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ZBIGNIEW BURSKI, EWA GRUDZINSKA

ZASTOSOWANIE ELEKTROFOREZY DO ANALIZY SPOIW

Jednym z probleméw analiz dokonywanych w celu
ustalenia prawidlowej technologii konserwacji zabytko-
wych dziel malarstwa jest okreSlenie spoiw. Czulos¢
i rzetelno$¢ klasycznych metod fizykochemicznych,
wymagajac pobrania z obiektu stosunkowo duzych
iloSci materiatu do analizy?, doprowadzaja do kolizji
interesébw konserwatora i analityka. Z tego wzgledu
autorzy niniejszego komunikatu podjeli prébe znalezienia
kompromisu migdzy konieczna destrukcja malarstwa
a pelnym obrazem analitycznym poprzez sprawdzenie
przydatnos$ci w konserwacji zabytkow analizy elektro-
foretyczne;j.

Wiemy, Ze spoxwa malarskie w technikach tradycyjnych
dzielg si¢ na?

1) roztwarzalne w wodzie

— weglowodany (gumy, kleiki skrobiowe, dekstryna),
— bialka (kleje skorne, kostne, rybie, Zelatyna, albumina
jajka, albumina z krwi, witelina i lecytyna z Zo6ltka jajka
kurzego, kazeina),

2) nieroztwarzalne w wodzie

— oleje schnace (Iniany, makowy, stonecznikowy i orze-
chowy),

— woski (pszczeli, karnauba),

— zywice (kalafonia, mastyks,’damara, kopal, sandarak,
gumigutta, terpentyna wenecka, olej terpentynowy,
balsam kopaiwa, balsam elemi).

Sposréd wymienionych spoiw, ze wzgledu na wlasnosci
fizyczne, idealnie nadawaly si¢ do identyfikacji za pomoca
elektroforezy® spoiwa bialkowe. One tez staly si¢
obiektem badan autoréw.

Bialka roélinne i zwierzgce, bedac zwiazkami o duzym
cigzarze czasteczkowym (wigkszym od 10 000), zastoso-
wane jako substancje klejace w postaci wodnych roztwo-
row koloidalnych o pH réznym od punktu izoelektrycz-
nego maja elektryczny ladunek dodatni lub ujemny.
Czasteczki takie (obdarzone tadunkiem) zaczynaja migro-
waé, gdy wodny ich roztwor umiescimy w polu elektrycz-
nym. Réznica w szybkosciach migracji stwarza mozliwosé
rozdzielania konglomeratow bialek na poszczegélne
indywidua. Dodatkowym czynnikiem rozdzielajacym
bialka moga by¢ Zele organiczne, wytwarzane w roztwo-
rach wodnych rozdzielanych biatek przed umieszczeniem
ich w polu elektrycznym. Zele te dzialaja jako tzw. sito
molekularne.

' J. Lehmann, Chemia malarstwa i jego konserwacji, ,,Biblio-
teka Muzealnictwa i Ochrony Zabytkéw™’, seria B, Warszawa 1974.
2 J.Hoplinski, Farbyispoiwa malarskie, ,,Ossolineum”’, 1959.
3 WL Ostrowski, Elektroforeza w badaniach chemicznych
i klinicznych, PWN, Warszawa 1970,

* R. Chu, Identification of Commercially Used Fish Found in the
Pacific by Disk Electrophoresis, ,,J. Ass. Offic. Agr. Chem.”, 51,
1968, s. 743; Y.B. Lee D.A. Ricandsrud, E.C. Hag-
berg, E.I. Briskey, Quantitative Determination of Soybean
Protein in Fresh and Cooked Meat-Soy Blends, ,,J. of Food Sci.”,
40,1975,5.380; Y.B. Lee, D.A.Ricandsrud, E.C.Hag-
berg, R.H. Forsythe, Detection of Various Nonmeat
Extenders in Meat Produets, ,,J. of Food Sci.”’, 41, 1976, s. 589;
E. Spell, Die Elektrophoretische Unterscheidung Verschiedener

Doswiadczenia przeprowadzone przez autordw niniej-
szego komunikatu wykonane zostaly na zelu poliakryla-
midowym* (po wyeliminowaniu zelu agarowego?®,* skro-
biowego® i folii polioctanowych’ jako gorszych) z dodat-
kiem soli sodowej siarczanu dodecylu. Obecnosé soli
powodowala otaczanie si¢ czasteczek polipeptyddw
otoczka anionu siarczanu. Na skutek tworzacej sie
w efekcie otoczki fadunku ujemnego nastgpowala zmiana
wlasnosci elektrycznych analizowanych biatek. Przy-
lozony potencjat elektryczny ok. 100 V przy I, = 1 mA
i I, = 2mA powodowal wegdréwke ujemnie naladowa-
nych czasteczek w kierunku anody, a rozdzielane biatka
tworzyly wtedy migrujace strefy, ktére uwidaczniane
byly poprzez zabarwienie ich barwnikiem bialkowym
(np. bigkitem bromofenolowym).

