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WYKORZYSTANIE ELEKTROFOREZY KAPILARNEJ
W ANALIZIE ZYWNOSCI

Streszczenie

Wysokosprawna elektroforeza kapilarna (CE) jest metoda stosowang do rozdziatu, identyfikacji i ilo-
Sciowego oznaczania wielu zwiazkow w produktach spozywczych. Dzigki swej réznorodnosci techniki
elektroforezy kapilarnej moga by¢ wykorzystywane do oznaczania zawartosci zarowno zwiazkow wielko-
czasteczkowych, np. biatek czy fragmentdéw DNA, jak i drobnoczasteczkowych: aminokwasow, weglo-
wodanow, witamin, flawonoidow, jondw nieorganicznych oraz kwaséw organicznych.

Zastosowanie tej metody w laboratoriach kontroli Zywno$ci moze znacznie utatwi¢ weryfikowanie de-
klarowanego i rzeczywistego sktadu produktow zywnosciowych.

Stowa kluczowe: elektroforeza kapilarna, zywnos$¢

Wprowadzenie

Elektroforeza kapilarna (ang. Capillary Electrophoresis, CE) jest stosunkowo no-
wa metoda analityczng. Zostata wprowadzona do praktyki laboratoryjnej na przetomie
lat 80. 1 90. ubiegtego stulecia i od tego czasu rozwija si¢, znajdujac coraz szersze za-
stosowanie, m.in. w analizie Zzywnosci oraz zanieczyszczen srodowiska, a takze w ba-
daniach biochemicznych, farmaceutycznych i klinicznych. Najszerszy zakres zastoso-
wan CE dotyczy substancji polarnych jonowych i niejonowych oraz niepolarnych
niejonowych. Wykorzystywana jest ona do oznaczania zawartosci weglowodanow,
kwasow nukleinowych, oligonukleotydéw, aminokwaséw, peptyddéw, biatek, lekow,
witamin i jonéw nieorganicznych.

Proces rozdziatu sktadnikow probki przebiega w kwarcowej kapilarze wypehio-
nej roztworem elektrolitu podstawowego (buforem) o okreslonym pH. Najczesciej
stosowane sg kapilary o srednicy wewnetrznej w zakresie od 25 do 100 um i dtugosci
20 do100 cm. Kapilary wraz z elektrodami umieszcza si¢ w naczynkach wypetmionych
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tym samym buforem, ktory znajduje si¢ w kapilarze. W momencie przylozenia wyso-
kiego napigcia czastki obdarzone tadunkiem przemieszczaja si¢ w kierunku elektrod
z 16zna predkoscia. Zastosowanie odpowiedniego systemu detekcji badanych substan-
cji pozwala na rejestracj¢ wynikow analiz w formie elektroforegramu (rys. 1) [2].
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Rys.1.  Schemat uktadu pomiarowego.
Fig. 1. Schematic diagram of the measuring system.
Zrédto/Source: opracowanie whasne / the author’s own study

Techniki elektroforetyczne

Szerokie zastosowanie elektroforezy kapilarnej wynika z wystepowania jej licz-
nych odmian rézniacych sig¢ pod wzgledem procesu rozdzialu oznaczanych substancji.
Ponizej przedstawiono podstawowe techniki.

Kapilarna elektroforeza strefowa

Proces rozdzialu analizowanych zwiazkéw metoda kapilarnej elektroforezy stre-
fowej (ang. Capillary Zone Electrophoresis, CZE) uzalezniony jest od roznicy stosunku
tadunku do masy badanych czasteczek. Rozdzial nastgpuje wewnatrz kwarcowej kapi-
lary, wypemionej odpowiednim elektrolitem pod wplywem przytozonego napigcia.
Powoduje to, ze sktadniki probki rozdzielaja sig¢ poruszajac z r6zna predkoscia w kie-
runku okna detektora. Metoda ta pozwala na rozdzielanie zarowno substancji drobno-,
jak 1 wielkoczasteczkowych, np. weglowodandéw, witamin, peptydoéw, biatek, kwasow
organicznych czy jonow.
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Micelarna chromatografia elektrokinetyczna

