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RESUMENRESUMEN

El termino electroforesis se emplea para describir la El termino electroforesis se emplea para describir la 
migracimigracióón de partn de partíículas cargadas bajo la acciculas cargadas bajo la accióón de un n de un 
campo elcampo elééctrico. La electroforesis constituye una ctrico. La electroforesis constituye una 
ttéécnica de separacicnica de separacióón basada en diferentes n basada en diferentes 
velocidades (movilidad) de un conjunto de  solutos velocidades (movilidad) de un conjunto de  solutos 
(sustancia),  sometidos a la acci(sustancia),  sometidos a la accióón del campo n del campo 
elelééctrico.ctrico.
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TIPOS DE ELECTROFORESISTIPOS DE ELECTROFORESIS

CromatografCromatografíía electrocina electrocinéética micelar (MEKC).tica micelar (MEKC).
Isotacoforesis.Isotacoforesis.
Isoelectroenfoque.Isoelectroenfoque.
Electroforesis capilar en gel (CGE).Electroforesis capilar en gel (CGE).
Electroforesis capilar en zona (CZE).Electroforesis capilar en zona (CZE).
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COMPONENTES BCOMPONENTES BÁÁSICOS EC.SICOS EC.

http://mazinger.sisib.uchile.cl
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CROMATOGRAFCROMATOGRAFÍÍA ELECTROCINA ELECTROCINÉÉTICA MICELAR TICA MICELAR 

(MEKC).(MEKC).

la separacila separacióón es basada en  la afinidad de los analitos entre n es basada en  la afinidad de los analitos entre 
micelas micelas –– tensioactivo  (anionicos,cationicos) tensioactivo  (anionicos,cationicos) -- electrolito.electrolito.

www.uclm.es
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ISOTACOFORESIS.ISOTACOFORESIS.

Electroforesis igual velocidad., la sustancia es ordenada segElectroforesis igual velocidad., la sustancia es ordenada segúún su n su 
movilidad. Separa solo una sustanciamovilidad. Separa solo una sustancia

www.uclm.es
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ISOELECTROENFOQUE.ISOELECTROENFOQUE.

La separaciLa separacióón es basada en el punto n es basada en el punto 
Isoelectrico de cada analito.Isoelectrico de cada analito.
Especies anfEspecies anfóóteras (glicina).teras (glicina).

www.uclm.es
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ELECTROFORESIS CAPILAR EN GELELECTROFORESIS CAPILAR EN GEL

La separaciLa separacióón es basada en el taman es basada en el tamañño de las molo de las molééculas.culas.
PolPolíímeros (monmeros (monóómerosmeros--molmoléécula qucula quíímica sencilla).mica sencilla).

www.uclm.es
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ELECTROFORESIS CAPILAR EN ZONAELECTROFORESIS CAPILAR EN ZONA

SeparaciSeparacióón en funcin en funcióón  carga/masa.n  carga/masa.
SeparaciSeparacióón de iones + y  n de iones + y  --..

www.uclm.es
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Una tUna téécnica de separacicnica de separacióón de sustancias basado en las n de sustancias basado en las 
caractercaracteríísticas de sus velocidades (movilidad) de un conjunto de  sticas de sus velocidades (movilidad) de un conjunto de  
solutos (sustancia),  sometidos a la accisolutos (sustancia),  sometidos a la accióón del campo eln del campo elééctrico. ctrico. 
Requiere una cantidad de muestra relativamente pequeRequiere una cantidad de muestra relativamente pequeñña.a.
TambiTambiéén  por su gran versatilidad y simplicidad de operacin  por su gran versatilidad y simplicidad de operacióón.n.

POR QUE UTILIZAR ?
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COMPONENTES DEL DISPOSITIVO:

http://www.relaq.mx/
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CAPILARCAPILAR

Capilar de sCapilar de síílice.lice.
DiDiáámetro interno de 25metro interno de 25--100 100 µµm.m.
Cobertura de polimida.Cobertura de polimida.
Permeabilidad a la luz ultravioleta y visible.Permeabilidad a la luz ultravioleta y visible.
QuQuíímicamente y elmicamente y elééctricamente estable.ctricamente estable.
Longitud 50Longitud 50--100 cm.100 cm.