Wyzej opisana metoda wykonano préby rozdziatu
bialek nastgpujacych spoiw: kleju skérnego, kleju rybiego
(jesiotrowego), biatka jajka kurzego, z6ttka jajka kurzego,
zelatyny, kleju z platkdw owsianych i z maki zytniej®.
Uzyskane elektroforegramy spoiw znacznie roznily. sig
miedzy soba. Obrazy te zawieraly frakcje biatkowe
o réznych Ry i intensywnosci (steZzeniu), co umozliwiato
identyfikacje poszczegdlnych spoiw (patrz tabela). Wy-
jatkiem byly: klej skorny i Zelatyna, ktdre ze wzgledu na
to, ze wyjsciowe biatko do ich produkcji stanowit kolagen
z ssakéw, roznily sig migdzy soba bardzo nieznacznie.
Kolejnym etapem eksperymentu bylo zbadanie wplywu
takich czynnikéw, jak promieniowanie UV, tlen i tempe-
ratura na spoiwa, a w rezultacie na elektroforegramy
tych bialek. Roztwory wodne czystych kiejéw poddano
dzialaniu O, i UV w temperaturze + 25°C w okresach
czasowych od 0,5 do 50h (osobno UV, osobno O,
i razem UV+4-0,). W wyniku tych dzialan uzyskane
zostaly nastepujace rezultaty:

— elektroforegramy poréwnywane dia tych samych
spoiw zawieraly nieznaczne zmiany w stosunku do
wzorca, co nie zmienilo mozliwosci identyfikacyjnych
poszczegolnych indywidudw;

— wystarczajch iloScia probki spoiwa jest masa 50 mg
(przy osiagnigciu wprawy w wykonaniu analizy ilos¢ ta
moze ulec zmniejszeniu do ok. 20 mg, gdyz minimalne
stezenie biatka nie moze by¢ mniejsze niz 4 mg/cm3;
w czasie pelnej analizy zuzywa si¢ ok. 5 cm® roztworu).
Wyniki do$wiadczen wskazuja wigc na to, zc metoda
analizy spoiw bialkowych za pomoca elektroforezy jest

Fleischarten, ,,Die Fleischwirtschaft’’, 54, 1974, s. 533; E. Spell,
Nachweis von Milcheiweiss und Sojaeiweiss in Fleischerzeugnissen
mit Hilf der Vertikalen Flochdisk-elektrophorese, ,,Die Fleisch-
wirtschaft”, 52, 1972, s. 1451.

S W.S. Hill, R.J. Learson, J.P. Lane, Identification of
Fish Species by Agar Gel Electrophoresis, ,,J. Ass. Offic. Agr.
Chem.”, 49, 1966, s. 1245.

¢ R.R. Thompson, Species Identification by Starch Gel Zone
Electrophoresis of Protein Extracts. I. Fish, ,,J. Ass. Offic. Agr.
Chem.”,

7 J.Kohn, A New Supporting Medium for Zone Electrophoresis,
,,Biochem. J.”’, 65, 1957, s. 9.

8 W chwili oddania materialu do druku na ukoriczeniu byly préby
z kazeina, albuming bydlgca i hemoglobing.

201



Tabela. Srednie warto$ci R}
Table, Mean Values of R,

Klej Zela- Klej | Biatko | Zoltko| Platki | Maka
skorny | tyna | jesiot- | jajka jajka |owsiane| 2ytnia
rowy
- i
0,04 | 004 | 003 | 0065| 004 | 058 | 0,26
0,12 0,11 0,14 0,24 0,13 0,64 0,32
048 | o416 | 0,19 | 038 | 016 | 0,88 | 0,41
020 | 018 | 022 | 046 | 024 | 090 | 0,63
0,25 0,21 0,23 0,51 0,30 0,77
0,28 0,25 0,27 0,65 0,35
0,32 0,29 0,30 0,76 0,44
0,35 0,33 0,33 0,55
0,37 0,39 0,37 0,66
0,41 0,45 0,42
0,48 0,50 0,52 ]

przydatna do celéw konserwatorskich. Oczywiscie ma
ona swoje mankamenty, z ktorych najwazniejszym jest
stosunkowo duza pracochlonno$é. Jednakze z drugiej
strony patrzac na to zagadnienie, w wypadku konser-
wacji obiektu o szczegéOlnie duzej wartosci ten manka-
ment staje si¢ zaletg, gdyZz gwarantuje pewno$¢ analizy.
W wypadku wdrazania elektroforezy jako metody
analitycznej trzeba jeszcze pamigta¢ o tym, Ze nalezy
wykona¢é atlas wzorcow elektroforegraméw dla kazdego
aparatu do elektroforezy (w celu uzyskania poréwny-
walnych warunkow).