Micelarna chromatografia elektrokinetyczna (ang. Micellar Electrokinetic Chro-
matography, MEKC) stosowana jest gtdéwnie do rozdzialu sktadnikow mieszanin, kto-
rych czasteczki sa obdarzone tadunkiem, jak rowniez elektrycznie obojgtnych. W me-
todzie tej do buforu dodaje si¢ srodek powierzchniowo czynny (surfaktant) tworzacy
micele w polarnej cieczy. Micele tworza si¢ po osiagnigciu krytycznego stezenia mice-
larnego (CMC), ktore jest charakterystyczne dla danego surfaktanta. Rozdziat zachodzi
w wyniku podziatu analizowanych sktadnikow migdzy micele (§rodowisko hydrofo-
bowe) i bufor (Srodowisko hydrofilowe) - czasteczki niepolarne wnikaja w micele,
natomiast polarne pozostaja w buforze. Wykorzystujac t¢ technik¢ mozna rozdzieli¢
np.: weglowodany, witaminy, farmaceutyki, aminokwasy, peptydy, oligonukleotydy.

Zelowa elektroforeza kapilarna

W zelowej elektroforezie kapilarnej (ang. Capillary Gel Elektrophoresis, CGE)
rozdziat substancji wielkoczasteczkowych nastgpuje w wyniku réznicy ich wielkosci.
Proces ten przebiega w kapilarze wypelionej Zzelem o odpowiedniej $rednicy porow.
Dzigki CGE mozliwy jest rozdziat kwasow nukleinowych, oligonukleotyddéw, pepty-
dow oraz biatek.

Kapilarne ogniskowanie izoelektryczne

W kapilarnym ogniskowaniu izoelektrycznym (ang. Capillary Isoelectric Focu-
sing, CIEF) sktadniki mieszaniny rozdzielane sa na podstawie réznicy wartosci punk-
tow izoelektrycznych (pI). W kapilarze generowany jest gradient pH, od najnizszego
przy wlocie do najwyzszego przy wylocie kapilary. Po przylozeniu napigcia sktadniki
probki poruszaja si¢ do momentu osiagnigcia strefy pH odpowiadajacej pl danej sub-
stancji. Za pomoca CIEF rozdziela si¢ glownie substancje o wlasciwoscach amfote-
rycznych (aminokwasy, peptydy, biatka).

Technika izotachoforezy kapilarnej

Rozdziat technika izotachoforezy kapilarnej (ang. Capillary Isotachophoresis
CITP) prowadzony jest z zastosowaniem niejednorodnego elektrolitu. Badana prébka
wprowadzana jest do kapilary miedzy dwa bufory: ,,wiodacy” o ruchliwosci jonow
wigkszej niz oznaczane jony probki i ,,konczacy” o ruchliwosci jonu mniejszej niz jony
probki. Po przytozeniu napigcia rozdzielane jony ustawiaja si¢ za buforem ,,wioda-
cym” wedlug malejacej ruchliwo$ci. Wykorzystujac t¢ technike glownie oznacza si¢
jony, peptydy 1 biatka.
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Elektrochromatografia kapilarna

W elektrochromatografii kapilarnej (ang. Capillary Electrochromatography, CEC)
sktadniki jednorodnych mieszanin rozdzielane sa w wyniku ich podziatu pomigdzy
faze stacjonarng i ruchoma. W przypadku analitow obdarzonych tadunkiem wykorzy-
stywana jest rowniez ich ruchliwo$¢ w polu elektrycznym — stad technika ta umozliwia
rozdziat jonow [55].

Praktyczne zastosowanie aparatury do elektroforezy kapilarnej w oznaczaniu
roznych zwigzkow w produktach spozywczych

Wykorzystujac aparaturg do elektroforezy kapilarnej mozliwe jest oznaczanie za-
wartosci roznych zwiazkéw chemicznych o znaczeniu zywieniowym. Wsrod nich sa:
biatka i aminokwasy, wegglowodany, witaminy, flawonoidy, kwasy organiczne i inne.

Biatka i aminokwasy znajdujace si¢ w produktach spozywczych naleza do naj-
wazniejszych sktadnikow odzywczych zywnos$ci. Za pomoca elektroforezy kapilarnej
powszechnie oznacza si¢ frakcje biatkowe mleka krowiego, koziego i owczego
(B-laktoglobuling A, B-laktoglobuling B, a-laktoalbuming, albuminy i immunoglobuli-
ny G) [13, 43]. Stosujac t¢ technik¢ mozna stwierdzi¢, czy $§wieze mleko zawierato
dodatek mleka w proszku [31]. Natomiast okreslajac ilo$¢ kazeiny i biatek serwatko-
wych w mleku krowim mozna na tej podstawie stwierdzi¢ obecno$¢ mleka innego
gatunku, np. koziego [49].

Przy uzyciu metody elektroforezy kapilarnej mozliwe jest rowniez oznaczanie
biatek w jajach kurzych, np. albuminy i lizozymu [11]. Bietz i Schmalzried [6], stosu-
jac kapilarng elektroforeze strefowa, oznaczyli gliadyny w trzech réznych gatunkach
pszenicy hodowlanej. Najlepszy rozdzial uzyskali z wykorzystaniem kapilary o $redni-
cy 50 um i dhugosci 57 cm, natomiast jako bufor rozdzielajacy uzyli 60 mM bufor
boranowy o pH 9, ktory dodatkowo zawieral 20 % acetonitrylu i 1 % SDS. Detekcje
analizowanych sktadnikéw prowadzono przy uzyciu detektora spektrofotometryczne-
g0, stosujac dlugos¢ fali 200 nm.

Na podstawie oznaczenia zawarto$ci bialek w orzeszkach ziemnych mozna
stwierdzi¢ czy sa one juz dojrzate i nadaja si¢ do spozycia [12]. Lookhart i Bean [39]
wykorzystali metod¢ CZE do oznaczania zawartosci bialek w pszenicy, zycie, owsie,
jeczmieniu i ryzu. Najlepsze wyniki uzyskano, stosujac kwarcowsq kapilarg o $rednicy
50 um, jako buforu rozdzielajacego uzyto 50 mM kwasu iminodioctowego z dodat-
kiem 20 % acetonitrylu i 0,05 % HPMC. Rozdzial prowadzono w temp. 45 °C, a de-
tekcje spektrofotometryczna przy dtugosci fali 200 nm.

Stosujac metode elektroforezy kapilarnej, mozliwe jest ponadto oznaczanie za-
warto$ci aminokwasOw w napojach, takich jak: soki [33], piwo [15] czy wino [42].
Przyktadowo, w soku pomaranczowym oznaczono zawartos¢ aminokwaséw (argining,
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alaning, seryng, asparaging, tryptofan, kwas glutaminowy, fenyloalaning, tyrozyng
i proling). Rozdzial przeprowadzono w buforze fosforanowym o pH 2,3, a detekcje
spektrofotometryczna wykonano przy dtugosci fali 185 nm [45].

Weglowodany (monosacharydy, oligosacharydy i polisacharydy) jako sktadniki
zywnosci odgrywaja wazng rolg fizjologiczna, przede wszystkim energetyczng, w pra-
widlowym funkcjonowaniu organizméw zywych. Elektroforez¢ kapilarna wykorzysta-
no migdzy innymi do oznaczania zawartosci oligocukréw w ekstrakcie z zielonego
groszku (sacharoza, rafinoza, stachioza, werbaskoza i ajugoza) [3], napojach (glukoza
i fruktoza) [14], sokach owocowych (sacharoza, glukoza i fruktoza) [52].

