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*SCOPO DELLA METODICA

ELETTROFORESI: movimento di particelle dotate di carica che immerse 

in un mezzo conduttore sono indotte a muoversi per effetto di un campo 

elettrico applicato al mezzo stesso.

A COSA SERVE: per distinguere, caratterizzare e identificare 

biomolecole anche in miscele complesse;

Sfruttare la migrazione elettroforetica per «risolvere» le biomolecole 

presenti nel campione in singole frazioni, distinte per la carica o per le 

proprietà strutturali.

APPLICAZIONI NELLA RICERCA BIOMEDICA (livelli di arricchimento in 

fasi di purificazione, caratterizzazione strutturale di miscele complesse). 
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*Quando si applica una differenza di potenziale (V) tra due

elettrodi, si genera un campo elettrico (E), che dipende dalla

distanza tra gli elettrodi (d) verso l'elettrodo di carica

opposta e che induce la mobilità di una molecola di carica

q verso l'elettrodo di carica opposta, imprimendole una

velocità di migrazione (v);

* Le molecole si spostano verso il catodo se hanno carica

positiva e verso l'anodo se hanno carica negative;

*Amminoacidi, peptidi, proteine, nucleotidi ed acidi

nucleici possiedono gruppi ionizzabili e quindi, ad ogni valore

di pH, sono presenti in soluzione come specie elettricamente

cariche e possono essere sottoposti ad elettroforesi.

2



M. Maccarrone, Metodologie biochimiche e biomolecolari, Zanichelli editore 2019 3

MOBILITA’ ELETTROFORETICA:  =  /E

è una proprietà intrinseca di ogni molecola carica dipendente dal 

coefficiente frizionale nel mezzo fluido in cui si realizza l’esperimento:

 = q/f
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FATTORI CHE INFLUENZANO LA MIGRAZIONE 

ELETTROFORETICA

➢ CAMPO ELETTRICO

➢ TEMPERATURA

➢ SUPPORTO

➢ TAMPONE

➢ SPECIE MOLECOLARE
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ELETTROFORESI IN FASE LIQUIDA (O A FRONTE MOBILE)

APPARATO
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FORMAZIONE DEI «FRONTI MOBILI» DETERMINAZIONE DELLA MOBILITA’
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ELETTROFORESI 

ZONALE

SUPPORTI  NON FILTRANTI:

✓ CELLULOSA 

✓ ACETATO DI CELLULOSA

SUPPORTI FILTRANTI:

✓ AGAROSIO

✓ POLIACRILAMMIDE
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GEL FISICO REVERSIBILE: GEL DI AGAROSIO

RETICOLO DI AGAROSIO POLIMERIZZATO

❖ Il gel di agarosio viene ottenuto sciogliendo a

caldo nel tampone quantità variabili di agarosio

(dallo 0,6 al 3% peso/volume). Una volta sciolto e

dopo che ha raggiunto una temperatura moderata

(circa 40 °C),a cui l'agarosio è ancora liquido,

questo viene versato in una camera elettroforetica

e lasciato solidificare.

❖ L'agarosio è un polisaccaride

lineare di unità di agarobiosio

costituite da D-galattosio e 3,6

- anidro-L-galattosio.
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GEL CHIMICO IRREVERSIBILE: GEL DI POLIACRILAMMIDE



M. Maccarrone, Metodologie biochimiche e biomolecolari, Zanichelli editore 2019

11

➢ Il gel di poliacrilammide viene ottenuto mediante polimerizzazione di unità

di acrilammide in presenza di piccole quantità (una parte su 20-30) di N,N'-

metilen-bis-acrilammide, che formando legami crociati tra i polimeri di

acrilammide genera un reticolo gelatinoso;

➢ La polimerizzazione dell'acrilammide è una reazione radicalica a catena,

innescata dal persolfato di ammoni che tende a scindersi spontaneamente

producendo radicali liberi. Per accelerare la formazione di questi radicali liberi,

si include nella miscela di polimerizzazione la base TEMED (N,N,N',N'-

tetrametilendiammina), che catalizza la decomposizione dello ione persolfato;

➢ Il radicale S04- rappresenta la specie efficace (R·) nella catalisi della

polimerizzazione con persolfato. L'attacco radicalico di R·ad una molecola di

acrilammide (M) innesca la polimerizzazione, in quanto genera un radicale

libero della stessa molecola di acrilammide, che attacca una seconda molecola

di acrilammide e così via, formano una catena crescente.
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FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA (IEF)

