporedbi s nanolitarskim (nL) rasponom u kapilarnoj

elektroforezi ili mikrolitarskim (pL) rasponom u kromatografiji.

Zbog svog multifunkcionalnog ucinka, karnozin je sve viSe predmet istraZivanja mnogih
znanstvenika, on je dipeptid sastavljen od alanina i histidina koji su njegovi ¢esti pratioci u

bioloSkim uzorcima, stoga je njihova kvantifikacija vrlo znacajna.

Cilj ovog diplomskog rada je kvantitativno odredivanje histidna, alanina i njihove smjese, te

njihova uspjeSna detekcija 1 separacija pomocu elektroforeze na mikroCipu.



2. Literaturni pregled



2.1. Aminokiseline

Kao §to ime kaze, aminokiseline posjeduju dvije karakteristiéne funkcionalne skupine:
amino skupinu (—NH) i karboksilnu skupinu (-COOH). Kod aminokiselina, amino skupina je
uvijek smjestena u a-polozaju prema kraboksilnoj skupini. Svaka aminokiselina ima trivijalno
ime koje se Cesto skracuje na prva tri slova. Najjednostavniji predstavnik aminokiselina je
glicin, H,N-CH,-COOH. Kod ostalih aminokiselina postoji na a-ugljikovu atomu osim amino
skupine jos 1 alifatski ili aromatski ogranak (R), koji moze nositi daljnje funkcionalne skupine

[1]. Opca formula aminokiseline je prikazana na slici 1.

H O
| | | karboksilna
H,NF—C—F+C——OH [skupina
amino !\
skupina | R alfa ugljikov
atom
ogranak

Slika 1. Op¢i strukturni prikaz aminokiseline.

Kad u navedenoj formuli R ne oznacava vodik (sve aminokiseline osim glicina), ve¢ neki
alkilni ili arilni radikal, a-ugljikov atom je asimetricno supstituiran, te se javlja opticka
aktivnost jer se model ne moze preklopiti sa svojom zrcalnom slikom. Razlikujemo dva
stericka reda, L-red i D-red aminokiselina. Aminokiseline koje se nalaze u proteinima
pripadaju L-redu, prema tome, imaju jednak raspored supstituenata na a-C atomu kao i L-
alanin i L-serin (R = -CHjs, odnosno -CH,OH). Sve aminokiseline u nasem organizmu su iz
reda L, Sto znaci da imaju dusik na prvom (alfa) ugljikovom atomu u molekuli. Smjer

optickog zakretanja neovisan je o pripadnosti nekom steri¢kom redu.



2.1.1. Kiselo-bazna svojstva aminokiselina

Karboksilna skupina moze kao kiselina disocijacijom osloboditi H* ione. Bazi¢na
amino skupina prima H" ione analogno amonijaku pri ¢emu dolazi do stvaranja amonijeve
soli (Jednadzba 1.).

NH;+H" — NH, 1)
Kada su obje skupine disocirane, dobivamo formulom prikazan dipolarni ion tzv. zwitterion
(Slika 2.), u tom obliku aminokiseline se nalaze u vodenoj otopini. Dodatkom H* iona
(kiseline) negativno nabijena karboksilna skupina prima H" ione i postaje neutralna (bez
naboja). Dodatkom OH’ iona (luzine) H" ioni sa amino-skupine disociraju i vezu se s OH"
ionima u vodi, te dolazi do stvaranja aniona, zadnja strukturna formula aminokiseline na slici
2.

- + -
C|:OOH H TOO H lele)
H3N+——(|)—H ‘—A-L~ H3N- c|: H ~——= H,N—C—H
R R
kation "zwitterion" (neutralna) anion

Slika 2. Struktruni prikaz disocijacije aminokiselina.

Svaka aminokiselina u vodenoj otopini moze postojati u tri oblika, kationski, zwitterion i
anionski oblik. Koji je oblik favoriziran, ovisi o konstantama disocijacije karboksilne skupine,
odnosno amino skupine i o pH vrijednosti otopine, tj. o koncentraciji H" iona.

Disocijacija kiselih 1 bazi¢nih skupina aminokiselina podlozna je zakonu o djelovanju masa
jednako kao i disocijacija slabih kiselina i baza. Svaka skupina ima svoju konstantu
disocijacije K, kojoj negativni logaritam oznacavamo kao pK vrijednost.

Kod neke odredene pH-vrijednosti aminokiselina se nalazi u dipolarnom obliku, tu vrijednost
oznacavamo kao izoelektri¢nu tocku. Ona se moze izraCunati iz pK-vrijednosti kiseline i
bazi¢ne skupine, a negativan logaritam od vrijednosti izoelektricne tocke, pojedine

aminokiseline, ozna¢avamo s pl (Jednadzba 2.).

~ G~



Pri pH vrijednosti izoelektricne tocke aminokiselina prema van izgleda neutralna, iako svaka

aminokiselina posjeduje jedan pozitivan i jedan negativan naboj [1].

_ PK; + pK,

|
P 2

(2)
Ako molekula ima vise od dvije ionizacijske skupine, disocijacija protona odvija se u vise
koraka. Izoelektri¢na tocka nalazit ¢e se u onom podrucju pH, u kojem je zwitterionski oblik
molekule dominantna vrsta. Vrijednost pl ¢e biti jednak onom pH kod kojeg je koncentracija
molekularnog oblika s jednim pozitivnim nabojem jednaka koncentraciji molekulske vrste s
jednim negativnim nabojem. Opcéenito mozemo reéi da je pl jednak aritmetickoj sredini pKa
vrijednosti onih disocijacijskih reakcija u kojima izravno sudjeluje zwitterionski oblik
(Jednadzba 2.).

Na temelju fizikalno-kemijskih, prije svega disocijacijskih svojstava bocnih ogranaka,
aminokiseline su podijeljene na nepolarne i polarne, dok se polarne jo$ dijele na nenabijene
(neutralne) i nabijene, koje mogu biti ili kisele ili bazicne [3], tablica 1. Budu¢i su
aminokiseline poliprotonske kiseline, dodatkom kiseline i luZzine moguée je pratiti

pojedinacne korake disocijacije pri cemu svaki disocijacijski korak stvara pufersko podrucje.



Tablica 1. Prikaz svih dvadeset aminokiselina koje ulaze u sastav proteina, njihovih
konstanti disocijacije svakog ogranka, izoelektricne tocke, molekulske mase i
troslovne i jednoslovne oznake.

Molekulskal
pK; PK: R-

AMINOKISELINA OZNAKA p masa

(-COOH) (-NH;")  ogranak

(g/mol)

ALANIN 2,34 9,69 - 6,00 89,09
ARGININ 2,17 9,04 12,48 10,76 174,20
ASPARAGIN 2,02 8,80 - 541 132,12
ASPARAGINSKA 133,10
CISELINA 1,88 9,60 3,65 2,77
CISTEIN 1,96 10,128 8,18 507 121,16
GLUTAMINSKA 147,13
ISELINA 2,19 9,67 4,25 3,22
GLUTAMIN 2,17 9,13 - 565 146,15
GLICIN 2,34 9,60 - 597 75,07
~ HISTIDIN 1,82 9,17 6,00 759 155,16
IZOLEUCIN 2,36 9,60 - 6,02 131,17
LEUCIN 2,36 9,60 - 598 131,17
LIZIN 2,18 8,95 10,53 9,74 146,19
METIONIN 2,28 9,21 2 574 149,21
FENILALANIN 1,83 9,13 - 548 165,19
PROLIN 1,99 10,60 - 6,30 240,30
SERIN 2,21 9,15 - 558 105,09
TREONIN 2,09 9,10 - 560 119,12
TRIPTOFAN 2,83 9,39 - 589 204,23
TIROZIN 2,20 9,11 10,07 566 181,19
\W/\RIN 2,32 9,62 - 59 117,15




Tablica 2. Prikaz podjele aminokiselina s obzirom na njihov bocni ogranak-R i njihove

strukturne molekule.

coo TOO | T i
| D S HyN—C—H HyN——C——H +
Nepolarne, . HN—C—H | | | | HaN—C—H
HsN——C—H | & <|3Hz T““
Pk H—C—CH;
alifatski R | CH | ™ o "
H VAR i cH
k HsC CH; | ‘ 2
ograna cH
- - ! CH
Glicin . ; ; Metionin 1zol i
Alanin Valin Leucin Zoleucin
coo _ coo’
coo . |
HyN——C——H HN—— ¢ ——n H"N_T_H
CH T "
2
Aromatski R &
ogranak h
OH
. . Tirozin .
Fenilalanin Triptofan
_ €00 -
Co0
| HN- clz—H 0
HN—C—H | +
| T"’ HyN—C—H
CHp
Pozitivno L, N it
. | CH;
nabijen R c|Hz +H N
ogranak i c=nh,
g 'L‘m ’\l‘ \\—NH
Lizin Arginin Histidin
cod
coo .
HH—C—H
Negativno Haf— G —H |
CH,
nabijen R CH, le
ogranak coo laa'
Aspartat Glutamat
coo cog - coo
cod coo . ‘ 20 .
N HyN—C—H C—H N — M
Polarni, HaN—C—H S T | o i
s H—C—O0H CHe o
nenabijeni R CHyoH | Holl A |
CH, SH HaN \D VAN
ogranak e
Serin : .
Treonin Cistein Prolin Asparagin Glutamin
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2.1.2. Peptidna veza

Upravo je strukturna raznolikost aminokiselina klju¢an preduvjet raznolikosti
polipeptida (proteina) koji nastaju povezivanjem aminokiselina peptidnom vezom [3]. U
proteinima se a-karboksilna skupina jedne aminokiseline veze na a-amino skupinu druge
aminokiseline tzv. peptidnom vezom (Slika 3.). Ravnoteza reakcije, nastajanja peptidne veze,
pomaknuta je prema hidrolizi peptida, a ne prema sintezi. Zato za biosintezu peptidnih veza
treba uloziti energiju dok za njihovu hidrolizu to nije potrebno, jer je ona termodinamicki

povoljna [2].

0 H o
|

c,—& il OH + H4—N—~C— Hie— B ¢~ - C2—cooH
—_—— (O — . N —> —_— ) —_— N —
3 H C——COOH —53= Hs ]

H

NH,

peptidna veza

NH, H H
alanin glicin alanil-glicin

Slika 3. Strukturni prikaz nastajanja peptidne veze izmedu dvije aminokiseline uz
izdvajanje jedne molekule vode.

Peptidne veze povezuju aminokiseline, u ne razgranati polipeptidni lanac [2]. Po kemijskoj
strukturi peptidi su amidi. Sistematska kemijska nomenklatura tretira peptide kao acil-
aminokiseline. Ime se tvori tako da aminokiselina kojoj karboksilna skupina ulazi u reakciju
dobije nastavak —il, npr. glicil-alanin, alanil-leucil-tirozin itd. Da bi se potpuno upoznao neki
peptid, nije dovoljno poznavati samo vrstu 1 broj aminokiselina koje ga izgraduju 1 koje se

mogu osloboditi njegovom hidrolizom ve¢ i redoslijed njihova povezivanja [1].

Sinteza peptida se provodi, opéenito, tako da se reaktivni derivat karboksilne skupine poveze
s amino skupinom neke aminokiseline ili nekog peptida. Prilikom povezivanja u peptidnu
vezu, mora se sprijeciti racemizacija na a-C atomu, kako se ne bi dobili peptidi s neprirodnim

D-aminokiselinama. Ostale skupine reaktanata moraju se zastititi da ne reagiraju.



2.1.3. Histidin

Histidin (Slika 4.) je prvi izolirao njemacki lije¢nik Albrecht Kossel, 1896. godine.
Histidin je esencijalna aminokiselina u ljudi 1 drugih sisavaca. U pocetku se mislilo da je bitan

samo za dojencad, ali dugoro¢ne studije su utvrdile da je neophodan i za odrasle ljude.

0
+ -_—
HsN——CH—C——0

CH,

NN

\\—NH

Slika 4. Strukturni prikaz molekule histidina.

lako djeca i odrasli mogu sintetizirati nesto malo histidina u tijelu, vecina ulazi u organizam
prehranom. Znacajan je za rast i regeneraciju tkiva. U velikoj koli¢ini je zastupljen u
hemoglobinu, pomaze u tretmanu reumatoidnog artritisa, alergija i anemije. Histidin nalazimo
u vocu kao S§to su banane, mesu i peradi, mlijeku i mlije¢nim proizvodima. MoZe se na¢ii u
raznom povréu, ali u manjim koli¢inama. Kod manjka histidina u prehrani moze do¢i do
slabljenja sluha. Histidin je po kemijskom sastavu 2-amino-3-imidazol-propionska kiselina, o-
aminokiselina sa imidazolnim prstenom kao pozitivnho nabijenom funkcionalnom grupom.
Ostali podaci o izoelektri¢noj tocci, molekulskoj masi i pK vrijednost ogranka i skupina dani

su u tablici 1. Disocijacijski koraci histidina su prikazani na slici 5.
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Slika 5. Prikaz disocijacijskih koraka aminokiseline, histidina, vrijednosti pK; ,pKg i pK; dani

su u tablici 1.

2.1.4. Alanin

Alanin (Slika 6.), 2-aminopropionska kiselina, je neesencijalna aminokiselina. Postoje dva
oblika molekule alanina:

a) a-alanin, kemijska formula: CH3;CH(NH;)COOH je jedna od naj¢es¢ih aminokiselina koja
se koristi u sintezi proteina

b) p-alanin NH,CH,CH,COOH, kojeg nalazimo kod bakterija u stani¢noj stijenci i nekim
peptidnim antibioticima. Nije proteogen, sastojak je koenzima A i prirodnih peptida, slobodan
se nalazi u mozgu [3].

+ | -

HsN——CH—C——0

CHj

Slika 6. Strukturni prikaz molekule a-alanina.

Alanin je vazan izvor energije za misi¢no tkivo, mozak i centralni ziv¢ani sustav, jedna je od
vaznijih aminokiselina za imuno sustav u proizvodnji antitijela, sudjeluje u metabolizmu
Secera i organskih kiselina [4]. U tijelu se ova aminokiselina kombinira s jo$ jednom
aminokiselinom, histidinom, kako bi stvorile dipeptid (dvije aminokiseline povezane

peptidnom vezom) karnozin. Ostali podaci o izoelektricnoj to€ci, molekulskoj masi 1 pK
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vrijednosti ogranka i skupina dani su u tablici 1. Disocijacijski koraci alanina su prikazani na

slici 7.

0 0 O

+ pKl + - pK2 || -
H;N—CH-C—OH &— H;N—CH-C—0 /———= H,N—CH—C—O0

CH, CH3 CH,

Slika 7. Prikaz disocijacijskih koraka aminokiseline, alanina, vrijednosti pK; i pK, dane su u
tablici 1.
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2.1.5. Karnozin

Karnozin je dipeptid, sastoji se od histidina i beta-alanina (Slika 8). Karnozin je (2S)-
2-[(3-amino-1-oksoopropil)amino]-3-(3H-imidazol-4-il)propanska kiselina, molekulske mase
226,33 g/mol. Otkrio ga je ruski kemicar V.Gulevich.

H,;N—CH, O H
CH,—C—OH H——N—-CHC-OH ——» I I
I -H,0 CH,—C—N-TCHC-0OH
[-alanin CH, H |/
CH,
N )\
\ N
Y NH \_—
L-histidin B-alanil-L-histidin

Slika 8. Strukturni prikaz nastajanja karnozina (-alanil-L-histidin).

Karnozin je prirodni misi¢ni dipeptid koji inhibira katalizu oksidacije lipida. Svojim snaznim
antioksidativnim svojstvom djeluje protiv slobodnih radikala. Primijenjen na kozu lako
prolazi kroz staniéne membrane. SprijeGava stvaranje bora i u¢vr$¢uje kolagen. Neutralizira
denaturaciju (narusavanje strukture) proteina koze i relaksira vezivno tkivo. Sprijeava
prerano starenje stanica koze, §titi kozu od vanjskih Stetnih utjecaja i UV zraka. Izgladuje
izrazajne linije 1 pomladuje [5]. Koncentriran je u miSi¢nom tkivu, nesto ga vise ima u bijelim
(brzim) misi¢nim vlaknima, koja su zasluzna za povecavanje misi¢ne mase [6]. MiSi¢ obi¢no
sadrzi 1 viSe nego dovoljno histidina tako da je ograni¢avaju¢i faktor pri sintezi karnozina
beta-alanin, te studije su pokazale da upotreba suplementarnog beta-alanina moze rasplamsati
miSi¢nu masu i snagu. Karnozin djeluje kao intermiSi¢na zastita. To znaci da neutralizira
viSak kiselosti koji nastaje prilikom visokointenzivnih vjezbi. IstraZivanja pokazuju da trening
normalnog intenziteta povecava misi¢ni karnozin. Iskusni sportasi koji uzimaju dodatni beta-
alanin pokazuju povecanu razinu karnozina u miSi¢u, odnosno 64% preko normalne.
Uzimanje samog karnozina ne bi bilo uc¢inkovito budu¢i da ga enzim karnozinaza razgradi

prije nego dobije priliku uéi u misic [7].
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2.2. Elektroforeza

Elektroforeza je pojam koji se odnosi na razlicite tehnike separacije bazirane na
razli¢itim gibanjima iona ili nabijenih Cestica pod utjecajem elektricnog polja [17]. Brzina
gibanja jednog iona odredena je intenzitetom elektricnog polja i elektroforetskom
pokretljivos¢u koja je konstantno karakteristina za ione ovisno o uvjetima u kojima se ioni
nalaze [10]. Elektroforeza je elektrokineticka pojava, metoda i proces. Elektrokineticka
pojava podrazumijeva kretanje nabijenih ¢estica pod utjecajem elektricnog polja prema katodi
ili anodi kroz otopinu slabog elektrolita. Nazivamo je metodom jer moze sluziti za
razdvajanje proteina iz smjese kako u preparativne tako i1 u analiticke svrhe. MoZzemo ju
nazvati i proces jer mozemo mijenjati uvjete pod kojim bi najbolje bilo provoditi
elektroforezu zbog postizanja §to boljih rezultata [9]. Proizvod elektroforeze je
elektroferogram, iz njega isc¢itavamo sve korisne informacije o separaciji koja se dogadala,
svojstven je za svaku elektroforezu. Kao kod atomske spektrofotometrije kad atom iz
pobudenog stanja prelazi u osnovno stanje daje svoju sliku, tako i kod elektroforeze svaki
protein, sama DNA i gen daje svoju sliku koja se moze usporediti sa genetskim otiskom prsta.
Za razliku od elektrolize, kod elektroforeze ne dolazi do kemijske promjene na elektrodama.
Za primjenu elektroforeze u razdvajanju proteina Arne Tiselius je dobio Nobelovu nagradu
1948. godine [9]. Od Tiselliusova otkri¢a, elektroforeza se razvila u jednu od najkoristenijih

tehnika analiticke separacije [10].
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2.2.1. Teorijske osnove

Ako se dvije elektrode povezu s izvorom jednosmjerne struje odredenog napona
izmedu njih se stvara elektri¢no polje (E) koje je sposobno djelovati nekom silom (F) na
Cesticu sfernog oblika, a ¢ija je koli¢ina naboja (g). Ova sila (F) je osnovna pogonska sila

elektroforeze i odredena je izrazom:
F = Eq 3)

Suprotno od pogonske sile na Cesticu koja se krece djeluje sila trenja odredena Stokesovim

zakonom:
Ft =6znrv 4)

U trenutku kada se ove dvije sile izjednace Cestica se kre¢e konstantnom brzinom (v) koja se

moze izraziti relacijom:

__Eq
6znr

()

v

gdje je m - viskozitet otopine, v - brzina kretanja i r — radijus Cestice.

Iz izraza se vidi proporcionalna ovisnost brzine spram jakosti elektricnog polja (E) i nabijene
Cestice, a obrnuto proporcionalno spram radijusa Cestice i viskoziteta sredine, $to znaci,
brzinu moZemo povecavati ako pove¢amo jakost polja, odnosno napon medu elektrodama [9].
Jakost elektricnog polja (E) predstavlja pad ili razliku potencijala na svakom centimetru
izmedu elektroda i proizlazi iz dijeljenja napona izvora struje (U) na elektrodama sa

udaljenostima medu elektrodama (d).

