GENERALIDADESY APLICACIONES DE LA ELECTROFORESIS

Electroforesis Separacion de especies cargadas
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El movimiento de la moléculatiene una ve ocidad

Velocidad de migracion (V)

!

valor caracteristico de lamolécula y del campo eléctrico

sus unidadescm.S-1

Molécula en medio liquido
VaekE

la Velocidad de migracion aumentara con la subida del campo electrico
generado por una fuente exterior a sistema (Voltage)

Luego V = m X E, donde m es constante



Movilidad electroforética (m) { cm S-1

V cm-1

Relacion entre

VRN

laVelocidad de migracion fuerzadel campo
(cm S1) eléctrico (V cm-1)



Carganeta( Q) es la que determina € signo de la moléecula

1l

movimiento

L a cadena primaria de |las proteinas, esta constituida por amino acidos
unidos por enlaces peptidicos

Enlaces peptidico
O
|
H2N-CH-C-NH-CH-............ CH.COOH

R R
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N-terminal C-termind



Constante de ionizacion de los amino acidos (pK) son dos

/\

grupo amino grupo carboxilico

amino acidos libres



pH
caracteristicas de ionizacion
constituyentes amino acidos

Carganetadelamolécula  depende
(solucion acuosa)

A

A valores bgos de pH

Grupo libre del Ac. Carboxilico seraionizado, € grupo

amina protonado

Proteina con carga positiva



A valores atos de pH

Grupo libre ddl Ac. Carboxilico seraionizado, € grupo
amina no estara protonado

1§

Proteina con carga negativa



Proteina con carga nula

_~COO
R Punto isoel éctrico o pHi

. +

NH3

Estructura de Zwiterion

pH < pHi molécula migrara haciae cétodo (-)

pH > pHi molécula migrara hacia €l anodo (+)



Viscosidad de arrastre es lafriccion delamolécula al
moverse en @ medio

-

o viscosidad del medio
Viscosdad dearrastre ¢ tallay forma molécular (radio)

Para que la Ve ocidad de migracion se mantenga constante

v" viscosidad de medio (h )

v fuerza aplicada sobre € campo e éctrico (E)
v" carga neta de lamolécula (Q)

v tallay forma de la molécula (radio)



La velocidad de migracion en un sistema electroforético es

Inversamente proporcional alaviscosidad del medio
v" Proporcional alafuerza aplicada al campo
v" Proporcional ala carganeta de lamolécula

v" Inversamente proporcional alatalla de la molécula,
forma también tiene este efecto



ELECTROFORESIS

ANALITICA

U

Separacion de compuestos

en diversas mezclas

| dentificacion de los compuestos
separados ?

M étodos opticos
M étodos radio quimicos
M étodos de ensayos biol dgicos

PREPARATIVA

U

Obtencion de las proteinas
o polinucleotidos

Recuperacion de las mismas
para estudios o aplicaciones
deversas



TIPOS DE ELECTROFORESIS

Banda

= Zona

Estado estacionario o fijo - | soel ectrofocalizacion
- |sotocoforesis

Electroforésisde banda
ponen en las celdas

Investigacion sobre proteinas solucion buffer
aplicavoltage

bano termoregulado

Separacion de |as diferentes especies —Métodos quimicos
o biologicos



Electroforésisde Zona

L a separacion se produce a través de zonas nitidas

Se tomara en cuenta: ~ medios de soporte
gradientes de densidad
técnicas de zonalibre

A

Medios de soporte ——medio poroso | papel defiltro
film de acetato de celulosa
- g

A




Gradiente de densidad

columna de gradientes evitalas
corrientes de conveccion

perturban

e

Sol. Glicerol, sacarosa, etilen glicol

!

solubles y no ionizados



Electroforésisen estado estacionario:
Se obtiene un estado estacionario después de la electroforesis

|soelectrofocalizacion —— gradientedepH — { entre el anodo y

ﬁ el catodo

Campo eléctrico

separacion de moleculas cargadas de masa

| sotocoforésis s .
lecular pequenas (drogas y polipéptidos)

Se colocan los componentes cargados, unos detras de las otras de
acuerdo a su movilidad electroforética.



MEDIOS DE SOPORTE USADOS EN ELECTROFORESIS DE ZONA

=IPapel Filtro

Método sencillo y rapido

!

Se usa para la separacion de

— _
—~—

proteinas  oligonucléotidos carbohidratos lipidos



Desventgas.

s el papel esfino, se puede desgarrar con facilidad

s el papel es grueso, las bandas se distorsionan

Se produce interaccion entre las proteinas y 10s grupos
hidroxilos delacelulosadel papdl, por lo tanto lamigracion
se frena

calidad del papel 90% de a de celulosa absorcion de aguay
conductividad eléctrica

efecto eléctro osmdtico anodo - catodo



=/Acetato decdlulosa ——— |se usaen andlisis de fluidos biol 6gicos
| corridas de corto tiempo

@ cantidades pequefas

gran parte de los grupos hidroxil de la celulosa se han esterificado

por acetilacion no hay interaccion con las proteinas
Desventajas.
Puede contener algunos grupos Ac. Carboxilicoy sulfatos

Fen. Eléctro 6smosis



Geles —— son polimeros dered tridimensional —— est. aleatoria

Banado en buffer
No es de tipo granular

Factores que influyen en lamigracion de la muestraen los geles

tallade los poros del gel

resistencia o friccion a éste movimiento . ,
radio de la molécula
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Técnica

Almidon < barata, f&cil

Geles <

rapida

-

poliacrilamidas

agarosa <

-

-

Polimero linea
D galactosay 3,6
anhidrogal actosa

\_ agarosa-poliacrilamidas



Gelesde poliacrilamida

Ventgas

|

la concentracion de poliacrilamida puede
variar sin limites (no amidon)

mejor mangjo del ge

|a adsorcion de proteinas es despreciable



Preparacion de los geles.

Acrilamida+ N,N’ metilenbisacrilamida

iniciador ﬁ catalizador ﬁ

persulfato deamonioode  (enlaces cruzados)
potasio N,N,N",N’ tetrametiletilendiamina
(TEMED)

factor critico paratallade los poros—— relacion agentes enlaces
cruzados Yy la acrilamida



Gelesde poliacrilamida

Electroforésisde disco

9

-

\

*Técnicade ataresolucion

 En corto tiempo

e Minimizaladifusion en las
Zonhas separadas

2 geles

T

gel inferior

gel de separacion

tamizado mol éc.

| 15% piv

gel superior
gel pre-conc

|
|1 2,5% plv



Electroforésisen gl SDS PAGE

*Eliminacion de la carga por complexacion con
detergente anidnico SDS a pH neutro

2 mercapto etanol disociante proteinas destruye
los puentes disulfuros

y €l SDS se une alas cadenas polipéptidicas por
enlaces hidrofobos



Trabajo de laboratorio
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43.000 D
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5ul 5ul 5ul 2 ul



