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Resumen

La electroforesis capilar es una técnica analitica utilizada en diferentes areas de la investigacién,
como en la biotecnologfa, la farmacia y la medicina, la cual permite la separacién de diferentes
analitos como iones, biomoléculas y células. Esta técnica permite obtener resultados en un corto
tiempo, una alta eficiencia de separacién y una alta sensibilidad con un minimo consumo de
muestra. La separacién se basa en las diferentes movilidades electroforéticas adquiridas por
los analitos dentro del capilar al aplicar un campo eléctrico.

Abstract

Capillary electrophoresis is an analytical technique used in several research fields of biotechnol-
ogy, pharmaceutical, and medical, it allows the separation of different types of analytes such
as ions, biomolecules, and cells. This technique provides results in shorter time, high separa-
tion efficiency, high detection sensitivity and minimum sample consumption. The separation
is based on the different electrophorectic mobilities acquired by analytes into the capillary
while the electric field is applied.

que, capillary electrophoresis,
electrophorectic mobility.

La electroforesis capilar (EC) es una técnica analitica
que permite la separacién y cuantificacién de una
amplia gama de analitos (iones, péptidos, proteinas,
carbohidratos, esteroides, acidos nucleicos, vitami-
nas, farmacos, células, etcétera)'? provenientes de
las diferentes areas de la biotecnologia, la industria
farmacéutica, la clinica, la alimentaria y la ambiental,
entre otras. Parte de la versatilidad y eficacia de esta
técnica se debe a que combina elementos de otras
técnicas analiticas; por ejemplo, utiliza detectores de
alta sensibilidad como en la cromatografia de liquidos
de alta resolucion (HPLC) y el uso de capilares de silice
fundida (SiO,), como en la cromatografia de gases
(GC). Ademas, estos capilares permiten la aplicacién
de altos campos eléctricos (100-500 V/cm) con una
alta eficiencia para la disipacién del calor, evitando
los efectos adversos del calentamiento de Joule,® y
permiten la deteccion in situ, debido a la baja absorcion
de la radiacion UV/vis y a la baja fluorescencia. Estos
capilares estan recubiertos de un polimero (poliami-
das) que les confiere alta flexibilidad facilitando su
manipulacion.

Los grupos silanol (Si-OH) de la superficie del ca-
pilar a pH = 3 son ionizados, por lo que la pared del
capilar presentara carga negativa (Si-O-). De acuerdo
con la teoria de la doble capa eléctrica, en la pared
del capilar se formara una primera capa (capa fija) de
contraiones (cationes) que son atraidos por la carga
negativa del capilar, seguida por una segunda (capa
movil), que se compone principalmente de cationes
que estan adyacentes a la capa fija y, hacia el
centro del capilar, el numero de cationes y aniones
son equivalentes (Figura 1c). Al aplicar un campo
eléctrico, el exceso de cationes de la capa movil
establece un flujo neto de migracion hacia el polo ne-
gativo (catodo), generando el flujo electroosmdtico,
que se refiere a la migracion de un liquido (solucion
amortiguadora) respecto a una superficie cargada
(pared del capilar) al aplicar un campo eléctrico. La
movilidad del flujo electroosmotico (ufeo) esta en
funcion de la viscosidad () de la solucién amorti-
guadora, la constante dieléctrica del medio (g) y del
potencial zeta (&) que se genera por la diferencia de
cargas entre las capas (ecuacion 1):3
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Figura 2. a) Flujo electroosmético EC, b) Flujo laminar
HPLC.
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La migracion de los analitos dentro de un campo
eléctrico (movilidad electroforética pe) esta determi-
nada por la fuerza del campo eléctrico y la carga del
analito; sin embargo, esta velocidad disminuye de
acuerdo con la ley de Stokes, conforme se incrementan
las fuerzas de friccién (viscosidad del amortiguador) y
radio ionico de los analitos.®

La movilidad total (ut) de los analitos dentro del
capilar es la suma vectorial de pfeo y pe, por lo que
en los procesos de separacién de electroforesis ca-
pilar de zona, donde se involucra principalmente la
relacion carga/masa de los analitos, los cationes de la
muestra adquieren mayor pt seguido por los analitos

Volumen 1¢ Nimero 2Septiembre-Diciembre 2012

Superficie del
capilar (Si-0)

Potencial zeta 3

Figura 1. a) Separacion re-
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neutros, y los aniones seran los que presenten menor
pt (Figuras lay 1b).

Debido al principio de separacion y a los detectores
de alta sensibilidad (UV/vis, arreglo de diodos, fluores-
cencia inducida por laser y espectrometria de masas),
la EC ofrece varias ventajas, tales como:*

e Alta eficiencia, debido a que la aplicacién del campo
eléctrico sobre el capilar genera el flujo electroos-
maético (feo), que permite la separacion con un
perfil casi plano, obteniendo picos mas angostos
y simétricos comparados con los obtenidos con el
flujo laminar que se obtiene al usar presién, como
en HPLC (Figura 2).

e Excelente resolucion, obteniendo platos tedricos
mayores a 10.°

e Limites de deteccion de hasta ppm, dependiendo
del analito y detector utilizado.

e Minimo tratamiento de muestras.

e Minimo consumo de muestras (nL) y reactivos.

e Tiempos de andlisis rapidos que oscilan de 5 a 60 min.

La EC se utiliza para el analisis y la separacion de
una amplia gama de analitos en diferentes matrices,
debido que dentro de la EC estan involucradas una
familia de técnicas como:%*

e Electroforesis capilar de zona (separacion en rela-
cion con la masa/carga de los analitos).
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* Electroforesis capilar en gel (separacion por peso
molecular).

¢ Electroforesis capilar no acuosa (separacion de
compuestos insolubles en agua).

¢ |soelectroenfoque capilar (separaciéon por punto
isoeléctrico).

e Cromatografia electrocinética capilar (separacién
con base en la interaccion de los analitos con se-
lectores quirales, por ejemplo, ciclodextrinas).

e Cromatografia electrocinética micelar (separacion
con base en el coeficiente de particion de los ana-
litos entre las micelas y el solvente).

* Cromatografia electrocinética de microemulsion (se-
paracién con base en la interaccién de los analitos
con las diferentes fases de la microemulsion).

En cada una de estas variantes de EC se utilizan
soluciones amortiguadoras (fosfatos, boratos, citratos,
tris, etcétera), que se introducen dentro del capilar
mediante presidén para acondicionarlo y llenarlo de
esta solucion amortiguadora de separacion. Cuando
el capilar se encuentra lleno y acondicionado con la
soluciéon amortiguadora, se inyecta la muestra de forma
hidrodindmica (aplicando presion) o electrocinética
(aplicando un campo eléctrico). Posterior a la inyeccion
de la muestra se realiza la migracion y separacion de
los analitos dentro del capilar por la accién del campo
eléctrico. La separacion de los analitos se basa en la
diferencia de relacién carga/masa y por la afinidad a

los diferentes aditivos (surfactantes, ciclodextrinas,
aminas, solventes organicos, etcétera) de la solucion
amortiguadora, asi como de la viscosidad del sistema
y, por ende, de la temperatura de separacion. La tem-
peratura a la cual se realizan las separaciones varia
de 10 a 60 °C, dependiendo de las caracteristicas de
la muestra.

La deteccion de los analitos se realiza dentro del ca-
pilar, removiendo una seccién del polimero permitiendo
el paso de luz hacia el detector. Los factores principa-
les que pueden afectar la eficiencia de la separacion de
los analitos son el calor de Joule generado, la absor-
cion de la muestra a las paredes, la concentracién de
los analitos en la muestra, la fuerza idnica, el pH de las
soluciones amortiguadoras, la temperatura, etcétera.*
Por lo cual es necesario realizar una optimizacion del
método considerando el costo-beneficio de cada una
de las variables.

La automatizacion de la EC ha permitido el desa-
rrollo de métodos rapidos y eficientes incluidos en
diferentes guias regulatorias como son: Food and Drug
Administration (FDA), European Pharmacopoeia (EP),
United States Pharmacopoeia (USP), Farmacopea de
los Estados Unidos Mexicanos (FEUM), entre otras.

De manera general, el sistema de electroforesis
capilar cuenta con los siguientes elementos (Figura 3):

e Capilar (compartimiento donde se realiza la sepa-
racion).
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¢ Reservorios con solucidon amortiguadora (donde se
sumergen los electrodos y el capilar).

* Reservorios (donde se colocan las muestras).

¢ Electrodos (para generar el anodo y el catodo).

¢ Fuente de alto voltaje (generadora del campo eléc-
trico).

¢ Sistema de inyeccion de muestra (hidrodinamica y
electrocinética).

¢ Sistema de control de temperatura (por conveccion
de aire o liquido).

* Detector (conectado a un sistema de adquisicion
de datos).

La EC es una técnica cuyo numero de publicacio-
nes, de acuerdo con la base de datos de ScienceDi-
rect® de 1990-2011, fue de 30,169. Estas publicaciones
pertenecen a las areas de la quimica (34.7%), la bio-
quimica, la genética y la biologia molecular (33.5%), la
medicina (6.5%), la farmacologia (5.5%), la ingenieria
quimica (3.9%), la agricultura y las ciencias biologicas
(3.3%) y otras (12.6%). De acuerdo con esta misma
base de datos, las publicaciones en México en este
mismo periodo fueron de 98. Estos datos nos mues-
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tran que la EC es un area de oportunidad en la que se
puede trabajar para el desarrollo de métodos con alta
eficiencia de separacion, que es una de las ventajas
que ofrece esta técnica.
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