E= ©)

Elektroforetska pokretljivost m (engl. mobility) definira se kao udaljenost (d) koju Cestica

prijede u vremenu (t) pod djelovanjem gradijenta napona (E):

m=— (7)
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(8)

\'
m=—
E
Vecina Cestica koje elektroforetski razdvajamo, pa tako i proteini, amfoterne su molekule.

Najveci dio naboja aminokiselina potjece od ionizacije karboksilnih i amino skupina.
RCOOH — RCOO™ +H™ 9)
~NH, +H* - -NH; (10)

Disocijacijske konstante (pK vrijednosti) ovih skupina razlikuju se, pa neto naboj molekula
ovisi o pH vrijednosti sredine u kojoj se nalaze. Stoga ¢e elektroforetska pokretljivost takoder
ovisiti o pH. Ukoliko je pH vrijednost pufera u kojem se odvija elektroforeza jednaka pl
vrijednosti aminokiselina (to je onaj pH na kojem je koli¢ina pozitivnog i negativnog naboja
na proteinskoj molekuli izjednacena, pa ¢itava molekula nije nabijena), aminokiselina nece
migrirati u elektri¢cnom polju. Po pravilu koncentriraniji puferi imaju povecan broj iona (ve¢u
ionsku jakost) i daju jasnije segmente. Ako je povecan broj iona, provodljivost sustava je
povecana, dolazi i do povecanja struje te moramo smanjiti napon kako ne bi doslo do
pregrijavanja, uslijed toga je vrijeme razdvajanja duze nego u puferima manje koncentracije
[9]. Pri pH vrijednostima nizim od njene pl aminokiselina ¢e putovati prema katodi, dok ¢e
pri pH visem od njene pl putovati prema anodi. Vecina puferskih sustava prilagodena je

izvodenju elektroforeze na 25°C, a odrzavanje stalne temperature vazno je iz dva razloga:

1. porast temperature dovodi do difuzije razdvojenih proteinskih vrpci (elektroforetski
razdvojene cCestice u slobodnoj se teku¢ini, zbog difuzije, opet izmijeSaju ¢im prestane

djelovanje elektricnog polja),

2. poviSena temperatura moze dovesti do gubitka bioloSke aktivnosti proteina zbog

denaturacije.

Problem odrzavanja temperature povezan je s ionskom jakoS¢u puferskog sustava i
primjerenom snagom elektricne struje. Pokretljivost nabijene Cestice obrnuto je
proporcionalna kvadratnom korijenu ionske jakosti. Slabija ionska jakost dozvoljava vecu
pokretljivost, dok jaca ionska jakost daje oStrije razdvojene zone, ali se tada razvija viSe

topline, $to pojacava difuziju i dovodi do pada elektricnog otpora.
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Ako je dovod struje previsok, dolazi do pretjeranog zagrijavanja (P =E - I odnosno P = R,
gdje je snaga P, kao mjera nastale topline, produkt napona i jakosti struje), Sto opet dovodi do

denaturacije proteina.

Iz prethodno opisanog proizlazi da je izbor pufera bitan, jer o njemu ovisi i snaga elektri¢ne
struje koja se moze primijeniti na sustav. Potrebno je imati izvor struje (engl. power supply)

kojim je moguce jedan od parametara struje (napon, jakost, snagu) odrzavati konstantnim.

Osnovna ideja elektroforeze je jednostavna, no treba uzeti u obzir veliki broj ¢imbenika koji
djeluju na put neke nabijene molekule ili iona kroz odredeni medij. Njih mozemo iskoristiti
kao izvor dodatnih informacija, npr. kad pokretljivost ne bi ovisila o veli¢ini molekule, bilo bi

nemoguce razdvojiti velike od malih molekula ako su im naboji priblizno jednaki [11].

Kao analiticka metoda, elektroforeza je jednostavna, brza i vrlo osjetljiva. U kombinaciji s

drugim tehnikama molekularne biologije, postala je jedna od naj¢es¢e primjenjivanih metoda.

Elektroforeza je vrlo mo¢na laboratorijska metoda i njene moguénosti uglavnom ovise o vrsti
koja se primjenjuje. Osnovni je cilj primjenom ove metode saznati viSe o fizioloSkim i
metabolickim procesima Kkoji su povezani s osnovnim funkcijama organizma, ishranom,
zdravstvenim stanjem i genetikom. Ova metoda sluzi za razdvajanje proteina i aminokiselina
kako u preparativne tako i u analiticke svrhe, kao i za odredivanje njihovih genetskih
varijanti. Jedinke na molekulskom nivou znatno se vise razlikuju nego Sto to na prvi pogled
izgleda. Metodama elektroforeze koje nam stoje na raspolaganju mozemo otkriti samo jedan
dio nasljedne promjenjivosti, dok mnoge promjene koje se dogadaju na nivou molekula, prije
svega promjene u sekvenci neutralnih aminokiselina koje ne dovode do promjene elektri¢nog

opterecenja, ne mogu se otkriti [12].
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2.2.2. Elektroforeza na mikrocipu

Elektroforeza na mikroCipu pojavila se pocetkom 1990-tih godina kao zanimljiv
pristup brzoj separaciji bioloskih sastojaka, ukljucujuéi DNK 1 proteine. Razvila se
minijaturizacijom kapilarne elektroforeze [13]. Od najranijeg pocetka bavljenja ovom
metodom, do danas, prisutan je konstantan razvoj i usavrSavanje ¢itavog podrucja vezanog za

elektroforezu na mikrocipu.

Elektroforeza na mikro¢ipu rezultat je spajanja kemijske analize i mikrotehnologije.
Dokazano je kako je elektroforeza na mikrocipu dostigla jednostavno upravljanje volumenima
na nanolitarskoj srazmjeri, a da pri tome ne zahtjeva pomicne dijelove i omogucuje brzu
separaciju visoke preciznosti. Ova metoda je stekla odredenu pozornost zbog svojih
potencijalnih primjena i ukupne izvedbe uredaja. lako je prvotno bila usmjerena na DNK
analizu, brzo se pocela primjenjivati u bioloske, industrijske i druge svrhe. Elektroforeza na
mikrocCipu za prednost ima nisku cijenu, manju veli¢inu uredaja, krace vrijeme analize, a §to i

jesu glavni ciljevi mnogih analitickih metoda u kemiji.
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2.2.2.1. Teorijske osnove elektroforeze na mikro¢ipu i EOF

Teorija 1 mehanizmi djelovanja elektroforeze na mikroc¢ipu baziraju se na osnovnom
znanju steCenom razvojem kapilarne elektroforeze, koja se pripisuje, jo$ iz 1980-tih godina,
Lukacsu i Jorgensonu. Oni su razdvajali smjesu proteina i peptida u staklenim kapilarama.

Dva glavna ishoda te tehnologije:
1) brzo demonstracijsko odvajanje biomolekula elektroforezom u staklenim cijevima,
2) prisutnost elektoosmotskog toka [15].

Elektroosmotski tok ili EOF (engl. electroosmotic flow) ima vrlo vaznu ulogu u elektoforezi
na mikro¢ipu. EOF je uzrokovan Kulonovom silom induciranom elektricnim poljem koje
djeluje na nabijene Cestice dok se gibaju u otopini. Kemijska ravnoteza izmedu Cvrste
povrsine i otopine elektrolita uglavnom dovodi do stvaranja naboja iznad povrsine, tj. sloj
pokretnih iona koji se naziva dvostruki sloj ili Debye-ev sloj. Kada se pusti elektri¢no polje
tada dolazi do kretanja nabijenih Cestica iz dvostrukog sloja zbog rezultiraju¢e Kulonove sile,
tj. dolazi do kretanja otopine u kapilari koje je uzrokovano elektri¢énim poljem. Protok koji se
javlja se naziva EOF. Uzrokovan je primjenom separacijskog potencijala te ,,gura“ nabijene
Cestice ili prema detektoru ili od detektora, ovisno o polaritetu elektroda i povrSinskom naboju

[14] (Slika 9.).
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Slika 9. Prikaz elektroosmotskog toka i Cestica koje se gibaju u separacijskom kanalu

mikrocipa pod utjecajem elektroosmotskog toka, od anode prema katodi [15].

Dva ¢imbenika kontroliraju EOF, to je jakost elektricnog polja i dvostruki sloj. Od ta dva
¢imbenika pri mjerenju je najlakSe kontrolirati jakost elektriénog polja, dok je dvostruki sloj
puno teze kontrolirati, ali on je opéenito reduciran ako se ionska jakost poveéava, a pH

smanjuje. Sto je dvostruki sloj veéi, protok je slabiji.

Brzina EOF-a (izrazena kao EOF mobilnost) ovisi 0o brojnim parametrima poput pH pufera,
ionske jakosti pufera, temperature, inteziteta elektricnog polja i prisutnosti nekih aditiva.
Zaustavljanje ili promjena smjera EOF-a postiZze se modifikacijama stijenki Kapilare, trajnim

ili privremenim modifikacijama [19].

Tokom analize, nabijene molekule putuju brzinom koju odreduje brzina elektroosmotskog

toka. Brzina kretanja pozitivno nabijenih iona se povecava, a negativnih smanjuje. Ukupna

mobilnost (1) supstanci u kapilari predstavlja sumu elektroforetske (LLeor, zavisi od odnosa

m/z) i elektroosmotske mobilnosti (peos). Elektroosmotska mobilnost predstavljena je

izrazom:
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H=—=—" (11)

gdje su 6 - gustoca naboja na povrsini kapilare, k - debljina dvostrukog elektricnog sloja, 1 -
viskoznost otopina, € - dielektrina konstanta pufera i ¥ - elektricni potencijal na povrsini
kapilare. Brzina kretanja otopine pod utjecajem elektroosmoze na razmaku x od zida kapilare

zavisi od elektroosmotske mobilnosti i jacine primjenjenog elektri¢nog polja (E):
V(X) = teor E (12)

te je brzina samog analita odredena umnoskom njegove mobilnosti sa EOF-om i jakosti

elektricnog polja, kao §to se vidi iz izraza:

v(analita) =t teor ) E (13)

gdje je v - brzina analita, L - elektroforetska mobilnost analita, pgor - elektroosmotski tok te

E - jakost elektricnog polja.

Standardni protokol svake elektroforeze na mikrocipu je injektiranje, separacija i detekcija.
Injektiranjem uvodimo uzorak u separacijski kanal primjenom istosmjernog napona. U
separacijskom kanalu se potom uzorak separira, takoder, primjenom odredenog istosmjernog
napona, a segmenti dolaze do radnih elektroda gdje se i detektiraju. Detekcija se prevodi u

nama Citljiv ispis, elektroferogram.
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2.2.2.2.  Mikrodip

Tipi¢an dizajn mikro€ipa se sastoji od mikrokanala rasporedenih krizno sa jednim

produljenim kanalom tzv. separacijskim kanalom gdje se odvija proces separacije (Slika 10.).

PUFER

@ OTPADNI
UZORAK

UZORAK ®

= |
RADNE

ELEKTRODE OTPADNI
PUFER

Slika 10. Shematski prikaz mikrocipa [15].

Tipi¢ne dimenzije kanala su: dubina 15-50 pum, $irina 50-200 um, a duljina separacijskog
kanala 1-10 cm. Na svakom mikroCipu postoje Cetiri rezervoara za tekucinu smjeStena na
zavrSetcima kanala, dva rezervoara su za injektiranje uzorka i pomoc¢ni (,,background)
elektrolit (pufer), a druga dva sluze za otpadnu tekuc¢inu. U strujni krug se kapilara povezuje
preko rezervoara ispunjenih puferom ili uzorkom u koje su uronjene elektrode izradene od
plemenitih metala [16]. Na cipovima postoje dva oblika sjecista, u obliku kriza ili tzv.
dvostruki T. Uzorak se uobicajeno injektira elektrokineti¢ki, pustanjem elektri¢nog polja duz
kanala kroz uzorak. Injektiranje i separacija su kontrolirani nezavisnim izvorima visokog
napona. Detekcija se naj¢eS¢e odvija na suprotnome kraju separacijskog kanala gdje su
smjestene elektrode, koje su najcesce natiskane na Cip. Prvi Cip je bio napravljen od stakla no

kasnije se za izradu Cipova koriste polimerni spojevi jer su jeftiniji i lakSe ih je izraditi.
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3. Eksperimentalni
dio



3.1. Popis koriStenih kemikalija

Za odredivanje aminokiselina elektroforezom na mikroCipu koristene su sljedece

kemikalije:

Tablica 3. Popis koristenih kemikalija.

Reagensi Proizvoda¢ Cistoca
L-HISTIDIN Sigma-Aldrich 99%

B-ALANIN Sigma-Aldrich 98,5%
OCTENA KISELINA Panreac 98%

i

3.2. Aparati i pribor

3.2.1. Uredaj za mikrocip elektroforezu

ChipGenie® edition E (proizvoda¢: microfluidic ChipShop GmbH, Jena,
Njemacka), (Slika 11.) je sustav baziran na mikrofluidickoj tehnici separacije nabijenih
analita koji rabi kapilarnu elektroforezu sa kapacitivno spregnutim, beskontaktnim,
konduktometrijskim detektorom, C*D (engl. capacitively-coupled contactless conductivity
detection).

Sustav se sastoji od kanala za uvodenje uzoraka i kanala za separaciju uzorka, detekcijskih
(radnih) elektroda i instrumenta sa visokonaponskim izvorom. Instrument je povezan sa
kompjuterom pomoc¢u USB-a radi daljnje obrade podataka.

Dimenzije instrumenta su: 19 cm, 12 cm, 8 cm (duljina, Sirina, visina). Instrument sadrzi dvije
glavne komponente prikazane na slici 9. Poklopac instrumenta sadrzi visokonaponsku

jedinicu koja kontrolira napon injektiranja i napon separacije i elektrode za uvodenje i
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separaciju uzorka. Nizi dio instrumenta (lijevo prikazan na slici 9.); sadrzi C*D kontrolnu
jedinicu 1 drza¢ za mikroCip sa kontaktnim elektrodama. Mikro€ip se stavlja na drzac¢
mikroc¢ipa na kojeg se pri¢vrS¢uje pomocu pokretnog podupiraca.

Zatvaranjem poklopca, visokonaponske elektrode dolaze u kontakt sa uzorkom ili puferom
unutar rezervoara mikroc¢ipa i analiza moZze zapoceti.

Uz instrument se Koristite jo§ dva programa za akviziciju i obradu podataka:

a) ChipGenie koji se koristi za akviziciju podataka i podesavanje parametara koji su bitan
korak prije svake analize. Podesiti moZemo struju, napon injektiranja i separacije uzorka.

b) Origin 8.5 koji se koristi za obradu podataka: izratunavanje visine pika, povrsine pika i

retencijskog vremena pika.

Slika 11. Uredaj za elektroforezu na mikrocipu ChipGenie® edition E.
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3.2.1.1. Detektor C'D

C’D detektor se koristio za detekciju aminokiselina. Princip na kojem radi ovaj
detektor opisan je na slikama 12-14. C*D rabi odasiljacku elektrodu (engl. transmitter) kako
bi se podru¢je uzorka podvrgnulo visokoj amplitudi visoko frekventnog elektromagnetskog
signala, pri ¢emu se odgovaraju¢i slabi signal izmjenicne struje ocitava na elektrodi za

primanje signala (engl. receiver), slika 12.

Transmitter
AWAANAAAAA

Receiver

Slika 12. Shema funkcioniranja C*D detektora.

Na veli¢inu primljenog signala utjece elektri¢na provodnost uzorka (Slika 13).

Slika 13. Oblik signala na elektrodi za prijam signala.

Amplituda primljenog signala izmjeni¢ne struje smanjuje se u svrhu pretvaranja u signal

istosmjerne struje prikladan za prikupljanje podataka (Slika 14).

o N

Slika 14. Amplituda primljenog signala izmjenicne struje nakon pretvaranja u signal

istosmjerne struje.
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Kada nabijena Cestica prode podrucje detekcije uzrokuje malu promjenu ukupne vodljivosti
uzorka. Konstantnim pracenjem vodljivosti, signal ¢e prikazati seriju pikova, povrsine i visine
srazmjerne koncentraciji ispitivanog uzorka. Signal ¢e biti obraden u Citljiv zapis

(elektroferogram) [8].

3.2.1.2. Mikro¢ip

Materijal detekcijskih (radnih) elektroda je sloj natiskanog titanija, debljine 10 nm na
kojemu se nalazi sloj natiskanog zlata debljine 100-150 nm. Detekcijske (radne) elektrode su
postavljene na vanjskoj strani mikrocipa kako analit ne bi bio u doticaju s njima. Koristenje
ovih elektroda zahtjeva uporabu C*D detektora. Sjeciste kanala na mikro&ipu je u obliku
kriZa, a kanali su prekriveni sa tankom folijom. Dimenzije mikroc¢ipa su: duZina 75 mm, Sirina
50um. Polimetil-metakrilat (PMMA) je materijal od kojeg je napravljan mikro¢ip. Na svakom
mikro¢ipu postoje Cetiri rezervoara koji su takoder na¢injeni od PMMA, volumen svakog

rezervoara je 70uL (Slika 15.).

Slika 15. Prikaz oblika cipa s natiskanim radnim elektrodama koji se koristio u ispitivanjima.
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3.213. PMMA

PMMA (polimetil-metakrilat) (Slika 16.), je umjetno (akrilno) staklo. PMMA je
prozirna plastika, gustoce oko 1.1 g/cm3. Koristi se kao zamjena za staklo, zbog lakse izrade,
manje cijene te velike otpornosti na razlicite kemikalije. Moze se lijepiti sa cijanoakrilatom.

PMMA prenosi do 92% vidljive svjetlosti (3 mm debljine). Materijal je razvijen 1928. godine.

CHs3

Slika 16. Strukturni prikaz molekule PMMA.

3.2.2. Vaga

Analiticka vaga ADN GR-120 (2000. godina), je koriStena za pripremu standardnih
otopina aminokiselina i otopina pufera koje su se koristile u ispitivanjima (Slika 17.).

Slika 17. Prikaz vage koja se koristila u opisanim ispitivanjima.
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3.2.3. Pipete

Pipete Hirschmann, Labopette, volumena 10-100 pL, te volumena 100-1000 pL su

koristene u ispitivanjima za pripremu uzoraka i uzimanje uzoraka za analizu (Slika 18).

Slika 18. Prikaz pipeta koje su se koristile u opisanim ispitivanjima.

3.2.4. Ultrazvuéna kupelj

Ultrazvuéna kupelj BADELIN RK-100 (Germany), je KoriStena u ispitivanjima za
uklanjanje plinova u pripremljenim otopinama. Rad kupki bazira se na koriStenju ultrazvu¢nih
vibracija uz koriStenje tekucina koje imaju sposobnost prenoSenja velike koli¢ine energije

putem ultrazvuka [18].

Slika 19. Prikaz ultrazvucne kupelji koja se koristila u opisanim ispitivanjima.
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3.3. Priprema otopina

3.3.1. Priprava pufera koncentracije 0,5 M

Otpipetirati 2,87 mL koncentrirane octene kiseline (HAc) u volumetrijsku tikvicu od
100 mL u koju je dodano nesto ultradiste vode, a zatim nadopuniti ultra¢istom vodom do

oznake. Ovako pripremljen pufer ima pH vrijednost 2,5 + 0,1.

3.3.2. Priprava otopine histidina, ¢ (His) = 10° M

Odvagati 0,155 grama histidina i kvantitativno prenijeti u volumetrijsku tikvicu od 100
mL i otopiti u malom volumenu ultraciste vode, tikvicu nadopuniti ultrac¢istom vodom do

oznake. Ovako pripremljena otopina je koncentracije 102 M.

3.3.3. Priprava otopine histidina, ¢ (His) = 10° M
Otpipetirati 2500 pL otopine histidina, ¢ = 102 M, u volumetrijsku tikvicu od 25 mL u

koju je dodano nesto ultraciste vode, a zatim nadopuniti ultracistom vodom do oznake. Ovako

pripremljena otopina je koncentracije 10° M.

3.3.4. Priprava otopine histidina, ¢ (His)=5 x 10° M

Otpipetirati 500 pL otopine histidina, ¢ = 10° M, u volumetrijsku tikvicu od 10 mL u
koju je dodano nesto ultraciste vode, a zatim nadopuniti ultracistom vodom do oznake. Ovako

pripremljena otopina je koncentracije 5 x 10° M.
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3.3.5. Priprava otopine histidina, ¢ (His) =1x 10° M

Otpipetirati 100 pL otopine histidina, ¢ = 10° M, u volumetrijsku tikvicu od 10 mL u
koju je dodano nesto ultraciste vode, a zatim nadopuniti ultracistom vodom do oznake. Ovako

pripremljena otopina je koncentracije 1 x 10° M.

3.3.6. Priprava otopine histidina, ¢ (His) =2,5x 10° M

Otpipetirati 250 pL otopine histidina, ¢ = 10° M, u volumetrijsku tikvicu od 10 mL u
koju je dodano nesto ultraciste vode, a zatim nadopuniti ultracistom vodom do oznake. Ovako

pripremljena otopina je koncentracije 2,5x 10® M.

3.3.7. Priprava otopine histidina, ¢ (His) =5x 10° M

Otpipetirati 500 pL otopine histidina, ¢ = 10 M, u volumetrijsku tikvicu od 10 mL u
koju je dodano nesto ultraciste vode, a zatim nadopuniti ultracistom vodom do oznake. Ovako

pripremljena otopina je koncentracije 5 x 10” M.

3.3.8. Priprava otopine alanina, ¢ (Ala) = 10° M

0,0890 grama alanina kvantitativno prenijeti u volumetrijsku tikvicu od 100 mL i
otopiti u malome volumenu ultraciste vode, tikvicu nadopuniti ultracistom vodom do oznake.

Ovako pripremljena otopina je koncentracije 10 M.

3.3.9. Priprava otopine alanina, ¢ (Ala) = 10° M

Otpipetirati 2500 pL otopine alanina, ¢ = 10% M, u volumetrijsku tikvicu od 25 mL u
koju je dodano nesto ultraciste vode, a zatim nadopuniti ultracistom vodom do oznake. Ovako

pripremljena otopina je koncentracije 10° M.
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3.3.10. Priprava otopine alanina, ¢ (Ala) =2,5x 10° M

Otpipetirati 250 L otopine alanina, ¢ = 10° M, u volumetrijsku tikvicu od 10 mL u
koju je dodano nesto ultraciste vode, a zatim nadopuniti ultracistom vodom do oznake. Ovako

pripremljena otopina je koncentracije 2,5 x 10° M.

3.3.11. Priprava otopine alanina, ¢ (Ala) =5x 10° M

Otpipetirati 500 pL otopine alanina, ¢ = 10 M, u volumetrijsku tikvicu od 10 mL u
koju je dodano nesto ultraciste vode, a zatim nadopuniti ultrac¢istom vodom do oznake. Ovako

pripremljena otopina je koncentracije 5x 10 > M.

3.3.12. Priprava otopine alanina , ¢ (Ala) = 7,5x 10 > M

Otpipetirati 750 pL otopine alanina, ¢ = 10° M, u volumetrijsku tikvicu od 10 mL u
koju je dodano nesto ultraciste vode, a zatim nadopuniti ultrac¢istom vodom do oznake. Ovako

pripremljena otopina je koncentracije 7,5 x 10° M.

3.3.13. Priprava otopine smjese alanina i histidina, ¢ (His, Ala) =7,5x 10° M

Otpipetirati 750 puL otopine alanina, ¢ = 10° M, i 750 uL otopine histidina, ¢ = 10° M,
u volumetrijsku tikvicu od 10 mL u koju je dodano nesto ultraciste vode, a zatim nadopuniti
ultragistom vodom do oznake. Ovako pripremljena otopina je koncentracije 7,5 x 10° M u

odnosu na alanin i histidin.
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3.3.14. Priprava otopine smjese alanina i histidina, ¢ (His, Ala) =5 x 10° M

Otpipetirati 500 uL otopine alanina, ¢ = 10° M, i 500 pL otopine histidina, ¢ = 10° M,
u volumetrijsku tikvicu od 10 mL u koju je dodano nesto ultraciste vode, a zatim nadopuniti
ultradistom vodom do oznake. Ovako pripremljena otopina je koncentracije 5 x 10° M u

odnosu na alanin i histidin.

3.3.15. Priprava otopine smjese alanina i histidina, ¢ (His, Ala) = 2,5 x 10° M

Otpipetirati 250 uL otopine alanina, ¢ = 10 M, i 250 pL otopine histidina, ¢ = 10° M,
u volumetrijsku tikvicu od 10 mL u koju je dodano nesto ultraciste vode, a zatim nadopuniti
ultradistom vodom do oznake. Ovako pripremljena otopina je koncentracije 2,5 x 10° M u

odnosu na alanin i histidin.
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3.4. Postupak mjerenja

3.4.1. Bazdarni pravac za p-alanin

Na pocetku mjerenja injekcijsku i separacijsku kapilaru ¢ipa isprati profiltriranom
ultrad¢istom vodom. Nakon toga injekcijsku i separacijsku kapilaru isprati otopinom pufera,
octenom kiselinom, ¢ = 0,5 M. Ukljuciti racunalo, uredaj za MCE, a zatim otvoriti pripadajuci
softver ChipGenie. U softveru upisati Zeljene parametre injektiranja i separacije (optimirana
metoda za sustav koji se mjeri). Dodati 50 uL otopine pufera u sve rezervoare i napraviti

nekoliko mjerenja (elektroferograma) otopine pufera, dok se bazna linija ne stabilizira.

U rezervoar Cipa za uzorak dodati 50 pL otopine alanina, ¢ = 2,5 x 10®° M, a u ostala tri
rezervoara 50 pL otopine pufera i zapoceti mjerenje. Napraviti odreden broj mjerenja, a
dobivene elektroferograme obraditi u programu Origin 8.5. (izracunati visinu pika, povrsinu

pika i odrediti retencijsko vrijeme pika).

Injekcijsku 1 separacijsku kapilaru Cipa isprati profiltriranom ultracistom vodom, u rezervoar
&ipa za uzorak dodati 50 pL otopine alanina, ¢ =5 x 10° M, a u ostala tri rezervoara 50 pL
otopine pufera 1 zapoceti mjerenje. Napraviti odreden broj mjerenja, a dobivene
elektroferograme obraditi u programu Origin 8.5. (izraCunati visinu pika, povrSinu pika i

odrediti retencijsko vrijeme pika).

Injekcijsku i separacijsku kapilaru Cipa isprati profiltriranom ultrad¢istom vodom, u rezervoar
&ipa za uzorak dodati 50 pL otopine alanina, ¢ = 7,5 x 10° M, a u ostala tri rezervoara 50 pL
otopine pufera i =zapoCeti mjerenje. Napraviti odreden broj mjerenja, a dobivene
elektroferograme obraditi u programu Origin 8.5. (izraCunati visinu pika, povrSinu pika i

odrediti retencijsko vrijeme pika).

Na kraju radnog dana injekcijsku 1 separacijsku kapilaru cipa isprati profiltriranom

ultracistom vodom.
Parametri mjerenja:

- uzorak: alanin, ¢ =2,5x10° M, 5x10° M i 7,5x10° M
- pufer = octena kiselina,c =0,5M, pH=2,5

- napon injektiranja = 0,80 kV
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- vrijeme injektiranja=12s
- napon separacije = 3,80 kV

- vrijeme separacije = 200 s

3.4.2. Bazdarni pravac za L-histidin

Na pocetku mjerenja injekcijsku i separacijsku kapilaru Cipa isprati profiltriranom
ultracistom vodom. Nakon toga injekcijsku i separacijsku kapilaru isprati otopinom pufera,
octenom kiselinom, ¢ = 0,5 M. Ukljuciti ra¢unalo, uredaj za MCE, a zatim otvoriti pripadajuci
softver ChipGenie. U softveru upisati Zeljene parametre injektiranja i separacije (optimirana
metoda za sustav koji se mjeri). Dodati 50 uL otopine pufera u sve rezervoare i napraviti

nekoliko mjerenja (elektroferograma) otopine pufera, dok se bazna linija ne stabilizira.

U rezervoar &ipa za uzorak dodati 50 pL otopine histidina, ¢ = 1 x 10 M, a u ostala tri
rezervoara 50 pL otopine pufera i zapoceti mjerenje. Napraviti odreden broj mjerenja, a
dobivene elektroferograme obraditi u programu Origin 8.5. (izracunati visinu pika, povr§inu

pika i odrediti retencijsko vrijeme pika).

Injekcijsku 1 separacijsku kapilaru €ipa isprati profiltriranom ultracistom vodom, u rezervoar
Cipa za uzorak dodati 50 pL otopine histidina, ¢ = 2,5 X 10° M, a u ostala tri rezervoara 50 pL
otopine pufera 1 zapoceti mjerenje. Napraviti odreden broj mjerenja, a dobivene
elektroferograme obraditi u programu Origin 8.5. (izraCunati visinu pika, povrSinu pika i

odrediti retencijsko vrijeme pika).

Injekcijsku i separacijsku kapilaru ¢ipa isprati profiltriranom ultraistom vodom, u rezervoar
¢ipa za uzorak dodati 50 puL otopine histidina, ¢ = 5 X 10° M, a u ostala tri rezervoara 50 uL
otopine pufera 1 zapoCeti mjerenje. Napraviti odreden broj mjerenja, a dobivene
elektroferograme obraditi u programu Origin 8.5. (izraCunati visinu pika, povrSinu pika i
odrediti retencijsko vrijeme pika). Na kraju radnog dana injekcijsku i separacijsku kapilaru

Cipa isprati profiltriranom ultra¢istom vodom.

Parametri mjerenja:
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- uzorak: alanin, c=1x10°M, 2,5x10°Mi5x10° M
- pufer = octena kiselinac =0,5M, pH=2,5

- napon injektiranja = 0,80 kV

- vrijeme injektiranja = 12 s

- napon separacije = 3,80 kV

- vrijeme separacije = 200 s

3.4.3. Bazdarni pravac za smjesu p-alanina i L-histidina

Na pocetku mjerenja injekcijsku i separacijsku kapilaru ¢ipa isprati profiltriranom
ultracistom vodom. Nakon toga injekcijsku 1 separacijsku kapilaru isprati otopinom pufera,
octenom kiselinom, ¢ = 0,5 M. Ukljuciti racunalo, uredaj za MCE, a zatim otvoriti pripadajuci
softver ChipGenie. U softveru upisati Zeljene parametre injektiranja i separacije (optimirana
metoda za sustav koji se mjeri). Dodati 50 uL otopine pufera u sve rezervoare i napraviti

nekoliko mjerenja (elektroferograma) otopine pufera, dok se bazna linija ne stabilizira.

U rezervoar Cipa za uzorak dodati 50 pL otopine smjese alanina i histidina, ¢ = 2,5 X 10°Mu
odnosu na alanin i histidin, a u ostala tri rezervoara 50 uL otopine pufera i zapoceti mjerenje.
Napraviti odreden broj mjerenja, a dobivene elektroferograme obraditi u programu Origin 8.5.

(izraCunati visinu pika, povrSinu pika i odrediti retencijsko vrijeme pika).

Injekcijsku 1 separacijsku kapilaru Cipa isprati profiltriranom ultracistom vodom, u rezervoar
&ipa za uzorak dodati 50 pL otopine smjese alanina i histidina, ¢ =5 x 10° M u odnosu na
alanin i histidin, a u ostala tri rezervoara 50 pL otopine pufera i zapoceti mjerenje. Napraviti
odreden broj mjerenja, a dobivene elektroferograme obraditi u programu Origin 8.5.

(izracunati visinu pika, povrSinu pika i odrediti retencijsko vrijeme pika).

Injekcijsku i separacijsku kapilaru ¢ipa isprati profiltriranom ultracistom vodom, U rezervoar
&ipa za uzorak dodati 50 pL otopine smjese alanina i histidina, ¢ = 7,5 x 10° M u odnosu na
alanin i histidin, a u ostala tri rezervoara 50 puL otopine pufera i zapoCeti mjerenje. Napraviti

odreden broj mjerenja, a dobivene eclektroferograme obraditi u programu Origin 8.5.

~ 36~



(izraCunati visinu pika, povrsinu pika i odrediti retencijsko vrijeme pika). Na kraju radnog

dana injekcijsku i separacijsku kapilaru ¢ipa isprati profiltriranom ultrac¢istom vodom.
Parametri mjerenja:

- uzorak: alanin, ¢ =2,5x10° M, 5x 10° M i 7,5x10° M
- pufer = octena kiselinac=0,5M, pH=2,5

- napon injektiranja = 0,80 kV

- vrijeme injektiranja =12 s

- napon separacije = 3,80 kV

- vrijeme separacije = 200 s

3.4.4. Odredivanje p-alanina i L-histidina

Za testiranje to¢nosti 1 preciznosti odredivanja koriStena je metoda poznatog dodatka.
Postupak je identiCan onom opisanom za izradu Kkalibracijskih dijagrama za p-alanin i L-

histidin, pojedinacno i u smjesi.

Injekcijsku i1 separacijsku kapilaru €ipa isprati profiltriranom ultracistom vodom, u rezervoar
Cipa za uzorak dodati 50 pL otopine ispitivanog uzorka poznate koncentracije. Ispitivane su

otopine pojedinac¢nih aminokiselina p-alanina i L-histidina, kao i njihove smjese.

Parametri mjerenja bili su identi¢ni onima postavljenim pri izradi odgovarajucih bazdarnih

pravaca.
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4. Rezultati |
rasprava



4.1. Bazna linija

Stabilnost mjernog uredaja, propusnost kapilara mikro€ipa, elektricna vodljivost
pufera/pomoc¢nog elektrolita testiraju se prije pocCetka svake nove serije mjerenja.
Elektroferogram ¢iste otopine pufera/pomocnog elektrolita, koji ujedno predstavlja i baznu

liniju mjerenja, prikazan je na slici 20.

Bazna linija, octena kiselina 0,5 M, pH=2,5

napon (mV)
-
[ (4)] N

o
a1
I

o

50 100 150 200

o

vrijeme (s)

Slika 20. Elektroferogram otopine pufera, 0,5 M octena kiselina, pH = 2,5.

Pravilna bazna linija elektroferograma ¢istog pufera prikazano na slici 20., bez interferirajucih
pikova, ukazuje na njegovu analiticku podobnost za sva ispitivanja i mjerenja. Pozitivan drift
(mijenjanje napona s vremenom) vjerojatno je posljedica postupnog zagrijavanja
pufera/pomocénog elektrolita, rezultiraju¢i promjenom njegovih elektricnih 1 reoloskih
osobina. Drift prikazan na slici 20. prihvatljiv je za elektroforetska ispitivanja, s obzirom da

sustav nije termostatiran.
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4.2. Bazdardni pravac za -alanin

Preliminarna ispitivanja pokazuju linearni odziv C*D detektora za B-alanin u podrugju
0d 2,5x10° M do 7,5 x 10”° M.

Elektroferogrami p-alanina za koncentracije 2,5 x 10° M, 5 x 10° M i 7,5 x 10° M prikazani

su na slikama 21. - 23., respektivno.

Ala, c=2,5E-5 M
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= 0.8
= 06 1
o
204
c
0,2 -
D 71— 1 ~——T1~— 1/ — T ‘1T ‘T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
QW M~ O 0 © v~ M N Q0 © & @ NN = M0 M0 — N O W1 N O© O B «— O I~
0O © ® PO OAONDIDOEDI®OIT WO NT OO © 1Y) O~ W @
N g O N MO0 MmMe-OND 0o NN I IN—-NANFTO N0 @
2] N O O 0 «— O O G W G O M~ 0 M o O F I~ — O 0 «— 1) 0 —
— N N O = = 1 0 ©O© O M~ M~ O G G OO O «—~ O «~ «~ v~ ™
Ao Ao - T T
vrijeme (s)

Slika 21. Elektroferogram g-alanina, ¢ = 2,5 x 10° M u 0,5 M octenoj kiselini (pH = 2,5).
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Ala, c=5E-5 M
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Slika 22. Elektroferogram g-alanina ¢ =5 x 10° M u 0,5 M octenoj kiselini (pH
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Slika 23. Elektroferogram g-alanina ¢ = 7,5 x 10° M u 0,5 M octenoj kiselini (pH

Kao sto se vidi na slikama 21. - 23., na elektroferogramima je prisutno nekoliko pikova.

=2,5.

Pikovi koji odgovaraju retencijskom vremenu od 49 sekundi pripadaju p-alaninu pri pH
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Elektroferogrami otopine B-alanina ispoljavaju jasno izrazen, dobro definiran i pravilan
negativan pik, koji sluzi za kvantifikaciju B-alanina. Ostali pikovi vjerojatno se odnose, s
obzirom na amfiproti¢ki karakter aminokiseline, na ostale specije B-alanina iz ravnoteznog

sustava i nebitni su za njegovu kvantifikaciju.

Bazdarni pravac za (-alanin je prikazan na slici 24.

ALANIN

-3 4
L 25
S
— _2 -
(L]
=
a 15
(1]
-
57 y=-36412x + 0,226
3 05 R? = 0,999
Q ’

0

0,0E+00 2,5E-05 5,0E-05 7,5E-05 1,0E-04

c (M)

Slika 24. Bazdarni pravac za p-alanin u 0,5 M octenoj kiselini.

Kao sto se moze vidjeti na slici 24., prisutna je jaka linearna zavisnost izmedu koncentracije
B-alanina i odgovarajuéih povrsina pikova (R? = 0,999). Parametri pravca linearne regresije su

prikazani na slici 24., podrugje linearnog odziva je 2,5 x 10° M — 7,5 x 10° M.
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U tablici 4. je prikazana izraunata vrijednost povrsine pika za tri ispitivane koncentracije B-alanina i njihova pripadajuca statistika.

Tablica 4. Rezultati izracunatih povrsina pikova p-alanina s pripadajuc¢om statistickom obradom.

B-ALANIN (Ala)

c[M]/[mg/L] povrsina pika [mVs] srednja SD RSD CV (%) | CL, p=0,05 (¥
vrijednost
2,5‘10'5 12,23 -0,6102 -0,7264 -0,8049 -0,5518 -0,67 0,11 -0,17 -16,9 0,11
5107 /4,45 -2,0232 -1,7309 -1,5942 -1,1077 -1,61 0,38 -0,24 -23,7 0,37
7,5-10'5 /6,68 -2,5170 -2,4128 -2,4673 -2,5788 -2,49 0,07 -0,03 -2,9 0,07
LEGENDA

SD = standardno odstupanje (engl. standard deviation)
RSD = relativno standardno odstupanje (engl. relative standard deviation)
CV (%)= koeficijent varijacije (engl. coefficient of variation)

CL = interval pouzdanosti (engl. confidence limits)
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4.3. BaZdardni pravac za L-histidin

Preliminarna ispitivanja pokazala su linearni odziv C*D detektora za L-histidin u
podru&ju od 1,5 x 10° M do 5 x 10° M.

Elektroferogrami L-histidina za koncentracije 1,5 x 10° M, 2,5 x 10° M i 5 x 10° M

prikazani su na slikama 25. - 27., respektivno.
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Slika 25. Elektroferogram L-histidina, ¢ = 1,5 x 10 M u 0,5 M octenoj kiselini (pH = 2,5).
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His, c=2,5E-5 M
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Slika 26. Elektroferogram L-histidina, ¢ = 2,5 x 10° M u 0,5 M octenoj kiselini (pH

=5E-5
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Slika 27. Elektroferogram L-histidina ¢ =5 x 10° M u 0,5 M octenoj kiselini (pH
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Kao sto je vidljivo na slikama 25. — 27., na elektroferogramima je prisutno nekoliko pikova.

Pikovi koji odgovaraju retencijskom vremenu od 55 sekundi pripadaju L-histidinu, pri
pH=25.

Elektroferogrami otopina L-histidina ispoljavaju jasno izrazen, dobro definiran i pravilan
negativan pik, koji sluzi za kvantifikaciju L-histidina. Kao i kod B-alanina, ostali pikovi
vjerojatno se i ovdje odnose, s obzirom na amfiproticki karakter aminokiseline, na ostale

specije L-histidina iz ravnoteznog sustava i nebitni su za njegovu kvantifikaciju.