OPIS METODY
1. Przygotowanie prébek

50 mg biatka (spoiwa) ekstrahowano 3,5 cm? roztworu
zawierajacego 0,0625m Tris-HCl (pH = 6,8), 3% SDS
i 19 beta-merkapto-etanolu. Zawiesing ogrzewano w go-
tujacej si¢ wodzie przez 15 minut, po czym odwirowano
przy 6 tys. obr./min. w temperaturze pokojowej. Przesacz
zatrzymano, a pozostalos¢ ekstrahowano jeszcze dwu-
krotnie. Po odwirowaniu uzupelniono do ostatecznej
objetosci 10 cm3, '

2. Przygotowanie zelu i przeprowadzenie elektrolizy

Catkowity Zel sklada si¢ z dwoch partii (gérny zel i dolny
rozdzielajacy).

Do 14 rurek przygotowano 10-procentowy roztwor
akrylamidu, skladajacy si¢ z 18 cm3 roztworu akrylamidu
(22,2g akrylamidu, 0,9g metyleno-bis-akrylamidu w 100cm3
roztworu), 10cm? 1,5-molowego buforu Tris-HCl, zawiera-
jacego 0,4% SDS (pH = 8,8), 1cm3 roztworu nadsiarczanu
amonu (10 mg rozpuszczano w 1 c¢cm® wody), 11 cm?®
wody i 0,03 cm® TEMED (N,N,N’,N’ — tetrametylene-
diamine). 7 cm® zelu wprowadzono do 14 tubek o $red-
nicy 5 mm. Po calkowitej polimeryzacji Zelu rozdzielaja-

" cego wprowadzono 0,25 cm?® Zelu goérnego. Zel gérny

(3-procentowy akrylamid) ; przygotowywano przez mie-
szanie 0,66cm3 roztworu akrylamidu, 1,25cm?® 0,5 M Tris-
HCI (pH = 6,8), 0,4%, SDS, 0,1 cm? nadsiarczanu amonu
(10 mg w 1 cm?® wody), 3 cm® wody, 0,01 cm® TEMED.
Po catkowitej polimeryzacji Zelu do tubek wprowadzono
10 pl prébki, 10 pl bigkitu bromofenolowego (0,05%)
i 10 pl 8 M mocznika. Kolumny z Zelami umieszczano
w buforze skladajacym si¢ z 0,025 M Tris, 0,192 M glicyny
i 0,1% SDS.
Elektroforeza byla prowadzona przy natgZeniu pradu
1 mA na tubke do chwili dojécia bigkitu bromofenolo-
wego do Zelu rozdzielajacego (ok. 50 minut). Nastgpnie
przy natezeniu pradu 2 mA na tubke¢ do momentu
dojscia blgkitu bromofenolowego do korica zelu (ok.
4,5h). Po elektroforezie Zele wyjmowano z tubek,
barwiono 1,5h roztworem Brillant Comassie Blue
(0,49 blekitu, 509, metanolu, 9,29 kwasu octowego).
Do wybarwiania stosowano roztwér 509, metanolu
i 9,2% kwasu octowego przez noc, a nastgpnie roztwor
7,5% kwasu octowego i 5%, metanolu.
Po calkowitym wybarwieniu wykonano denzytometryczne
wykresy.
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THE USE OF ELECTROPHORESIS IN THE ANALYSIS OF BINDING AGENTS

The authors of the present work have carried out studies on the
use of disc electrophoresis on polyacrylamid gel to analyze protein
binders. Standard electrophoregrams were made of seven binders
(hide glue, gelatine, sturgeon glue, egg white, egg yolk, glue from
oats and from rye flour). The proteins were then subjected to aging
by means of UV radiation, oxygen and temperature. The results
obtained have shown the usefulness of the examined method as
a way of identifying protein binders. The only identification problem
was to differentiate hide glue from gelatine, although this difficulty
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was due to the fact that an initial protein was collagen from ma-
mmals.

In the majority of cases, disc electrophoresis on polyacrylamid gel
has been found very useful. One of the biggest advantages of that
method is the confidence in identification and small quantities of
samples necessary to make the analysis (from 20 to 50 mg of protein).
It may be believed that this method shall become acompromise
between the interests of conservators and of analytical chemists.



