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Elettroforesi



PESI MOLECOLARI

•Uno dei problemi che si presenta sempre quando si

studiano (bio)polimeri è quello della determinazione del

peso molecolare.

•I polimeri possono essere monodispersi o polidispersi.

•Monodispersi: tutte le catene hanno lo stesso peso 

molecolare (es. proteine).

•Polidispersi: le catene hanno una distribuzione di persi 

molecolari (es. polisaccaridi). In questo caso i valori che si 

danno sono quelli relativi alle medie.
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Distribuzione di pesi molecolari

, gel elettroforesi
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Elettroforesi di biopolimeri
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SDS





La forma di qualsiasi 

proteina è praticamente 

quella di un ellissoide 

allungato e la carica è 

praticamente la stessa:

quindi la separazione 

avviene solo in base al 

peso molecolare.





Il processo di polimerizzazione 

dell’acrilammide avviene per catalisi 

radicalica ed inizia con l’aggiunta di 

ammonio persolfato, (NH4)2S2O8 (iniziatore) 

e della base N,N,N’,N’-tetrametilendiammina

(TEMED, catalizzatore). 

Il TEMED decompone lo ione persolfato 

dando origine al radicale libero · SO4-, che 

innesca la polimerizzazione:



















Running gel                

Stacking gel               





Elettroforesi 

verticale





Nota Bene:











Elettroforesi su piastre di gel in presenza di SDS (SDS-PAGE).













(Isoelectrofocusing IEF)











La seconda dimensione

Dopo l’IEF, il gel viene 
recuperato dal tubo, incubato 
con un tampone contenente SDS 
e quindi viene caricato nel gel 
contenente SDS.

La separazione avviene quindi in 
base alle dimensioni.

Combina le caratteristiche della IEF, nella quale le proteine sono separate in base 
alla loro carica, con quella della SDS-PAGE classica, in cui le proteine sono 
separate in base alla loro massa. 

Tale combinazione consente di disporre di uno dei metodi analitici più sofisticati 
per la separazione di miscele proteiche complesse.







Elettroforesi 2D













ELETTROFORESI CAPILLARE
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ELETTROFORESI CAPILLARE

L’elettroforesi capillare (CE) consiste in una famiglia di tecniche di 
separazione che utilizzano dei capillari in silice fusa per separare sistemi 

complessi di molecole grandi e piccole.

In CE vengono utilizzati alti voltaggi e la separazione è funzione della 
carica e delle dimensioni molecolari.

L’elettroforesi capillare permette 
di limitare i problemi legati allo 

sviluppo di calore

Il calore viene facilmente disperso essendo molto alto il 
rapporto tra la superficie e il volume.



L’elettroforesi capillare è una separazione elettroforetica che avviene in un
capillare di diametro variabile tra 25 e 100 μm.

Strumento
• capillare di silice fusa
• serbatoi separati contenenti due elettrodi
• generatore di voltaggio
• sistema di rivelazione
• sistema di acquisizione dei dati (computer)

Sistemi di rivelazione
• detector UV-vis
• detector a fluorescenza
• detector a conducibilità
• detector elettrochimico
• spettrometri di massa
• detector radioattivo

Elettroforesi Capillare (CE)



In dipendenza del tipo di capillare  e del mezzo solvente, 
l’elettroforesi capillare può articolarsi in più tipi di tecniche.

Effettuare l’elettroforesi in un capillare di piccolo diametro 
permette di utilizzare campi elettrici molto elevati poiché i 

capillari dissipano efficacemente il calore prodotto.  

Aumentare il campo elettrico significa avere 
separazioni molto efficienti e ridurre i tempi di 

separazione.





In conclusione, la CE presenta:



RNA



Elettroforesi del DNA 
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La concentrazione del gel influisce sulla risoluzione e la separazione del 

DNA. 

Per una elettroforesi su gel di agarosio standard, una concentrazione di:

• 0,8% dà una buona separazione e risoluzione di grandi frammenti di DNA 

5-10 kb;

• il 2% dà una buona risoluzione per i piccoli frammenti 0.2-1 kb.

• Il gel 1% è usato spesso per un elettroforesi standard.

Tamponi (buffers)

In generale, il buffer ideale dovrebbe avere una buona conducibilità e  

produrre poco calore, non surriscaldarsi troppo. 

I più usati sono Tris/acetato/EDTA (TAE) e Tris/borato/EDTA (TBE)

Tris(idrossimetil)amminometano

Cloridrato

non mostra effetti inibitori su enzimi





La velocità con cui le varie forme si
muovono tuttavia può cambiare
usando differenti condizioni di
elettroforesi, e la mobilità del DNA
circolare può essere maggiormente
influenzata rispetto al DNA lineare
dalle dimensione dei pori del gel.

La dimensione di un DNA circolare
plasmidico non può essere
accuratamente quantificata
utilizzando marcatori standard, se
non è stato prima linearizzato con
digestione usando enzimi di
restrizione.



La velocità di migrazione dipende poco dalla composizione in 

basi











I più usati sono Tris/acetato/EDTA (TAE) e 

Tris/borato/EDTA (TBE)