Electroforesis capilar en zonaElectroforesis capilar en zona
FUENTE DE PODERFUENTE DE PODER

La migraciLa migracióón empieza una vez se aplica el voltaje.n empieza una vez se aplica el voltaje.
Corriente 10Corriente 10--200 200 µµA. A. 
TensiTensióón 20n 20--40Kv constantes, con el fin de obtener 40Kv constantes, con el fin de obtener 
una alta reproducibilidad  en los tiempos de una alta reproducibilidad  en los tiempos de 
migracimigracióón.n.

http://www.relaq.mx/
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ELECTRODOS Y VIALESELECTRODOS Y VIALES

Electrodos de platino, teflElectrodos de platino, teflóón o carbn o carbóón.n.
Viales, llamados recipientes electrodicos.Viales, llamados recipientes electrodicos.
Material cristal.Material cristal.

Electrodo platino.

lavallab.kcentric.net/images/platinum
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SISTEMA DE DETECCISISTEMA DE DETECCIÓÓNN

Se utiliza el detector  UVSe utiliza el detector  UV--visvis..
DetecciDeteccióón en columna.n en columna.
Debe eliminarse  polimida del capilar.Debe eliminarse  polimida del capilar.
Longitud de la onda aprox 240nm.Longitud de la onda aprox 240nm.

www.relaq.mx
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ELECTROLITOSELECTROLITOS

Citrato 3.06pKa (movilidad), FCitrato 3.06pKa (movilidad), Fáármaco, analgrmaco, analgéésico.sico.
Citrato 5.40pKa. Citrato 5.40pKa. 
Fosfato 2.12pKa, PH 2.5.Fosfato 2.12pKa, PH 2.5.
Borato  4.75pKa, PH 9.3.Borato  4.75pKa, PH 9.3.
Acetato 4.75pKa. PH 5.5Acetato 4.75pKa. PH 5.5--6.5.6.5.

El PH del electrolito es   clave en la separaciEl PH del electrolito es   clave en la separacióón, ya n, ya 
que determina el grado de movilidad de los diferentes que determina el grado de movilidad de los diferentes 
analitos.   analitos.   
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MUESTRAMUESTRA

PreparaciPreparacióón de 0.1n de 0.1--10nL.10nL.
Muestras: vino, sustancia quMuestras: vino, sustancia quíímica, tejido.mica, tejido.
Los tintes  deben tener un espectro de excitaciLos tintes  deben tener un espectro de excitacióón y n y 
emisiemisióón en relacin en relacióón con la longitud de onda del n con la longitud de onda del 
infrarrojo.infrarrojo.
Tintes fluorescentes: plata, cromo, bromuro de etidio.  Tintes fluorescentes: plata, cromo, bromuro de etidio.  
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TIEMPO DE ANTIEMPO DE ANÁÁLISISLISIS

AplicaciAplicacióón de la muestra aprox 10n de la muestra aprox 10--30 segundos.30 segundos.
Tiempo de total aprox 20Tiempo de total aprox 20--30 minutos.30 minutos.
Tiempo muerto depende de la sustancia.Tiempo muerto depende de la sustancia.
Tiempo muerto: es el tiempo en el cual no se produce Tiempo muerto: es el tiempo en el cual no se produce 
respuesta alguna.respuesta alguna.

mazinger.sisib.uchile.cl
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INYECCIINYECCIÓÓN DE LA MUESTRAN DE LA MUESTRA

InyecciInyeccióón hidrodinn hidrodináámica:mica: se basa en introducir la se basa en introducir la 
muestra por diferencia de presimuestra por diferencia de presióón.n.

