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RESUMEN

El termino electroforesis se emplea para describir la
migracion de particulas cargadas bajo la accion de un
campo electrico. La electroforesis constituye una
téecnica de separacion basada en diferentes
velocidades (movilidad) de un conjunto de solutos
(sustancia), sometidos a la accion del campo
electrico.
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TIPOS DE ELECTROFORESIS

s Cromatografia electrocinética micelar (MEKC).
= Isotacoforesis.

s Isoelectroenfoque.

= Electroforesis capilar en gel (CGE).
s Electroforesis capilar en zona (CZE).
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CROMATOGRAFIA ELECTROCINETICA MICELAR
(MEKC).

|a separacion es basada en la afinidad de los analitos entre
micelas — tensioactivo (anionicos,cationicos) - electrolito.

www.uclm.es
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ISOTACOFORESIS.

Electroforesis igual velocidad., la sustancia es ordenada segun su
movilidad. Separa solo una sustancia

Electrolitro trasero
de menor movilidad que cualquier otro

segln sus
movilidades

- Componentes de la
Mmuestra ordenacos
[
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Tiempo, minuios

Electrolito delantero
de mayor movilidad que cualguier otro

www.uclm.es
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ISOELECTROENFOQUE.

La separacion es basada en el punto
Isoelectrico de cada analito.
Especies anfoteras (glicina).

Hemoglobina A humana (7,1)
Mioglobina equina (7,0)

Coated Capillary filled with mixture of sample and ampholytes
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ELECTROFORESIS CAPILAR EN GEL

La separacion es basada en el tamano de las moléculas.
Polimeros (monomeros-molécula quimica sencilla).

replaceabla polymer FVA 7 CEF coated capillary

sieving matrix
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ELECTROFORESIS CAPILAR EN ZONA

Separacion en funcion carga/masa.
Separacion de iones +y -.

www.uclm.es
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POR QUE UTILIZAR ?

Una técnica de separacion de sustancias basado en las
caracteristicas de sus velocidades (movilidad) de un conjunto de
solutos (sustancia), sometidos a la accion del campo electrico.
Reqguiere una cantidad de muestra relativamente peguena.

Tambien por su gran versatilidad y simplicidad de operacion.
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COMPONENTES DEL DISPOSITIVO:

Fused silica Detector
capillary

High
voltage
supply

http://www.relaq.mx/
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CAPILAR

Capilar de silice.

Diametro interno de 25-100 pm.
Cobertura de polimida.
Permeabilidad a la luz ultravioleta y visible.
Quimicamente y eléctricamente estable.
Longitud 50-100 cm.

Cobertura de poliimida
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FUENTE DE PODER

La migracion empieza una vez se aplica el voltaje.
Corriente 10-200 pA.

Tension 20-40Kv constantes, con el fin de obtener
una alta reproducibilidad en los tiempos de
migracion.

http://www.relaq.mx/



Electroforesis capilar en zona
ELECTRODOS Y VIALES

Electrodos de platino, teflon o carbon.
Viales, llamados recipientes electrodicos.
Material cristal.

Electrodo platino.

lavallab.kcentric.net/images/platinum
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SISTEMA DE DETECCION

Se utiliza el detector UV-vis.
Deteccion en columna.

Debe eliminarse polimida del capilar.
Longitud de |la onda aprox 240nm.

Monocromador Hendljc:

--hl-lr » -r.

Haz de

Fuente Capilar
de luz Fotodiodo

www.relaq.mx
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ELECTROLITOS

Citrato 3.06pKa (movilidad), Farmaco, analgesico.
Citrato 5.40pKa.

Fosfato 2.12pKa, PH 2.5.

Borato 4.75pKa, PH 9.3.

Acetato 4./75pKa. PH 5.5-6.5.

El PH del electrolito es clave en la separacion, ya
gue determina el grado de movilidad de los diferentes
analitos.
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MUESTRA

Preparacion de 0.1-10nL.
Muestras: vino, sustancia quimica, tejido.

Los tintes deben tener un espectro de excitacion y
emision en relacion con la longitud de onda del
Infrarrojo.

Tintes fluorescentes: plata, cromo, bromuro de etidio.
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TIEMPO DE ANALISIS

Aplicacion de la muestra aprox 10-30 segundos.
Tiempo de total aprox 20-30 minutos.
Tiempo muerto depende de la sustancia.

Tiempo muerto: es el tiempo en el cual no se produce
respuesta alguna.

tempo muerto

mazinger.sisib.uchile.cl
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INYECCION DE LA MUESTRA

Inyeccion hidrodinamica: se basa en introducir |a
muestra por diferencia de presion.

3 . Pressure Vacuum

1. Gravity 2. Pressure
injection T

injection injection

Difference in height causes
sample to flow into capillary.

Efecto sifon Inyeccion de presion. Vacio.

www.shsu.edu
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INYECCION DE LA MUESTRA

Inyeccion electrocinética: se basa en la diferencia
de potencial entre los extremos del capilar.

La cantidad de Iones depende de la movilidad de
ellos.

Electrokinetic
injection

Electrokinetic
injection

Then the buffer reservoir is
replaced and voltage applied.
High
voltage
supply

High
voltage
supply

www.shsu.edu
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DETECCION DE PICOS

Deteccion de picos debido a la absorbancia

www.shsu.edu
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ELECTROFEROGRAMA

Representacion grafica de |la concentracion de cada
una de las sustancias presentes en la muestra.
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PRINCIPIO DE SEPARACION

La pared del capilar esta constituida por un
entramado grupo de silanol Si-OH, esto hace gue el
capilar Inicialmente este cargado negativamente,
silanoato SI-O en sus paredes, los H y otras cargas
positivas libres se sitien cerca de Ilas cargas
negativas de la pared formado una doble capa.

Capilar con la pared cargada negativamente

www.uclm.es
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PRINCIPIO DE SEPARACION

Flujo electroforeético: Es producido por la carga
electrica de cada particula existente en el interior del
capilar, y por lo tanto produce el efecto doble capa.

Capilar con pared cargada - Efecto doble capa

www.shsu.edu
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PRINCIPIO DE SEPARACION

Flujo electroosmotico: flujo debido a la fuente de
tension.

Flujo total: flujo electroosmotico = flujo electroforético.

|a propia carga de un
soluto hace que éste

muestre una movilidad
por si mismo.

Flujo total

www.uclm.es
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SEPARACION DE ANALITOS

Se basa en las diferentes movilidades electroforéticas
de los solutos Ionicos que haran que los analitos
migren a traves del capilar y lleguen a detector a
diferentes tiempos.

i [ L] I e T Ll L
= , il N - . £ LI
—. - B g . =t - = 1
- 1 1 = sl

L'HL.JDCI (+) CATODO (-)

TAMPON ORDENADOR |
REGISTRADOR il

WWW.iub.es



Electroforesis capilar en zona
SEPARACION DE ANALITOS

La movilidad electroosmotica es mayor gque la
electroforéetica haciendo que sea posible separar
aniones y cationes en una sola inyeccion de la
muestra.

Las particulas neutras son separadas debido a que no
poseen movilidad electroforeética.

Flujo electroosmatico

Flujo electroforético flujo total = F. eletroforetico + F. eletroosmoético
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FENOMENO DE DISPERSION

Las causas de dispersion son multiples y afectan de
manera relevante a la separacion.

sDebido a |la inyeccion de la muestra.
sDebido a la separacion.

sDebido a la deteccion.
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FENOMENO DE DISPERSION

Debido a la inyeccion de la muestra

La inyeccion deberia hacerse en columna.

Ensanchamiento del pico
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FENOMENO DE DISPERSION

Debido a |la separacion de la muestra

Difusion entre el tampon-analito (ensanchamiento de pico).
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FENOMENO DE DISPERSION

Debido a la separacion de la muestra

Absorcion de analitos, debida a la carga negativa del
capilar.
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FENOMENO DE DISPERSION

Debido a la deteccidon de la muestra

Asimetria de la diferentes movilidades (ensanchamiento
basa del pico).
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FENOMENO DE DISPERSION

Debido a la deteccion de |la muestra
Tailing. Frinting.

Siagma-aldrich.com
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FENOMENO DE DISPERSION

Debido a la variacion de PH del tampon

El PH afecta de forma importante a la movilidad.

A Teflon

Variacion con PH aumentado movilidad dependiente del PH

Siagma-aldrich.com
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FENOMENO DE DISPERSION

Debido a la deteccion.

Depende del diseno del detector.
Tiene poco efecto en la dispersion.

Fuenie de Iuz IV Fuente de luz [TV
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FENOMENO DE DISPERSION

Solapamiento de picos
Debido a |la movilidad de las particulas.

Calibracion del detector.
Capilares mal preparados.
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DISMINUCION DEL TIEMPO

Debido a la temperatura

Disminucion del tiempo de analisis

cuando se eleva la temperatura 25 -150 grados
centigrados.
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VENTAJAS

Mejor disipacion de calor.
n Automatizacion sencilla, rapida.
_Lh. Inyeccion de volumenes de
muestras pequenos.

10 i} mm

Disminucion del tiempo de analisis.

Desventaja: la vulnerabilidad a el cambio de sus componentes.
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VENTAJA O DESVENTAJA

Depende de la aplicacion y de la muestra.
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Tiempeo, mMinatos

Variacion de PH
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APLICACIONES
Farmaceéuticos.
Clinicos.
Bioguimicas.
Alimentarios.

Ambiental.
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ELECTROFEROGRAMAS

J | Figure NHo. 1 g@@ J | Figure No. 1
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