Bazdarni pravac za L-histidin je prikazan na slici 28.

HISTIDIN

4,5 -
z 5
> 3,5
E
(4] -
g 25
8 2
S .15 y = -74704x - 0,2408
£ R*=0,9538
= 2
2 05
= 0

0E+00 1,E-05 2E-05 3,E-05 4E-05 5E-05 6E-05
c (M)

Slika 28. Bazdarni pravac za L-histidin u 0,5 M octenoj kiselini.

Kao s$to se moze vidjeti na slici 28., prisutna je zadovoljavajuca linearna zavisnost izmedu
koncentracije L-histidina i odgovaraju¢ih povriina pikova (R? = 0,9538). Parametri pravca
linearne regresije su prikazani na slici 28., podrugje linearnog odziva je 1,5 x 10° M — 5 x 10°
M.
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U tablici 5. je prikazana izracunata vrijednost povrsine pika za tri ispitivane koncentracije L-histidina i njihova pripadajuéa statistika.

Tablica 5. Rezultati izracunatih povrsina pikova L-histidina s pripadajucom statistickom obradom.

L-HISTIDIN (His)

c[M]/[mg/L] povrsina pika[mVs] srednja SD RSD CV(%) | CL, p=0,05(z)
vrijednost
5-10°/0,77 -0,3572 -0,5260 -0,4510 -0,44 0,08 -0,19 -19,0 0,09
1-10°/1,55 -0,7924 -0,7188 -0,7584 -0,7323 -0,75 0,03 -0,04 -4,3 0,03
2,5-10'5 /3,88 -2,6552 -2,5397 -2,4937 -2,2639 -2,49 0,16 -0,07 -6,6 0,16
5-10°/7,76 -4,1064 -3,7954 -3,6443 -3,7882 -3,83 0,19 -0,05 -5,1 0,19
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4.4, BazZdardni pravac za smjesu B-alanina i L-histidina

Preliminarna ispitivanja pokazuju linearni odziv C*D detektora za smjesu B-alanina i
L-histidina u podru&ju od 2,5 x 10° M do 7,5 x 10™° M u odnosu na alanin i histidin.

Elektroferogrami smjese B-alanina i L-histidina za koncentracije 2,5 x 10° M, 5x 10° M i 7,5

x 10° M u odnosu na alanin i histidin su prikazani na slikama 29. - 31., respektivno.

smjesa Ala i His, c= 2,5E-56M
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Slika 29. Elektroferogram smjese f-alanina i L-histidina, ¢ = 2,5 x 10° M u odnosu na alanin
i histidin, u 0,5 M octenoj kiselini (pH = 2,5).
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Slika 31. Elektroferogram smjese -alanina i L-histidina, ¢ = 7,5 x 10° M u odnosu na alanin




Kao sto se vidi na slikama 29. - 31., na elektroferogramima je prisutno nekoliko pikova.

Pikovi koji odgovaraju retencijskom vremenu od 61 sekundi pripadaju -alaninu pri pH = 2,5,
dok pikovi koji odgovaraju retencijskom vremenu od 68 sekundi pripadaju L-histidinu, pri pH
=25.

Elektroferogrami smjese B-alanina i L-histidina ispoljavaju dva jasno izrazena, dobro
definirana, dobro separirana i pravilna negativna pika, koji sluze za kvantifikaciju f-alanina i
L-histidina. Ostali pikovi vjerojatno se odnose na ostale specije prisutnih aminokiselina iz

ravnoteznog sustava i nebitni su za njihovu kvantifikaciju.

Bazdarni pravac za smjesu B-alanina i L-histidina je prikazan na slici 32.

smjesa Ala i wHis oAl
His
=7
-6
—
=
= -5 y=-85674x + 0,5748
- R*=0,9926
ot -4
= =
2 o
= 3
=
N7 -2 A
E
g 4 y = -34068x + 0,3908
= RZ= 0,964
0 1 1 1 1
0,E+00 2,E-05 4,E-05 6,E-05 8,E-05
c (M)

Slika 32. Kalibracijski graf za smjesu f-alanina i L-histidina u 0,5 M octenoj kiselini.

U smjesi je moguca kvantifikacija obje navedene aminokiseline sa zadovoljavaju¢im

koeficijentom korelacije.

Kao sto se moze vidjeti na slici 32., prisutna je jaka linearna povezanost izmedu koncentracije

-alanina i odgovarajucih povrSina pikova =0, .
lanina i od ju¢ih S| ik R%=0,9926
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Takoder, prisutna je i zadovoljavajuca linearna povezanost izmedu koncentracije L-histidina i

odgovarajuc¢ih povrsina pikova (R2 =0,9640).

Parametri linearne regresijske linije za obje ispitivane aminokiseline su prikazani na slici 32.,

podrugje linearnog odziva je 1,5 x 10° M ~> x 10° M.
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U tablici 6. je prikazana izracunata vrijednost povrsine pika za tri ispitivane koncentracije smjese p-alanina i L-histidina te njihova pripadajuca
statistika.

Tablica 6. Rezultati izracunatih povrsSina pikova f-alanina i L-histidina s pripadajuc¢om statistickom obradom.

Smjesa f-alanina (Ala) i L-histidina (His)

srednja

c[M] povrsina pika [mVs] o SD RSD CV(%) | CL, p=0,05 (+)
. Ala -0,5450 -0,5761 -0,5587 -0,5440 -0,55 0,01 -0,03 -2,7 0,01
10 His -1,6651 -1,6846 -1,6715 -1,6737 -1,67 0,01 -0,01 -0,5 0,01
. Ala -1,1999 -1,1468 -1,1135 -1,0230 -1,12 0,06 -0,05 -5,3 0,07
>10 His -3,4974 -3,9526 -3,4418 -3,0906 -3,49 0,35 -0,10 -10,1 0,35
- Ala -2,3619 -2,1672 -2,4526 -2,0558 -2,26 0,18 -0,08 -8,0 0,18
[ His -6,0138 -5,2057 -5,8754 -6,7349 -5,96 0,63 -0,10 -10,5 0,61
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4.5,

Odredivanje B-alanina i L-histidina

U tablici 7. prikazani su rezultati odredivanja B-alanina i L-histidina, pojedinac¢no, dok

je u tablici 8. prikazan sadrzaj spomenutih aminokiselina u smjesi.

Tablica 7. Rezultati pojedina¢nog odredivanja B-alanina i L-histidina.

L-HISTIDIN
1 Nadeno | IskoriStenje 1 Nadeno Iskoristenje
CImgL Ml | mglyy | e | CIMIEMI] gy [%]

223/ 0.77/

25e308 2,33 104.6 L5108 0,76 99,4
4.45/ 3,88/

s 4,79 1076 26105 4,27 109.9

, 563%5 6,86 1027 57)(’71%/_5 7.33 945

Tocnost rezultata pojedina¢nog odredivanja p-alanina i L-histidina izrazenih kao iskoristenje

(recovery), testirana metodom poznatog dodatka, krec¢e se u rasponu od 102,7 — 107,6 %, tj.
94,5 - 109,9 %, respektivno.

Tablica 8. Rezultati odredivanja -alanina i L-histidina u smjesi.

pB-ALANIN L-HISTIDIN
1 Nadeno IskoriStenje 1 Nadeno | IskoriStenje

¢ mgL™M1 | e [%] ¢ ImgL M| gy [%]
2,23/ 0,77/

2.5%10° 2,33 104,6 15x10° 0,76 99,4
4,45/ 3,88/

54 10" 4,79 107,6 25 x10° 4,27 109,9

Lo 6,86 102,7 ke 7,33 94,5

Toc¢nost rezultata odredivanja p-alanina i L-histidina u smjesi izrazenih kao iskoristenje,

takoder testirana metodom poznatog dodatka, krece se u rasponu od 93,5 — 109,7 %, tj. 95,2 —
104,9 % respektivno.
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5. Zaklju&ak



U radu su, koristenjem elektroforeze na mikroc¢ipu, uspjeSno separirane aminokiseline
B-alanin i L-histidin, pojedina¢no i u smjesi. Spomenute su aminokiseline konstitutivne
komponente komercijalno atraktivnog dipeptida karnozina, koji ispoljava snaZna

antioksidacijska i fizioloska svojstva.

Za separaciju je koriSten mikroc¢ip od polimetil-metakrilata (PMMA). Za detekciju ispitivanih

aminokiselina koriSten je kapacitivno spregnuti, beskontaktni, konduktometrijski detektor

(C'D).

Ispitivan je utjecaj sljede¢ih parametara na efikasnost separacije: napon injektiranja, vrijeme
injektiranja, napon separacije i vrijeme separacije. Sastav pomoc¢nog elektrolita/pufera
detaljno je istrazivan i optimiran u cilju povecanja osjetljivosti mjerenja i bolje separacije

istrazivanih aminokiselina i njihove smjese.

Iz podataka dobivenih mjerenjem izraCunate su povrsine i visine pikova za svaku pojedinu
koncentraciju. Primjenom linearne regresijske analize odredeno je podrucje linearnog odziva
za svaku pojedina¢no istraZivanu aminokiselinu, te smjesu navedene dvije aminokiseline.
Donja granica detekcije istrazivanih aminokiselina je niza od 1 mg/ml. Metoda poznatog
dodatka koriStena je za testiranje toCnosti odredivanja pojedinacnih aminokiselina, kao i

njihovog sadrzaja u smjesi.
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6. Metodicki dio



6.1. Priprema za izvodenje nastavnog sata

Skola: Gimnazija
Predmet: Kemija
Razred: 2.

Nastavna cjelina: Otopine i koloidni sustavi

Nastavna jedinica: Koloidni sustavi (blok sat)

Ciljevi i zadatci nastave:

. Aktivnim u¢enjem
upoznati ucenike 1 definirati
Sto su koloidni sustavi.

. Upoznati ucenike o
rasprostranjenosti koloida
oko nas.

. Upoznati ucenike s
karakteristiénim svojstvima
koloidnih sustava.

. Definirati i objasniti
Tydallov fenomen.

. Objasniti i definirati
ucenicima elektrofrezu kao
jednu od vaznijih metoda
razdvajanja koloida.

. Izvodenjem
demonstracijskog pokusa
“Razdvajanje aminokiselina
elektroforezom®, ucenici ¢e
ponoviti i utvrditi nauceno o
elektroforezi.

. Obratiti u¢enicima
paznju i na druge
karakteristike koloida kao $to
su dijaliza i emulzije.

. Poticanje na
zajednicko ucenje.

Oblici rada:

Frontalni oblik rada

Individualni rad

Sredstva i pomagala:

Ploca, krede u boji, racunalo,
PowerPoint prezentacija,
projektor,

fosfatni pufer pH=6,
ninhidrin sprej - reagens za
aminokiseline, celogel-trake
za elektroforezu, uzorak
(asparaginska kiselina, lizin i
histidin), aparatura za
elektroforezu,rukavice,
zaStitne naocale.
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Kljuéni pojmovi: koloidni sustavi, disperzija, disperzni sustav, Tyndallov fenomen,
elektroforeza, dijaliza, emulzija

Obrazovna postignuca:

. Ucenici ¢e znati definirati i objasniti koloidne sustave.

. Znati ¢e usporediti i objasniti koja je razlika izmedu disprezne tvari i
dispreznog sredstva.

. Znati ¢e prepoznati 1 definirati Tyndallov fenomen.
. Ucenici €e znati definirati i objasniti elektroforezu.
. Ucenicima ¢e biti prikazano, te ¢e ih se izvjestiti, kroz pokus ,,Razdvajanje

aminokiselina elektroforezom* , kako i na koji na¢in mozemo razdvojiti aminokiseline.

. Ucenici ¢e nakon pokusa mo¢i shvatiti kako se aminokiseline mogu razdvojiti
elektroforezom.

. Ucenici ¢e primjeniti nau¢eno ponavljanjem kroz pitanja.
Struktura i tijek nastavnog sata Metoda rada
Uvod (10 min) Metoda razgovora
e Uz razgovor ponoviti prethodno nauceno o Poticanje

otopinama i njihovim svojstvima, naglasak na

. ) Pomaganje
homogeno heterogeno svojstvo otopina.

Glavni dio (70 min)

e Osim pravih otopina u svakodnevnom se zZivotu
Zesto susrecu i drugadije smjese dviju ili vise | Frontalni rad
tvari u kojima je jedna tvar rasprsena u drugoj N

J J€) ; P £0) Poticanje
tvarl.

: o N : Pomaganje

e Takvi se sustavi opéenito nazivaju disperznim

sustavima. Tvari koje ima u suvisku u kojoj je | Metoda razgovora

rasprsena (dispergirana) druga tvar zove se
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disperzno sredstvo, a tvar Sto je rasprsena ¢ini
disperznu fazu.

e Svojstva disperznog sustava ovise o velicini

Cestica disperzne faze, iako granice izmedu
pojedinih vrsta nisu ostre.

Ako su cestice disperzne faze vece od 200 nm,
disperzni se sustavi zovu suspenzije ili grubo
disperzni sustavi. To su heterogene smjese.

U koloidnim sustavima veli¢ina Cestice disperzne
faze je od 1 do 200 nm.

Svaka tvar ima svoja karakteristi¢na svojstva pa
tako i koloidi.

e Jedan od najpoznatijih svojstava koloida je
Tyndallov fenomen. Tyndallov fenomen je
pojava raspSivanja svjetlosti na ¢esticama
kolodnih dimenzija, tu pojavu opazamo ako u
zatamnjenu sobu kroz pukotinu ulazi zraka
svjetlosti , u toj svjetlosnoj zraci se vide sitne
svijetle tockice, koje lebde u zraku, upravo su to
Cestice koloidnih dimenzija.

e Upravo na tome svojstvu da koloidne Cestice

imaju elektri¢ni naboj na povrsini pociva
primjena elektroforeze.

o Elektroforeza je metoda separacije koloida,
temeljena na putovanju koloidnih iona pod
utjecajem elektricnog polja.

Brzina putovanja ovisi o veli€ini Cestica, kiselosti
tekucine u kojoj se gibaju, njihovom naboju 1
jakosti elektricnog polja; mogu se odvajati vrlo
sli¢ni spojevi (pojedine vrste aminokiselina,
prehrambenih boja, proteina, itd.)

e Izvodenje demonstracijskog pokusa 1
»Razdvajanje aminokiselina elektroforezom*

e U uzorku su bile tri aminokiseline.
Aminokiseline s ukupnim pozitivnim nabojem
kretale su se prema negativnoj elektrodi, mi smo
imali takve dvije aminokiseline tocnije lizin i

Ucenje otkrivanjem

Frontalni rad
Pomaganje

Ucenje otkrivanjem

Poticanje

Metoda razgovora

Metoda razgovora

Metode demonstracije

~ 50~




histidin. One s negativnim ukupnim nabojem ¢e | Poticanje pomaganje
se kretati prema pozitivnoj elektrodi, mi smo
imali takvu jednu tocnije asparaginsku kiselinu.

e Ciséenje sola od elektrolita koji zaostaju u
disperznom sredstvu nakon pripreme koloidne
otopine postize se dijalizom. Metoda se temelji
na pojavi da koloidne Cestice nemogu prolaziti

kroz polupropusnu membranu u vodu, a ioni
mogul.

Frontalni rad

.. . .. e .. Metoda razgovora
e Emulzije su smjesa dviju nemjesivih tekucina,

nestabilna smjesa koja se brzo nakon mjesanja
ponovo razdvaja na svoje sastojke. Mlijeko je
najpoznatija emulzija.

Zakljuéni dio (10 min) Ponavljanje

Poticanje
Individualno

. Uc¢enici ¢e pomocu niza pitanja ponoviti

obradeno gradivo.

Literatura za nastavnika:

D. Néthing, M. Herak, Opéa kemija 2, Udzbenik za I1. razred gimnazije, Skolska knjiga, Zagreb
2006. 81-94.

M. Sikirica, Metodika nastave kemije, Skolska knjiga, Zagreb, 2001.
A. Habus, D. Stricevi¢, S. Liber, Radna biljeznica za II. razred gimnazije, Profil, Zagreb, 2007.
Literatura za ucenike:

D. Nothing, M. Herak, Opéa kemija 2, Udzbenik za II. razred gimnazije, Skolska knjiga, Zagreb
2006. 81-94.

A. Habus, D. Stricevi¢, S. Liber, Radna biljeznica za II. razred gimnazije, Profil, Zagreb, 2007.
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6.2. Plan ploce

Koloidni sustavi
Koloidi: smjese dvaju ili vise tvari u kojima
je jedna tvar
rasprSena u drugoj tvari-disperzni sustav
- disperzna tvar
- disperzno sredstvo
- Cestice 1-200 nm

Tyndallov fenomen:
pojava rasprsenja svjetlosti na
Cesticama koloidnih dimenzija

Elektroforeza:

- metoda za separaciju
koloida, temeljena na putovanju koloidnih
iona pod
utjecajem elektricnog polja
- brzina putovanja ovisi o veli¢ini
destica,
kiselosti tekucine u kojoj se gibaju, njihovom
naboju i jakosti el. polja
- mogu se odvajati vrlo sli¢ni spojevi
(pojedine vrste aminokiselina, prehrambenih
boja, proteina....)

Pokus 1. Razdvajanje aminokiselina
elektroforezom

_ HN—C—H coo
coo \ .
| CH, H;N—C—H
HaN—C—H (‘JHQ LHQ
| b,
CH, \ N
Lo \L
coo ,L*HB NH
aspartat lizin histidin
Dijaliza:

- ¢iS¢enje sola od elektrolita koji zaostaju u
disperznom sredstvu nakon pripreme
koloidne otopine, postize se dijalizom

- koloidne ¢estice nemogu prolaziti kroz
polupropusnu membranu u vodi, no ioni
mogu

Emulzije:

- smjesa dviju nemjesivih tekucina

- nestabilna smjesa koja se brzo nakon
mijeSanja ponovo razdvaja na svoje sastojke.
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6.3. Pokus 1. Razdvajanje aminokiselina elektroforezom

Pokus 1. Razdvajanje aminokiselina elektroforezom

NINHIDRIN - Stetan ako se proguta, nadrazuje o€i, diSni sustav 1 kozu; ako dode u
doticaj s kozom isprati sa sapunom i vodom,ako dode u doticaj s oima ispirati s puno vode.
Koristiti rukavice 1 zastitne naocale!

Pribor i kemikalije:

Fosfatni pufer pH=6, ninhidrin sprej-reagens za aminokiseline,celogel-trake za elektroforezu,
uzorak (asparaginska kiselina, lizin i histidin), aparatura za elektroforezu,rukavice i zastitne
naocale.

Postupak

Trake za elektroforezu oprezno izvaditi iz kupelji s puferom, filter-papirom ukloniti visak
pufera te poloziti traku na mosti¢ za elektroforezu. Laganim pritiskom na bo¢ne strane
zalijepiti traku tako da stoji napeto i1 u¢vrstiti nosac¢ima. Aplikatorom nanijeti uzorak na traku
oko 1 cm od donjega ruba nosaca. Postaviti mosti¢ u kadicu s puferom tako da se
elektroforeza usmjeri od katode prema anodi, te prilagoditi napon na 200 V. Nakon 30 minuta
iskljuciti struju, izvaditi te poprskati s ninhidrinom i ostaviti da se osusi.

— katoda

K > B .~y (-)
l ‘ i o, D i
‘<_. traka za elektroforezu ™ N

\ N A X N

N ] RN % \i A\
e = Pufer —< 4=
h \ i X ' ~
\ —— ——MAJ' “’ — v —— —-'.?

Slika 1. Prikaz aparature za elektroforezu.
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Zakljucak

U uzorku su bile tri aminokiseline. Aminokiseline s ukupnim pozitivnim nabojem kretale su
se prema negativnoj elektrodi, mi smo imali takve dvije aminokiseline to¢nije lizin i histidin.
One s negativnim ukupnim nabojem ¢e se kretati prema pozitivnoj elektrodi, mi smo imali
takvu jednu to¢nije asparaginsku kiselinu.

*ucenici koji zele vise znati 1 o drugim vrstama elektroforeze mogu saznati i nauciti vise na
dodatnim satima iz kemije
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