Efecto sifón                inyección de presión.               Vacio.

www.shsu.edu
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INYECCIINYECCIÓÓN DE LA MUESTRAN DE LA MUESTRA

InyecciInyeccióón electrocinn electrocinéética:tica: se basa en la diferencia se basa en la diferencia 
de potencial entre los  extremos del capilar.de potencial entre los  extremos del capilar.
La cantidad de iones depende de la movilidad de La cantidad de iones depende de la movilidad de 
ellos.ellos.

www.shsu.edu
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DETECCIÓN DE  PICOS

Detección de picos debido a la absorbancia

www.shsu.edu
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ELECTROFEROGRAMAELECTROFEROGRAMA

RepresentaciRepresentacióón grafica de la concentracin grafica de la concentracióón de cada n de cada 
una de las sustancias presentes en la muestra.una de las sustancias presentes en la muestra.

www.bem.uchile.cl



Electroforesis capilar en zonaElectroforesis capilar en zona
PRINCIPIO DE SEPARACIPRINCIPIO DE SEPARACIÓÓNN

La pared del capilar esta constituida por un La pared del capilar esta constituida por un 
entramado grupo de silanol  Sientramado grupo de silanol  Si--OH, esto hace que el OH, esto hace que el 
capilar inicialmente este cargado  negativamente, capilar inicialmente este cargado  negativamente, 
silanoato Sisilanoato Si--O en sus paredes, los H y otras cargas O en sus paredes, los H y otras cargas 
positivas libres se sitpositivas libres se sitúúen cerca de las cargas en cerca de las cargas 
negativas de la pared formado una doble capa.negativas de la pared formado una doble capa.

Capilar con la pared cargada negativamente www.uclm.es
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PRINCIPIO DE SEPARACIPRINCIPIO DE SEPARACIÓÓNN

Flujo electroforFlujo electroforéético: tico: Es producido por la carga Es producido por la carga 
elelééctrica de cada partctrica de cada partíícula existente en el interior del cula existente en el interior del 
capilar, y por lo tanto produce el efecto doble capa. capilar, y por lo tanto produce el efecto doble capa. 

Efecto doble capaCapilar con pared cargada -

www.shsu.edu
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PRINCIPIO DE SEPARACIPRINCIPIO DE SEPARACIÓÓNN

Flujo electroosmFlujo electroosmóótico:  tico:  flujo debido a la fuente de flujo debido a la fuente de 
tensitensióón.n.
Flujo totalFlujo total: flujo electroosm: flujo electroosmóótico tico ±± flujo electroforflujo electroforéético.tico.

la propia carga de un la propia carga de un 
soluto hace que  soluto hace que  éésteste
muestre una movilidadmuestre una movilidad

por si mismo.por si mismo.

Flujo total

www.uclm.es
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SEPARACISEPARACIÓÓN DE ANALITOSN DE ANALITOS

Se basa en las diferentes movilidades electroforSe basa en las diferentes movilidades electroforééticas ticas 
de los solutos ide los solutos ióónicos que harnicos que haráán que los analitos n que los analitos 
migren a travmigren a travéés del capilar y lleguen a detector a s del capilar y lleguen a detector a 
diferentes tiempos.diferentes tiempos.

www.iub.es
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SEPARACISEPARACIÓÓN DE ANALITOSN DE ANALITOS

La movilidad electroosmotica es mayor que la La movilidad electroosmotica es mayor que la 
electroforelectroforéética  haciendo que sea posible separar tica  haciendo que sea posible separar 
aniones y cationes en una sola inyeccianiones y cationes en una sola inyeccióón de la n de la 
muestra.muestra.
Las partLas partíículas neutras  son separadas debido a que no culas neutras  son separadas debido a que no 
poseen movilidad electroforposeen movilidad electroforéética.tica.

Flujo electroosmótico

Flujo electroforético          flujo total = F. eletroforetico + F. eletroosmótico
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FENOMENO DE DISPERSIÒNFENOMENO DE DISPERSIÒN

Las  causas de dispersiLas  causas de dispersióón son mn son múúltiples y  afectan de ltiples y  afectan de 
manera relevante a la separacimanera relevante a la separacióón.n.

Debido a la inyecciDebido a la inyeccióón de la muestra.n de la muestra.

Debido a la separaciDebido a la separacióón.n.

Debido a la detecciDebido a la deteccióón.n.
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FENOMENO DE DISPERSIÒNFENOMENO DE DISPERSIÒN

Debido a la inyecciDebido a la inyeccióón de la muestran de la muestra

La inyecciLa inyeccióón  debern  deberíía hacerse en columna.a hacerse en columna.

Ensanchamiento del pico    
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FENOMENO DE DISPERSIÒNFENOMENO DE DISPERSIÒN

Debido a la separaciDebido a la separacióón de la muestran de la muestra

DifusiDifusióón entre el tampn entre el tampóónn--analito (analito (ensanchamiento de  picoensanchamiento de  pico).).

Ideal                                                      real

www.beckmancoulter.com
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FENOMENO DE DISPERSIÒNFENOMENO DE DISPERSIÒN

Debido a la separaciDebido a la separacióón de la muestran de la muestra

AbsorciAbsorcióón de analitos, debida a la carga negativa del n de analitos, debida a la carga negativa del 
capilar.capilar.
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FENOMENO DE DISPERSIÒNFENOMENO DE DISPERSIÒN

Debido a la detecciDebido a la deteccióón de la muestran de la muestra

AsimetrAsimetríía de la diferentes movilidades (a de la diferentes movilidades (ensanchamiento  ensanchamiento  
basa del picobasa del pico).).

Dispersión por detección 
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FENOMENO DE DISPERSIÒNFENOMENO DE DISPERSIÒN

Debido a la detecciDebido a la deteccióón de la muestran de la muestra
Tailing.                             Frinting. Tailing.                             Frinting. 

Sigma-aldrich.com
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FENOMENO DE DISPERSIÒNFENOMENO DE DISPERSIÒN

Debido a la variaciDebido a la variacióón de PH del  tampn de PH del  tampóónn

El PH afecta de forma importante a la movilidad.El PH afecta de forma importante a la movilidad.

Variación  con PH aumentado                               movilidad dependiente del PH

Sigma-aldrich.com
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FENOMENO DE DISPERSIÒNFENOMENO DE DISPERSIÒN

Debido a la detecciDebido a la deteccióón.n.

Depende del diseDepende del diseñño del  detector.o del  detector.
Tiene poco efecto en la dispersiTiene poco efecto en la dispersióón.n.
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FENOMENO DE DISPERSIÒNFENOMENO DE DISPERSIÒN

Solapamiento de picosSolapamiento de picos

Debido a la movilidad de las partDebido a la movilidad de las partíículas.culas.
CalibraciCalibracióón del detector.n del detector.
Capilares mal preparados.Capilares mal preparados.
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DISMINUCIDISMINUCIÓÓN DEL TIEMPON DEL TIEMPO

Debido a la temperaturaDebido a la temperatura

DisminuciDisminucióón del tiempo de ann del tiempo de anáálisis    lisis    
cuando se eleva la temperatura 25 cuando se eleva la temperatura 25 --150 grados 150 grados 
centcentíígrados.grados.

Sigma-aldrich.com
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VENTAJAS VENTAJAS 

Mejor disipaciMejor disipacióón de calor.n de calor.
AutomatizaciAutomatizacióón sencilla, rn sencilla, ráápida. pida. 
InyecciInyeccióón de voln de volúúmenes de       menes de       
muestras pequemuestras pequeñños.os.

Disminución del tiempo de análisis.

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

Depende de la aplicaciDepende de la aplicacióón y de la muestra.n y de la muestra.

Variación de PH
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APLICACIONESAPLICACIONES

FarmacFarmacééuticos.uticos.

ClClíínicos.nicos.

BioquBioquíímicas.micas.

Alimentarios.Alimentarios.

Ambiental.Ambiental.
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ELECTROFEROGRAMASELECTROFEROGRAMAS

Electroferogramas datos originales
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