CREAZIONE DEL 

GRADIENTE DI pH
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FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA (IEF)

MIGRAZIONE DI SPECIE ANFOTERE
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FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA (IEF)

APPARATO E SVILUPPO ELETTROFORETICO
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FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA (IEF)

DETERMINAZIONE DEL pI DELLE PROTEINE
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SDS PAGE E ANALISI DELLE PROTEINE

DENATURAZIONE DELLE 

PROTEINE

l’SDS:

✓ Impedisce le interazioni chimiche

intracatena, responsabili della

struttura tridimensionale e

dell'associazione di più

subunità polipeptidiche in

proteine multimeriche;

✓ Conferisce carica negativa a tutte

le proteine della miscela; l'SDS

si lega con un rapporto

stechiometrico fisso di circa

una molecola di SDS ogni due

amminoacidi proteina.
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SDS PAGE E ANALISI DELLE PROTEINE

COMPOSIZIONE DEL GEL DI POLIACRILAMMIDE
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SDS PAGE E ANALISI DELLE PROTEINE

CARICAMENTO DEL CAMPIONE
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SDS PAGE E ANALISI DELLE PROTEINE

DETERMINAZIONE DEL PESO MOLECOLARE
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L’SDS PAGE viene utilizzata per:

1.Seguire  il corso della purificazione di proteine. Permette di 

evidenziare i  contaminanti  e il  grado di purezza;

2.Determinazione della massa molecolare di catene polipeptidiche;

3.Determinare  la  concentrazione di una proteina  nelle cellule grazie 

ad una colorazione quantitativa o al successivo  Western Blot 

(valutazione comparativa).

LIMITAZIONE

la  potenza generata nel mezzo in cui passa la corrente viene 

dissipata sotto forma di calore, che può avere i  seguenti effetti 

negativi:

➢ Aumento  della  velocità  di  diffusione  dei  campioni  e  degli  ioni  del  

tampone,  che determina  la formazione di bande meno definite;

➢ Comparsa di correnti convettive, che portano al mescolamento dei 

campioni separati;

➢ Denaturazione di quei campioni che sono poco stabili alle alte temperature .
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ELETTROFORESI CAPILLARE

APPARATO
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FORMAZIONE DEI 

«FRONTI MOBILI»

ELETTROFORESI CAPILLARE
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ELETTROFORESI CAPILLARE

PROTIDOGRAMMA DELLE 

PROTEINE SERICHE
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Southern blotting. Identificazione di una sequenza 

specifica di DNA
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➢ Una miscela di frammenti di restrizione viene separata tramite

elettroforesi su gel di agarosio, quindi si denatura il DNA portandolo

nella forma a singola catena e lo si trasferisce su un foglio di

nitrocellulosa per capillarità (“blotting”) I vari frammenti di DNA

mantengono sulla nitrocellulosa le stesse posizioni che avevano nel

gel. Le posizioni possono essere determinate esponendo il foglio a un

filamento di DNA a singola elica di sequenza nota (detta “probe” o

sonda) marcato radioattivamente.

➢ La sonda si lega con un filamento complementare e l’autoradiografia

rivela quindi la posizione dell’insieme ibridato (cioè del complesso

frammento di restrizione-sonda). In questo modo si può identificare un

frammento particolare in mezzo a milioni di altri frammenti.

➢ Questa tecnica molto efficace prende il nome di Southern blotting in

quanto ideata da Edwin Southern. La stessa procedura di analisi può

essere seguita per individuare specifiche sequenze di RNA. La tecnica

di analisi dell’RNA è stata chiamata Northern blotting.

➢ La Western blotting è una tecnica usata per rivelare una particolare

proteina colorandola con uno specifico anticorpo. Southern, Northern

e Western blotting sono noti anche come blotting di DNA, RNA e

proteine.
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APPARATI DELLE 

ELETTROFORESI 

ZONALI

Schema di base:

1. Alimentatore di 

corrente;

2. Camera di migrazione; 

3. Sistema di controllo 

della temperatura

➢ APPARATI A SVILUPPO 

ORIZZONTALE

➢ APPARATI A SVILUPPO 

VERTICALE
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ELETTROFORESI CAPILLARE PER LO STUDIO DI EMOGLOBINOPATIE
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ELETTROTRASFERIMENTO