Techniki elektroforezy kapilarnej sa takze bardzo czgsto wykorzystywane
do oznaczania zawarto$ci witamin rozpuszczalnych w wodzie z grupy B oraz witaminy
C, jak rowniez nierozpuszczalnych w wodzie (A, D, E, K) w réznych produktach spo-
zywcezych, np. w sokach owocowych [46], drozdzach [54], owocach i warzywach [50,
20], platkach zbozowych oraz w migsie [53]. Metodami elektroforezy kapilarnej
z dobrym rezultatem okresla si¢ zawarto$¢ witamin rozpuszczalnych w thuszczach (a-,
v-, 0- tokoferol, retinol i witamina D;) oraz witamin rozpuszczalnych w wodzie (wita-
miny By, B,, B;, Bs, C, By, P, B4 1 kwas nikotynowy) w tabletkach multiwitamino-
wych [37, 8, 18, 26, 4]. W przypadku witamin rozpuszczalnych w wodzie najlepsze
rezultaty uzyskano, uzywajac kwarcowej kapilary o srednicy 50 pm i dlugosci 48,5 cm
oraz buforu boranowego o pH 8.5, a detekcje spektrofotometryczng wykonujac przy
dlugosci fali 225 nm [18].

Kolejna mozliwoscia jest zastosowanie CE do rozdziatu i ilo§ciowego oznaczania
flawonoidoéw. Zwiazki te sa najliczniejsza podgrupa polifenoli wystgpujacych w zyw-
nosci i charakteryzuja si¢ wysokim potencjatem przeciwutleniajacym. W dostgpne;j
literaturze podano wiele przyktadow z zakresu identyfikacji flawonoidow, m.in. w
rzepaku, gorczycy, brokutach [7], trzcinie cukrowej [16], owocach Crataegus pinnati-
fida [38].

Cao 1 wsp. [9] wykorzystali elektroforeze kapilarna z elektrochemiczna detekcja
(CE-ED) do oznaczenia takich flawonoidow, jak: epikatecholina, katecholina, rutyna,
apigenina, luteolina i kwercetyna, m.in. w ekstrakcie z milorzgbu dwuklapowego
(Ginkgo biloba L.). Rozdzial przeprowadzono w kwarcowej kapilarze o $rednicy 25
um, buforem rozdzielajacym byt bufor boranowy o pH 9,0. Natomiast Delgado i wsp.
[16] oznaczyli zawarto$¢ szeregu flawonoidéw w miodzie metoda micelarnej chroma-
tografii elektrokinetycznej (takich jak: eryodoctyol, naringina, hesperytyna, pinobanki-
na, pinocembryna, mircetyna, kwercetyna, kamferol, luteolina, apigenina, chryzyna,
galangina, genkwanina, tectochryzyna). Do rozdzialu wykorzystano kapilary o sredni-
cy 50 um, bufor boranowy o pH 8,5, a detekcje spektrofotometryczna wykonywano
przy dtugosci fali 340 nm. Stosujac metode kapilarnej elektroforezy strefowej istnieje
rowniez mozliwos$¢ analizy flawonoidéw (pinocembryny, chryzyny, galanginy) i kwa-
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sow fenolowych w propolisie (kwasu 3,4-dimetoksycynamonowego, kwasu p-
kumarowego, kwasu cynamonowego, kwasu benzoesowego, p-hydroksybenzoesanu
metylu, p-hydroksybenzoesanu propylu) [10, 24]. Peng i wsp. [47], wykorzystujac
elektroforezg kapilarng z elektrochemiczng detekcja, oznaczyli izoflawonoidy (daidze-
ing, genisteing) w produktach sojowych. Najlepszy rozdzial uzyskano uzywajac kapila-
ry o $rednicy 25 pm i dtugosci 70 cm oraz 100 mM bufor boranowy o pH 11,0.

Za pomoca techniki elektroforezy kapilarnej prowadzona jest analiza zawarto$ci
jonow, np. w sokach owocowych [48] oraz azotanéw (III i V) w warzywach [27, 40].
Fukushi i wsp. [19], stosujac technike¢ strefowej elektroforezy kapilarnej, oznaczyli
zawarto$¢ kationow wapnia w warzywach. Jony wapnia wyekstrahowano z rozdrob-
nionych kawatkow warzyw gotowanych przez 20 min w wodzie, ktora nastgpnie prze-
filtrowano przez 0,45 pm saczek, a detekcje jonow Ca”" wykonano spektrofotome-
trycznie przy dlugosci fali 200 nm. Istnieje takze mozliwo$¢ rownoczesnego
oznaczenia aniondéw organicznych i nieorganicznych w winie i piwie [28, 44]. Kuban i
Karlberg [34] opracowali metode, ktora umozliwia jednoczesne oznaczanie zawartosci
kationéw 1 aniond6w w mleku. Ponadto analizy wykonywane metoda elektroforezy
kapilarnej umozliwiaja kontrole ilosciowa i jakosciowa aniondow oraz kationdéw w wo-
dzie. Metoda ta pozwala m.in. na ustalenie autentycznego sktadu jonéw (CI', SO,
NO5, COs™, Na', K*, Ca®" i Mg™), ktérych zawarto§¢ zostata podana na etykietach
butelek wody mineralnej [36, 41]. W celu sprawdzenia przydatnosci do spozycia wody
wodociagowej, czgsto wykonywane jest oznaczenie zawarto$ci nastgpujacych jonow:
Na“, K', Ca*", Mg*", CO;™, F, PO,”, CI', SO,*, NO; [43, 45]. Jony wapnia i magnezu
byly oznaczane metoda kapilarnej elektroforezy strefowej w mace pszennej. Ekstrakt
jonow otrzymano przez rozpuszczenie maki w buforze zawierajacym EDTA lub EGTA
i pigciominutowe odwirowanie. Catkowity czas analizy wynosit 25 min, a ilo$¢ uzytej
probki wynosita zaledwie 1 pl [29].

Dzigki zastosowaniu technik elektroforezy kapilarnej oznaczano zawarto$¢ kwa-
sow organicznych w produktach spozywczych. Kenney [32] opisat rozdziat licznych
kwasow organicznych w réznych sokach, np. w sokach jabtkowych (kwas jabtkowy,
octowy i mlekowy), sokach pomidorowych (kwas cytrynowy, jabtkowy, octowy i mle-
kowy). Najlepszy rozdziat kwaséw uzyskano stosujac bufor o pH 7,0, natomiast po-
miar byl wykonany przy dtugosci fali 254 nm.

Trevaski i wsp. [51] okre§lili zawarto§¢ kwasu szczawiowego w warzywach. Do
rozdziatu jako elektrolitu uzyto buforu o pH 8,7-9,2 (10 mM chromian, 10 % meta-
nol). Natomiast Kandl i Kupina [30] opracowali metode oznaczania zawartosci kwa-
sow: kwasu cytrynowego, winowego, jabtkowego, bursztynowego, octowego i mleko-
wego w winie 1 soku z winogron. De Vries i wsp. [17], analizujac probki piwa,
okreslili zawarto$¢ kwasow: jabtkowego, cytrynowego, bursztynowego, pirogronowe-
go, octowego i mlekowego. Najlepszy rozdziat uzyskano z zastosowaniem buforu pod-
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stawowego o pH 5,5. Wykorzystujac technikg strefowej elektroforezy kapilarnej, Horie
i wsp. [25] oznaczyli zawarto$¢ kwasow organicznych (kwasu glukonowego, askorbi-
nowego, cytrynowego, jabtkowego, asparaginowego) w naparach herbaty. W trakcie
produkcji soku z korzenia cykorii 1 buraka okreslano zawarto$¢ kwasu: mrowkowego,
bursztynowego, winowego, jabtkowego, octowego, mlekowego i cytrynowego [30],
natomiast w sosie sojowym oznaczono kwas cytrynowy, winowy, octowy, mlekowy
i mastowy [35]. Ackermans i wsp. [1] oznaczyli w r6znych rodzajach chleba zawarto$¢
kwasu propionowego, jako elektrolitu, stosujac 51 10 mM Tris w zakresie pH 4,2-8,0.

Warto doda¢, ze elektroforeza kapilarna jest dobrym narzedziem analitycznym
wykorzystywanym w badaniu biologicznych makromolekul, takich jak kwasy nukle-
inowe, dzigki czemu istnieje mozliwos¢ sprawdzenia, czy sprzedawane produkty spo-
zywcze zostaly wytworzone z materiatu roslinnego zmodyfikowanego genetycznie
(GMO). Garcia-Canas 1 wsp. [22, 21] opublikowali metodg, w ktorej uzyskali dobry
rozdziat fragmentoéw DNA (80-1000 par zasad). Uzyli kwarcowej kapilary oraz buforu
Tris—fosforan-EDTA o pH 7,3, ktory zawieral 2-hydroksyetylen celulozy. Dzigki tej
technice mozliwe jest wykrycie sktadnikow genetycznie zmodyfikowanej kukurydzy w
mace. Pomiary wykonano przy uzyciu detektora UV i LIF. Giovannoli i wsp. [23]
opracowali metod¢ umozliwiajaca okreslenie, czy maka sojowa i kukurydziana pocho-
dzily z ziaren roslin zmodyfikowanych genetycznie. Do rozdziatu fragmentow DNA
uzyli kapilary pokrytej hydroksypropylem celulozy. Bufor separacyjny w tym rozdzia-
le zawierat Tris, kwas fosforowy(V), EDTA oraz 2-hydroksyetylen celulozy. Do analiz
porownawczych uzyto produktéw PCR niezmodyfikowanej genetycznie soi i kukury-
dzy (material wzorcowy) i maki, ktora zawierata 1 % sekwencji transgenicznego DNA.
Stosujac t¢ metode rozdzialu mozliwe jest wykrycie endogennych i transgenicznych
produktéw PCR sekwencji DNA.

Podsumowanie

Wysokosprawna technika elektroforezy kapilarnej jest metoda ciagle rozwijajaca
si¢. Czgsto uwazana jest za alternatywna i komplementarna w stosunku do powszech-
nie stosowanych metod analitycznych, takich jak wysokosprawna chromatografia cie-
czowa (HPLC) czy chromatografia gazowa (GC). Stosowanie technik elektroforezy
kapilarnej umozliwia wykonanie oznaczen zawartos$ci substancji o podobnych struktu-
rach. Coraz czgsciej wykorzystuje si¢ t¢ metode do kontroli procesu technologicznego
oraz do identyfikacji wielu zwiazkow znajdujacych si¢ w produktach zywnosciowych.

Techniki elektroforetyczne charakteryzuja si¢ wicloma zaletami. Jako podstawo-
we mozna wymieni¢: niewielkie zuzycie probki oraz male ilosci elektrolitow, wysoki
potencjat rozdzielczy, a takze krotki czas analizy.
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APPLICATION OF CAPILLARY ELECTROPHORESIS IN THE ANALYSIS
OF FOOD PRODUCTS

Summary

The highly efficient Capillary Electrophoresis (CE) is a method used for the separation, identification,
and quantitative analysis of many compounds contained in food products. Owing to the diversity of tech-
niques offered by CE, this method can be used to determine contents of both the high-molecular com-
pounds, such as proteins or DNA fragments, and the low-molecular compounds: amino acids, carbohy-
drates, vitamins, flavonoids, inorganic ions, and organic acids.

The use of this method and its techniques in food control laboratories can essentially facilitate the veri-
fication of the declared and real composition of food products.

Key words: capillary electrophoresis, food
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