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?wiczenie polega?o na wykonaniu ?eli, przygotowaniu próbek, 
umieszczeniu próbek w odpowiednich do?eczkach w ?elach oraz 
przeprowadzeniu elektroforezy. Przygotowane ?ele sk?ada?y si? z 2 
warstw: górnej - zag?szczaj?cej oraz dolnej - separuj?cej. Przygotowano 
?ele w 2 st??eniach: 8% i 15%. 

?el powstaje w wyniku polimeryzacji akrylamidu, tworz?c sie? 
elastycznych ?a?cuchów polimerowych, w którym migruj? 
makromoleku?y w polu elektrycznym. To w?a?nie ta cecha pozwala na 
przeprowadzenie rozdzia?u molekó? na d?ugo?ci ?elu separuj?cego.

Próbkami przygotowanymi na potrzeby do?wiadczenia by?y 
mieszaniny wody i bia?ek: albuminy, proteazy, kazeiny oraz trypsyny. 
W przypadku albuminy by?y to roztwory. W przypadku kazeiny z racji 
na to ?e jest substancj? trudno rozpuszczaln? w wodzie mo?na mówi o 
zawiesinie. Roztwory te zosta?y przygotowane w ró?nych st??eniach. 
Przygotowane zosta?y równie? mieszanki 2 ró?nych bia?ek z wod?. 
Denaturacj? bia?ka przeprowadzono poprzez trzymanie ependorfów 
wype?nionych próbkami przez 15 minut w gor?cej wodzie. Nast?pnie za 
pomoc? pipety próbki roztworów umieszczono w do?eczkach, które 
powsta?y w warstwie zag?szczaj?cej ?elu po uprzednim w?o?eniu do 
niego grzebienia.

Caption

F = qE  
 Gdzie:  E - pole elektryczne.  

Cz?steczka, na któr? dzia?a si?a z pocz?tku 
przez moment porusza si? ruchem 
przyspieszonym. W chwili gdy si?a oporu b?dzie 
równa sile elektrostatycznej, wtedy obie si?y b?d? 
si? równowa?y?, a cz?steczka zacznie porusza? si? 
ruchem jednostajnym prostoliniowym. Warto?? 
si?y oporu   zmienia si? zgodnie z prawem 
Stokes'a: 

F =  -6?rnv
Gdzie:  r - promie? cz?steczki,  n  - lepko?? ,  v - 
pr?dko?? cz?steczki 

W momencie, w którym obie si?y si? równowa?? zachodzi równo??, z 
której wydzieli? mo?na czynnik U, zwany ruchliwo?ci? elektroforetyczn?: 

U = q/ 6?rn
W wykonanym ?wiczeniu przeprowadzono elektroforez? bia?ek. Bia?ka 

s? podstawowymi sk?adnikami pe?ni?cymi ró?ne role w funkcjonowaniu 
organizmów ?ywych. Aby wykona? elektroforez? ze wzgl?du na mas? 
konieczne jest zastosowanie denaturacji bia?ka. Polega ona na rozerwaniu 
s?abych wi?za? struktur, nie niszcz?c jednocze?nie struktury 
pierwszorz?dowej (wi?za? peptydowych). W wyniku tego bia?ko 
przypomina ni?, dla którego si?a lepko?ci jest niezale?na od d?ugo?ci 
?a?cucha, ani od aminokwasów w nim wyst?puj?cych. 

Analiza otrzymanych wyników 
(?eli) polega?a na wyznaczeniu 
ruchliwo?ci elektroforetycznej U to 
znaczy, oznaczono jak? odleg?o?c 
pokona?y frakcje bia?ka. 
Oznaczenie to jest mo?liwe 
poniewa?, po uprzednim 
wybarwieniu próbek barwnikiem 
Coomassie Blue mo?na by?o 
obserwowa? ró?n? odleg?o?? jak? 
przeby?y kolejne frakcje bia?ka w 
stosunku do "czo?a" elektroforezy. 
Dzi?ki temu mo?na go?ym okiem 
zobaczy? na ?elach ró?nic? 
ruchliwo?ci dla ró?nych frakcji. W 
ostatniej kolumnie po prawej 
(zdj?cie z lewej) jako badana 
próbka umieszczony by? standard 
bia?kowy. 
Nast?pnie wykonano wykres 
krzywej kalibracyjnej w oparciu o 
wyznaczone wyniki oraz o u?yty 
standard. Na podstawie tej krzywej 
wyznaczono masy MW badanych 
bia?ek korzystaj?c ze wzoru:

ln(MW) = Rf * a + b
Gdzie: Rf - odleg?o?? wzgl?dna, a i 
b - wspó?. regresji liniowej

Schemat przedstawiaj?cy w jaki sposób u?yto przygotowanych ?eli. Rysunek 
przedstawia rozmieszczenie ?eli w okienkach do elektroforezy.

Zdj?cie ?elu po wykonaniu elektroforezy 
wraz z naniesionymi oznaczeniami frakcji 
bia?ek.

Wykres przedstawiaj?cy krzyw? kalibracyjn?  
dla badanego ?elu.

Wykres analizy densytometrycznej  - zobrazowanie jaka ilo?c bia?ka znajduje si? w 
danym pa?mie dla standardu bia?kowego.

Przeprowadzenie elektroforezy umo?liwi?o rozpoznanie i rozdzielenie 
ró?nych frakcji bia?ek znajduj?cych si? w próbkach. Zabrudzenia i smugi 
widoczne na wykonanym zdj?ciu ?elu prawdopodobnie wynikaj? z 
zanieczyszcze? znajduj?cych si? w bia?kach. 2 ciemniejsze pasma na 
zdj?ciu pokazuj? ?e u?ycie wy?szych st??e? badanych próbek powoduje 
powstanie intensywnego t?a. Wi?kszo?? wyników jest zbli?ona do 
wyników dla roztworu albuminy co sugeruje ?e to bia?ko daje najlepsze 
rezultaty. Aby metoda dawa?a dobre wyniki nale?y w?o?y? du?o wysi?ku i 
skrupulatnej pracy podczas dobierania odpowiednich st??e? badanych 
substancji. 
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Elektroforeza jest technik? pozwalaj?c? na 
rozdzia? bia?ek w zale?no?ci od ich ruchliwo?ci 
elektroforetycznej. Do rozdzia?u cz?steczek w 
elektroforezie u?ywa si? pola elektrycznego. Na 
ka?d? cz?steczk? o ?adunku elektrycznym q dzia?a 
si?a elektrostatyczna F równa:


