
ELECTROFORESIS

ELECTROFORESIS: TRANSPORTE DE MOLÉCULAS  A TRAVÉS DE UN CAMPO ELECTRICO
TECNOLOGÍA ANALÍTICA O TECNOLOGIA PREPARATIVAPROTEÓMICA

LA CARGA ELECTRICA ESTÁ ASOCIADA FRECUENTEMENTE CON LAS BIOMOLÉCULAS
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ELECTROFORESIS : ELECTROLISIS”burbujas y calor”
La corrriente entre electrodos se mantiene por los 
electrolitos del buffer que mantienen pH constante

En polo negativo (CATODO) H2O +2 e- OH- + H2
En polo positivo (ANODO) H2O  2e- + 2H++1/2O2

alcalinización acidificación

V= R x I

W= I2 x R



F=Eq

F(drag) = 6av v=F/f
f; coeficiente friccional
v= Eq/f= Eq/6r
=v/E= q/6r
; Movilidad electroforética

v

Ley Stokes en condiciones ideales

V



TEORIA DEBYE-HUCKEL

v= Eq/6r x 1/1+ R

ideal x factor de corrección

=[8Ne2/1000DkT]1/2 x I ½
D=constante dieléctirca; I=fuerza iónica
Bioquimica fisica, Van Holde ED Exedra

Caso ideal v=Eq/ 6r
v/E= (q/m)

No existe formulación matemática accesible
que represente la movilidad electroforetica en 
función de parametros moleculares
Electroforesis un técnica empírica.

ATMOSFERA IONICA

Función de Henry 
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ELECTROFORESIS LIBRE:
En solucion acuosa

ELECTROFORESIS ZONALEn soporte
No restrictivo: papel, agarosa (poro>>molecula)
Restrictivo:poliacrilamida (mayor entramado)

PREMIO NOBEL 1948
“Estudios del plasma sanguíneo”

TISELIUS
PRIMEROS 
EXPERIMENTOS 
ELECTROFORETICOS

DIFUSION



EQUIPO BASICO: 
FUENTE Y CUBETA
Un tampón determiado (pH)
= (q/m)  q=f (pH)

HORIZONTALAGAROSA
ACIDOS NUCLEICOS

VERTICALACRILAMIDA (PAGE)
PROTEINAS

SEGÚN EL SOPORTE
PAPEL
CAPILAR
GELES.
AGAROSA
POLIACRILAMIDA (PAGE)



ACETATO DE 
CELULOSA

ELECTROFORESIS EN PAPEL
Moléculas pequeñas

densitometría



DENSITOGRAMAMETODO DE CUANTIFICACION ELECTROFORETICA
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SEPARACION BIDIMENSIONAL: CROMATOGRAFIA+ELECTROFORESIS





ELECTROFORESIS CAPILARAlto voltaJe!
(5-50kV)



Pared de capilar compuesto de silicatos
Grupos silanol : R3Si-OH R3Si-O- + H+

Ø=20-200 m
V= hasta 50.000V

Flujo electroendosmótico

Free solution CE
Capilar Gel Electroforesis
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Conductancia
Detección electroquímica

L=50-100cm

i=10-100m

Array CE (hasta 96 cap)



Optimizing CE Separations-POINT 
method

• pH
– First paramater to control
– Effects EOF and mobility (charge)

• Organic Solvent
– Analyte solvation

• Interacting agent
– Ion-pairing, solvation, etc.

• Non-aqueous Conditions
– Solvation and charge

• Temperature
– Solvation, chemical equilibria

Rápido y cuantificable
¡HAY QUE OPTIMIZAR 
CONDICIONES DE SEPARACIÓN!

Proteinas del plasma
(incluye los componentes de la coagulación)

SATURACIÓN DE ALBUMINA

LÍMITES 
DE INTEGRACIÓN



A menor pH, más protonada la pared, 
menos carga y menor EOF. 
En teoria, mejor resolucion...pero a pH bajo proteinas 
con más carga + interaccionan más con la pared... 
Hay que optimizar condiciones!!

Aquí: A mayor pH 
mejoramos resolución!

Incrementando fuerza iónica
disminuye interacción con pared y
mejora resolución..

Grupos silanol : 
R3Si-OH R3Si-O- + H+



Priones identificados
en extracto de cerebro
de oveja infectada

control



“Plasma creatinine and creatine quantification by capillary
electrophoresis diode array detector”
Analytical Biochemistry vol342 (2005) 186–193

Sangre +
anticoagulante

3000g x 5min

PLASMA

TCA 5%

SOBRENADADANTE

75mM Tris/fosfato pH=2,25

?



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
Capillary electrophoresis



www.electrophoresis-journal.com





ELECTROFORESIS EN GELES , MATRICES HIDRATADAS ESTABLES
AGAR, AGAROSA:    ACIDOS NUCLEICOS
POLIACRILAMIDA (PAGE):  PROTEINAS

Cinta adhesiva peine

pocillos



PREFORMAR EL GEL

APLICAR LA MUESTRA

GLICEROL



GELES DE AGAROSA: ACIDOS NUCLEICOS

AGAROBIOSA





ELECTROFERESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA: PAGE

S2O8(NH4)2 S2O8
2- 2 SO4

-

radical sulfatoPersulfato de amonio

CATALIZADORES DE LA POLIMERIZACION
TEMED= NNN’N’ TETRAMETILETILENEDIAMINA
PERSULFATO DE AMONIO



GELES
DISCONTÍNUOS:
STACKING GEL(pH6)
RESOLVING GEL(pH8)

=q/m

Azul de bromofenol
+ glicerina (densidad)

PM=667



ELECTROFORESIS NO DESNATURALIZANTE

 = (q/M)

x

X

r=x/X

A

lg=lgYo –Kr T

Representaciones de Ferguson

Kr (coeficiente de retardo)=  (radio molecular)

14,2kD
29kD
45kD

272kD

¿?

M=108kD

A más % de acrilamida, para una proteína
menos movilidad, menos Rf



Ditiotreitol
DTT

= Q/M no desnaturalizante 

 = 1/M con SDS
ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE
SDS-PAGE

Beta.mercaptoetanol

AGENTES REDUCTORES
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En una muestra de proteinas purificada se obtienen los resultados esquematizados 
tras la electroforesis en SDS-poliacrilamida. En la condición 1 no reductora: 
3 bandas de 196, 67 y 30 kDa y en la condición 2 en condiciones reductoras, 
en presencia de ditiotreitol (DTT) 3 bandas de 100, 70 y 30 kDa
¿Qué caracteristicas podrían deducirse sobre las proteinas de la mezcla?
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100 kDa 100k Da
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Gel separador 12 %                  1 gel
Agua destilada 1,7 ml
Tampón Tris 1,5 M; pH=8,8 1,25 ml
Acrilamida:Bis acrilamida 30:0,8  2 ml
SDS 10%    50 l

Gel concentrador 4 %                      1 gel
Agua destilada  1,5 ml
Tris-HCl 0,5 M; pH=6,8  0,625 ml
Acrilamida:Bis acrilamida 30:0,8 0,325 ml
SDS 10% 25 l

Tampón para muestras Reductor (5X)    No reductor (5X)
H2O ------- 5 ml
Tris-HCl 1,5 M pH 6,8 4 ml                4 ml
Glicerol 100 %                             10 ml              10 ml
SDS                                                  2 g                 2 g
2-Mercaptoetanol                          5 ml               ---------
Azul de Bromofenol 0.1%             1 ml                 1 ml



http://www.youtube.com/watch?v=pnBZeL8nFEo

http://www.youtube.com/watch?v=gcJg_GtLgt8&feature=related











ELECTROENFOQUE :IEF O ISOELECTRIC FOCUSING

Migración de moléculas a través de un campo eléctrico en el que existe un gradiente de pH
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H+

pk=3

pk=450%  50%
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-
OH-H+

pI=3,5



ISOENZIMAS
Mismo PM
Distinto PI



2D PAGE: ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL = IEF + PAGE









DETECCION Y ANALISIS DE PROTEINAS TRAS ELECTROFORESIS

TINCION: DETECCION POR COLORANTES O SUSTRATOS QUIMICOS  
AUTORADIOGRAFIA: DETECCION MEDIANTE MARCAJE CON RADIOISOTOPOS
INMUNODETECCION: DETECCIÓN ESPECIFICA CON ANTICUERPOS

