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techniki elektroforetyczne

Parametry pradowe rozdziatu elektroforetycznego

Elektroforez czasteczek DNA/RNA lub biatek zachogtza w porowatym néniku, jakim
moze by zel np. poliakrylamidowy lub agarozowy, ara traktowa jako rozdziat polijonow
pod wptywem pola elektrycznego.

Na casteczlk posiadajca wypadkowy tadunek elektryczny, znajde sie w polu
elektrycznym, dziata sita proporcjonalna do jejuakiu oraz natenia pola elektrycznego.

Fe = g* E, (1)
gdzie: g-tadunek eateczki [C], E- natzenie pola elektrycznego [V/cm].
Im wigkszy jest wypadkowy tadunek elektrycznysteczki i natzenie pola elektrycznego —
tym wigksza jest sita dzialaga na czsteczlk. Szybkad¢ migracji casteczki wzelu jest
wypadkowy sity Fe oraz sit oporéw ruchdrt. Zalezy ona od wihéciwosci czasteczki oraz

otoczenia w ktérym siona znajduje, nazywana jest ruchlieia elektroforetyczna cgsteczki
I 0znaczana jakm.

Natezenie pola elektryczneg&, definiowane jest jako iloraz napia elektrycznegoU
(roznicy potencjatéw) oraz odlegiol pomidzy potencjatamii.

E=UI, (2)
Skd

F= Q*UII, 3
Im wicksze napicie U - tym wicksza sita dziata na egteczk i szybsza jej migracja, i
odwrotnie im wgksza odlegté¢ | pomigdzy potencjatami (elektrodami), tym mniejsze
natzenie pola E i wolniejsza migracjaasteczek.
Dlatego aby zapewé&ioptymalne natzenie pola elektrycznegg w aparatach wkszych, o
wigkszej odlegtéci pomedzy elektrodami zwykle prowadzicselektroforez przy wyzszym
napkciu niz w aparatach matych — o matej odlegliopomidzy elektrodami.
Ciepto Joul'a
Podczas elektroforezy qut wykonuje wzelu prag, ktéra powoduje wzrost temperaturgiu.
Efekt ten zwgksza dyfuz¢ polijondw podczas elektroforezy i dlatego limitwjgycie bardzo

wysokich napi¢ podczas elektroforezy.

Ciepgo Joul'a w — definiujemy jako moc wydzielanw obgtosci podczas elektroforezy
[P/n7]



w =PV, (4)

gdziew - ciepto Joul'a [P/mi], P - moc prdu [W],
V- objetos¢ w ktérej wydzielana jest moc

Poniewa moc to iloczyn nagcia i natzenia padu

P=U*|, (5)
gdzie:U - napkcie [V], | natezenie prdu [A],

a z prawa Ohma
| = UIR, (6)
gdzie:l natzenie pgdu [A], U napiecie prgdu [V] , R — oporzelu [€],
Z réwna (4), (5) i (6) otrzymujemy:
w=U% (R * V), (7)
Ciepto Joul'a jest wic proporcjonalne do kwadratu neqia padu.

Aby nie przegrzazelu i nie doprowadzido denaturacji lub nadmiernej dyfuzji biomolekut
(wzrastagcej wraz z temperatagly — rozmyte pazki - stosuje si podczas elektroforezy
ograniczone napcia.

Dla elektroforezy agarozowej DNA/RNA napie nie powinno przekraczeébV/cm co dla
aparattSUBDNA daje Vlnax= 140 V, a dla aparattUBMINI Vpa= 90 V.

Dla elektroforezy wzelach poliakrylamidowych moc P wydzielana podcZaekteoforezy nie
powinna przekracza5 [W]. Prowadzenie elektroforezy przy #szej mocy w aparatach nie
posiadajcych efektywnego systemu odbierania cieptaenpowodowéa duza dyfuzje bierm
czasteczek (nieostre @rki), nierbwnomiera migracg zwiazam z przegrzewaniem sirodka
zelu (efekt @miechu), utrat roznic konformacyjnych (SSCP) lub w przypadku natywnej
elektroforezy biatek — denaturadjiatek.

Prowadzenie elektroforezy przy niskim nggu redukuje moc wydzielanw zelu — a wgc
obniza ciepto Joul'a i wptywa pozytywnie na jalorozdziatu elektroforetycznego. Wzsizej
temperaturze dyfuzja bierna biomolekut podczas tedékrezy jest mniejsza — giki sa
bardziej ostre. Prowadzenie elektroforezy przyimiskapkciu (matej mocy) wydtaa jednak
proporcjonalnie czas elektroforezy, dlategozgduzalety jest maliwos$¢ schtodzeniazelu
podczas elektroforezy, kipdajp aparaty z chtodzeniensgbmini z chtodzeniem Subdna z
chtodzeniem IEF Vertical 2D, Horizontal Cer, orazDNA Pointer).




Rozdziat elektroforetyczny ze staf moa.

Rozwigzaniem problemu niekontrolowanego przegrzewania &li jest prowadzenie
rozdziatu elektroforetycznego ze stahoa (W=const).

Zasilacze umdiwiajace utrzymywanie stalej mocy podczas rozdziatu edédtetycznego
np. Apelex 1006R automatycznie dobiergnapkcie U w czasie trwania elektroforezy, aby
utrzyma moc W na statym zaprogramowanym poziomie.

Z rowna (2) i (5) wynika

P=U"2/R, (8)
gdzie: P- moc [W], U- naptie [V], R- opor [Q]

Poniewa opdrzelu R zazwyczaj rmie w trakcie elektroforezy, prowadzenie elektrefor
przy statym napiciu prowadzi do niekontrolowanych zmian mocy wytkiej w postaci
ciepta Joul'a, zaprowadzenie elektroforezy przy statej mocy wymkgeekt napicia.

Czas elektroforezy:

Podczas prowadzenia rozdziatu elektroforetycznegostah moa diugas¢ elektroforezy
mierzona w czasie (np. w minutach) nie jest miggdavielkoscia okreslajaca przebieg

elektroforezy ze wzgtu na zmiany napcia U. Parametrem pozwalgym na w sposéb
powtarzalny okréi¢ diugas¢ elektroforezy s woltogodziny. Jest to iloczyn nagtia U oraz

czasu mierzony przez zasilacze posigoiajntegratorVh np.Apelex 1006 P

Vh=U*T, 9)
gdzie: Vh- woltogodziny [V*min], U- naggie [V], T- czas [min.]

Prowadzenie elektroforezy przy statej mocy, oramiao dtugaci jej trwania przy pomocy
woltogodzin, umaliwia prowadzenie rozdziatéw elektroforetycznychaddkteryzujcych se
wysoka jakascia | duza powtarzalnécia.