1.-PREPARACION DEL GEL
2.-APLICACIÓN DE LA MUESTRA
3.-CORRER EL GEL (RUNNING)
4.-DETECCION DE PROTEINAS
5.-SECAR Y PROCESAR: DENSITOMETRIA, PROTEOMICA



TINCION RAPIDA: COOMASSIE (microgramos)
TINCION SENSIBLE: PLATA (nanogramos)
TINCION PROTEOMICA: sypro ruby fluorescente

Stain Sensitivity

Coomassie Brilliant Blue ~30-50 ng 

Sypro Ruby Fluorescent ~1-10 ng 

Silver Stain ~0.5 – 1.5 ng 







AUTORADIOGRAFIA

FOSFORO-32

REVELADO FOTOGRAFICO

FILM

EXPERIMENTO

SUSTRATOS DE FOSFORILACION 32P
PROTEINAS TOTALES 35S-met



MARCAJE CON 35S-MET

MARCAJE CON 32PO4



ELECTROTRANSFERENCIA DE PROTEINAS DESDE GELES DE POLIACRILAMIDA
A MEMBRANAS DE NITROCELULOSA
WESTERN BLOT





32P-proteinas

PAGE

NITROCELULOSA

WESTERN
AUTORRADIOGRAFIA

INMUNODETECCION



BLOT

moIgG
Ab primario

RbantiIgGmouse

Fluorescencia
Quimioluminiscencia
Actividad enzimática coloreada 
(peroxidasa, fosfatasa alcalina)

HRPH2O2

COLOR





AVIDINA
Abunda en la clara de huevo

AVIDINA + BIOTINA AVIDINA-BIOTINA

Kd=10-15M













OBTENCION DE ANTICUERPOS



23kDa

53-75kDa



¿En que se basa el marcaje inmunológico de una proteína tras la 
separación electroforética, por la técnica denominada “western blot”?
¿Que pasos y materiales se requieren para detectar ( o descartar) 
la presencia de una proteína concreta, por ejemplo ACTINA, 
en una solución tras electroforesis en SDS-poliacrilamida?.

Anticuerpo primario
moANTI-actina

Anticuerpo secundario
Rabit-antimouse marcado

Electrotransferencia membrana de nitrocelulosa

Rainbow markers

48
30
15

60 kDa

Tener una banda de un pm semejante a 
La actina no identifica a la proteína





Cell-surface Receptor for Complement Component C1q (gC1qR) Is a 
Key Regulator  for Lamellipodia Formation and Cancer Metastasis

THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY VOL. 286, NO. 26, pp. 23093–23101, July 1, 2011

A549 cells de tumor de pulmón

Lamelipodiosprolongaciones transitorias



gC1qR=RECEPTOR PARA EL COMPONENTE DEL
COMPLEMENTO C1q

DIGESTIÓN PEPTIDICA 
ANALISIS DE PEPTIDOS
POR ESPECTORMETRIA DE MASAS

Proteomics 2009, 9, 2373–2382
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¿TRANSLOCACION?

gC1qR

¿REORDENACIÓN?condensación inducida por factores

Rafts

gC1qR



gC1qR

gC1qR

gC1qR

gC1qR
gC1qR

gC1qR

rafts

FACTOR DE CRECIMIENTO

NO EXISTE TRANSLOCACION DE RECEPTORES gC1qR, SINO REORDENACIÓN O 
AGRUPACIÓN A ZONAS ESPECIFICAS FUNCIONALES D ELA MEMBRANA (RAFTS)



El tañaño del tumor y las metastasis hepáticas
Disminuyen con la inyección de las células
Knockdown para gC1qR
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed


