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1.- Objetivos

Los objetivos de la presente tesina son:

Formular un medio de separacion (BGE) adecuado para la separacion y
cuantificacion de ciertos iones inorganicos (Na*, K*, Ca*, Mg*, Mn*?, Fe*, Al*®)
mediante electroforesis capilar en zonas utilizando deteccién indirecta UV-Vis, en
condiciones de elevada fuerza idnica.

Aplicar el medio separativo formulado sobre analitos de interés geoldgico.
Centrandose en los denominados como mayoritarios en tales muestras.

Desarrollar un método para compatibilizar las condiciones quimicas de las
muestras geoldgicas digeridas con las condiciones requeridas por la técnica de
electroforesis capilar.

Ensayar la aplicabilidad del método desarrollado para analizar muestras reales de
origen geoldgico, centrandose en la cuantificacion de los iones mayoritarios que

permitan la caracterizacion y clasificacion del material geoldgico.

Regresar al indice
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2.- Introduccion

2.1.- Interés en la determinacion de cationes inorganicos por medio de la electroforesis

capilar

La electroforesis es un método de separacion definido por el movimiento diferencial de
especies cargadas (iones) a través de un campo eléctrico aplicado. En el caso de la elec-
troforesis capilar (CE) se aplica el mismo principio dentro de un capilar que contiene la so-
lucion que actua como medio de separacion, midiéndose los tiempos de migracion (tiem-
po que tarda un analito en recorrer el capilar hasta el detector).

La CE comenzo6 a desarrollarse como técnica experimental en 1967 por Hjertén, quien
demostrara la posibilidad de separar proteinas, acidos nucleicos e iones inorganicos. En
la década del 80, Jorgenson publica un sistema simple de electroforesis capilar constitui-
do por un capilar de silice fundida, una fuente de alto voltaje y un detector UV-visible. Ha-
cia 1988 surgen los primeros equipos comerciales y los primeros simposios exclusivos de
esta técnica.

El principal impulso que ha tenido la técnica es su potencial sensibilidad y bajo costo,
tanto instrumental como operacional, presentando una alta eficiencia principalmente en
medios acuosos. Esto ha llevado a que su principal aplicacion se haya volcado a sub-dis-
ciplinas de la biologia molecular y la quimica bioldgica, clinica y ambiental, permitiendo la
separacion y cuantificacion de biomoléculas en variados sistemas, incluyendo muestras
tan complejas como citoplasmas, plasmas, sueros o tejidos; abriendo nuevos caminos en
las areas de metaboldmica, gendmica, protedmica, etc. Sin ir mas lejos, la electroforesis
capilar ha sido la herramienta analitica que, en combinacién con el método de PCR, ha
permitido la secuenciacion del genoma humano. Por otro lado, se ha implementado como
analisis de rutina en la industria, principalmente en la farmacéutica, donde es usada para
la determinacion de la pureza de reactivos y productos entre otros usos.

Sin embargo, si se compara la cantidad de publicaciones y técnicas desarrolladas en
electroforesis capilar con las de otras técnicas separativas tales como cromatografia liqui-
da de alta resolucion o cromatografia de gases, puede verse que no son mayores aunque
su crecimiento es exponencial, expandiéndose hacia los mas diversos campos. Claramen-
te su potencial es muy alto, pero aun presenta un largo camino por recorrer para poder
ofrecer tantas soluciones estandarizadas a los problemas analiticos separativos como

ocurre con las otras técnicas. Asi mismo, la alta eficiencia que ha presentado la electrofo-
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resis capilar en el campo de biologia molecular y la quimica biolégica ha desviado la aten-
cion de otras areas en donde su aplicacion puede resultar de gran interés, por ejemplo en
el analisis de muestras inorganicas.

El uso de CE para la separacion de mezclas de iones inorganicos data de comienzos
de la década de los 90 [1-7]. Si bien en los pocos trabajos publicados en estos casos se
han reportado separaciones de mezclas conteniendo una diversidad importante de espe-
cies inorganicas, el objeto de los mismos siempre ha sido demostrar las capacidades se-
parativas de la técnica o de alguna variante en particular, pero poco se ha reportado sobre
su aplicacién practica al andlisis de iones inorganicos en muestras reales. A pesar de ello
estas pocas publicaciones demuestran claramente las ventajas de la electroforesis sobre
otras técnicas separativas especificas para iones, tal como la cromatografia de intercam-
bio i6nico, contando entre otras ventajas su muy menor costo operativo.

En todos los casos reportados, las concentraciones de los analitos y la fuerza i6nica de
las soluciones analizadas son muy inferiores a las del BGE, por lo que los problemas que
pueda acarrear la situacion contraria (elevada fuerza ionica de las muestras) no son con-
siderados en los articulos mencionados y se deberan tratar cautelosamente.

En el campo de la geologia y la geoquimica, el analisis quimico de los componentes
inorganicos mayoritarios (>1% p/p), minoritarios (1%-0,1% p/p) y elementos traza (<0,1%)
resulta de gran interés. Las determinaciones cuantitativas en materiales geologicos
normalmente se llevan a cabo luego de algun tipo de tratamiento, generalmente una
digestiéon completa del material empleando acidos, oxidantes y/o eliminacién de silice con
acido fluorhidrico.

Actualmente los elementos traza se analizan indefectiblemente mediante equipos de
espectrometria de masas en plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) dado que es el
unico método que alcanza los limites de deteccidn requeridos para su cuantificacion.
Estos elementos constituyen la huella dactilar y pueden proveer valiosa informacién
geocronoldgica sobre cada uno de los minerales que componen la roca. Sin embargo,
para ello es imprescindible conocer primeramente el tipo de roca que se esta tratando, lo
cual queda definido por la composicion de los elementos mayoritarios, ya que estos
guardan una relacion estequiométrica en la composicion, mientras que los traza y
minoritarios corresponden a diferentes sustituciones en la estructura. Los elementos
considerados mayoritarios son: Ca, Mg, Na, K, Fe, Al, Ti, Mn, Si, P, C. Otros autores

separan de este grupo al Ti, Mn, P y C como minoritarios [8].
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Existe una cierta variedad de métodos para analizar “mayoritarios”, entre los cuales se
incluyen desde las volumetrias clasicas e individuales para cada uno de ellos,
espectrofotometrias (Si, Fe, P), fotometria de llama (Na, K, Ca, Mg), ICP con deteccion
optica y fluorescencia de rayos X (FRX) [9-11]. Las dos ultimas son las mas utilizadas ya
que permiten determinar todos los elementos mayoritarios y minoritarios en un mismo
analisis. Sin embargo estas cuentan con desventajas. Al igual que ICP-MS, ICP tiene un
elevado costo en insumos (por ej., los costos asociados al Argon por hora de uso rondan
alrededor de los $1000). El costo operativo de los equipos de FRX es extremadamente
bajo, pero su uso requiere de un tratamiento de muestra especial y especifico, que
consiste en la fusion alcalina para la formacion de una perla vitrea en mezclas metaborato
de litio y bdérax para cada muestra y para cada uno de los patrones de calibracion.
Ademas, se observan fuertes interferencias de la matriz con diversos iones que agregan
errores a los resultados y se requiere correcciones para obtenerlos con una precisiéon
aceptable. Incluso para algunas matrices es imprescindible el uso del método de
calibracion del estandar interno, lo cual implica preparar una serie de perlas de calibracion
por cada muestra.

Luego de una digestion con mezclas &cidas, oxidantes o eventualmente acido
fluorhidrico, ocho de los componentes mayoritarios quedan en solucién como especies
cationicas, el fosforo bajo la forma anidnica, mientras que el resto son eliminados (Si, C).
Dado que la CE ofrece ventajas para el analisis de cationes, su potencial aplicacion para
llevar a cabo analisis de este tipo de muestras se pone en evidencia; sin embargo no se
han encontrado en bibliografia articulos que reporten haber separado compuestos
inorganicos en este tipo de muestras mediante CE, convirtiéndolo en un interesante
desafio analitico, tanto para la optimizacion de la separacion por deteccion indirecta como
para la determinacién y cuantificacién de los mismos, aprovechando las ventajas de la CE
anteriormente mencionados.

Al igual que cualquier otra técnica para el analisis de micromuestras, el punto mas débil
es el limite de deteccion, pero para el caso de elementos mayoritarios no representaria
inconvenientes. El costo operativo es muy bajo, se pueden analizar soluciones acuosas
sin requerimiento de solventes organicos en cantidades considerables y, dado que es una
técnica separativa, cada ion es separado de la matriz disminuyendo o eliminando estas
interferencias.

Una limitacion que presenta este método es que la fuerza idnica de las soluciones a

analizar deben ser inferiores a la fuerza iénica del medio de separacién. En el caso ideal
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los iones del BGE estan a cargo del transporte de cargas y, por tanto, del establecimiento
del campo eléctrico, mientras que las bandas de los analitos migran en condicion de dilu-
cion infinita en dicho campo. Cuando la concentracion de los iones en la solucion proble -
ma se eleva estos dejan de migrar como entidades invisibles y, en su lugar, toman parte
activa en el transporte de carga y circulaciéon de corriente. Esto se traduce en que los io-
nes, en lugar de migrar en forma de banda con una velocidad caracteristica similar a la de
dilucion infinita, la banda toma un perfil de concentraciones triangular y se ensancha mu-
cho mas de lo habitual. Este fendmeno se denomina electrodispersion y en muestras dilui-
das existe como pequena contribucién a la dispersion total. Pero en un caso extremo de
concentracion, el comienzo de la banda puede llegar al detector sin que el final de la ban-
da abandone el punto de inyeccidn, y su elevada sefal se superpone a la seial del resto
de los analitos que puedan encontrarse a concentraciones menores. En un sentido aun
mas estricto, no se trata sélo de fuerza idnica sino de capacidad de cada especie para
conducir carga, lo cual involucra efectivamente la concentracion de cada ion, y también su
movilidad, conductividad i6nica y/o su coeficiente de difusion, todas magnitudes matemati-
camente vinculadas. Por ejemplo, la conductividad i6nica del proton es unas 8 veces ma-
yor a la conductividad iénica del ion sodio, con lo cual, el ion hidrégeno tendra aproxima-
damente la misma capacidad de conducir carga (habitualmente dado por el nimero de
transporte, t) que el sodio a concentracién 8 veces mas elevada.

Esta situacion impone condiciones a las soluciones a analizar. Por un lado el requisito
mencionado para la fuerza iénica de las muestras a inyectar puede implicar tener que di-
luir para compatibilizar la fuerza idnica de los digeridos con la fuerza idénica del BGE de
separacion. Diluir la muestra va en detrimento de la deteccion de los componentes mas
diluidos.

Por otra parte implica restricciones para los valores de pH de las muestras a inyectar.
La concentracion de protones no podra ser muy elevada a fin de evitar la electrodisper-
sion. Pero cuando el pH no es lo suficientemente bajo no se garantiza la solubilidad de to-
dos los iones (pH<1el>0,1M).

Existen diferentes clasificaciones para las rocas segun la norma que se utilice, obte-
niéndose distintos graficos de clasificacion, como por ejemplo Total Alkali Silica (TAS) sue-
le utilizarse para rocas igneas. Esta clasificacion se establece a partir de la composicion
en dos especies: SiO, y Na,O+K;0; y se complementa con el indice de peralcalinidad
para diferenciar entre ciertas especies no diferenciables sélo por TAS. Este indice se en-

cuentra definido por la siguiente relacién [12]:
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[Na,0+K,O]
[Al, O]

Otras clasificaciones posibles involucran relaciones de la composicién en K,;0, Na.O y

CaO respecto de la alumina. Asi es que, por ejemplo, pueden clasificarse como:

- K,O

Ultrapotasicas: >3
Na, O

Peralcalinas [K,0+Na,0] 1

[ = >

[ AL O;]

_ [K,0+Na,O]

Peraluminosas: ————<1
[AL O;]

Resumiendo, los elementos principales a determinar seran K, Na, Ca y Al, si se trabaja
con muestras tratadas libres de Si. No obstante, la determinacion de otros elementos pue-
den permitir la aplicacién de otras normas que complementen a las antedichas y brindaran

una informacién mas detallada de la misma.

CaO
3]
(o=
/o)
@]

NaZO Na20 NaZO

Peraluminoso Metaluminoso Peralcalino

Fig. 1: Ejemplo grafico de clasificacion quimica de rocas. [12]
Regresar al indice



Trabajo de fin de Carrera Juan A. Aspromonte

2.2.- Principios de la electroforesis capilar

La separacion electroforética se basa en las diferentes velocidades de los solutos i6ni-
cos en un medio dado (conocido como electrdlito de soporte) dentro un campo eléctrico
externo, dada por:

v=u,E

Donde . es la movilidad electroforética, E el campo eléctrico aplicado y v la velocidad del
ion.

El campo eléctrico puede expresarse en funcion de voltaje aplicado y el largo del capi-
lar, dos parametros directamente medibles:

=V

L
Si se toma el voltaje aplicado V en volts y el largo del capilar L en cm, el campo eléctrico
tendra unidades de volts/cm.

La movilidad, para un dado i6n en un dado medio, es una constante caracteristica del
ion y es directamente proporcional a la fuerza eléctrica FE e inversamente proporcional a
la fuerza de friccidn experimentada por el i6n en el medio:

o FE
Me FF

Expresando la fuerza eléctrica a partir de las leyes de la electrostatica como:
FE=qE

Con g carga del ion.

Y aproximando la fuerza de friccion con la ecuacién de Stokes-Einstein, considerando
iones esféricos:

FF=—6nnrv

Donde n es la viscosidad de la solucion, v la velocidad del mismo y r el radio del ion, el
cual se puede reemplazar por el radio de Stokes.

Si se considera que durante la electroforesis se tiene un estado estacionario, en donde
ambas fuerzas se encuentran balanceadas (iguales y opuestas):

qE=6nnrv

Y si se reemplaza la velocidad en esta expresion por la de v=l.E, se obtiene una ecua-

cion que describe la movilidad electroforética a partir de parametros fisicos:

q
6mnr

W=

10
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Analizando esta ecuacion puede verse que iones pequenos y de cargas altas tendran
movilidades altas. Asi mismo, las movilidades son independientes del campo eléctrico, y

por lo tanto del voltaje aplicado y la longitud del capilar.
Regresar al indice

2.2.1.- Flujo electroosmatico

El flujo electroosmatico (EOF) es un flujo neto del seno del liquido a lo largo del capilar
como consecuencia del efecto del campo eléctrico sobre las cargas superficiales del inte-
rior del capilar. Este afecta al tiempo de migracion de los analitos en el capilar, definiendo
una movilidad aparente que involucra la movilidad del analito (efectiva), descripta ante-
riormente, y una nueva componente que denominaremos como movilidad del EOF. Por lo
tanto, la movilidad aparente es:

We=M, U pop
Donde . es la movilidad aparente, L. la movilidad efectiva y Ueor la movilidad del flujo
electroosmotico.

Por lo tanto, el EOF es un parametro de gran importancia, ya que afecta directamente
las movilidades y por lo tanto los tiempos de migracién.

Se puede describir el EOF a partir del modelo de doble capa cargada, pudiéndose defi-
nir en funcién de la constante dieléctrica o permitividad de la solucién g, el potencial zeta
de las paredes (, y la viscosidad de la solucion n, segun la ecuacion siguiente:

eCE
Weor =~

El potencial zeta esta determinado principalmente por la carga superficial de la pared
del capilar y ésta a su vez esta determinada por el pH (debido a los silanoles de la super-
ficie), por lo tanto la magnitud del EOF varia con el pH.

A altos valores de pH, donde los silanoles se encuentran desprotonados, el EOF es sig-
nificativamente mayor que a bajos valores de pH, donde los silanoles se hallan protona-
dos. Segun el pH en el que se trabaje se pueden obtener diferencias en el EOF incluso
superiores a un orden de magnitud, por lo que el pH es un parametro fundamental en la
separacion electroforética.

Dado que el potencial zeta es dependiente de la fuerza idnica, ésta también afecta al
EOF. Al aumentar la fuerza idnica del medio, se comprime la doble capa y disminuye el

potencial zeta, por lo que se reduce el EOF a mayor fuerza idnica.

11
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Por otro lado, se debe considerar también el efecto de la viscosidad, la cual es conside-
rablemente afectada por la temperatura, por lo que ésta constituye otro factor importante
si se desea obtener una reproducibilidad aceptable. La variacion de la viscosidad con la
temperatura es propia de la composicion de la solucion utilizada como electrdlito soporte y
debera ser controlada en cada caso en particular.

Todas las mencionadas son variables experimentales que siempre se deben controlar
considerando una compleja red de relaciones de compromiso. El pH, la fuerza idnica, la
concentracion y tipo de buffer, etc; no sélo controlan del EOF sino que también establecen
las condiciones quimicas de las especies a separar, la corriente que se establecera y con-

secuentemente el calor generado y la pérdida de eficiencia, entre otros factores.

Regresar al indice

2.2.2.- Consecuencias y ventajas del EOF

En el caso de las cromatografias, los flujos que se establecen son hidrodinamicos, es
decir que se establecen a partir de la aplicacién de una diferencia de presion. El perfil de
velocidades de este tipo de flujos es parabdlico, lo cual produce un ensanchamiento
longitudinal de las bandas cromatograficas debido a la diferencia de velocidades entre los
distintos puntos de la seccion transversal de los tubos o canales de conduccion del flujo.
Pero en el caso de las electroseparaciones el EOF tiene como principal caracteristica su
perfil plano de velocidades, conocido como “flujo pistdn” y que, a diferencia de los flujos
hidrodinamicos, producen una dispersion practicamente nula de las bandas, lo cual

constituye la base de la elevada eficiencia de las técnicas electroseparativas.

Flujo Laminar

Fig. 2: Perfiles de flujo a) EOF; b) laminar; presentados junto con las dispersiones asociadas a
ellos. [39]

En CE el ensanchamiento de bandas queda definido fundamentalmente por la difusion
longitudinal, con lo cual, se pueden alcanzar eficiencias que, en términos de niumero de

platos tedricos, suele ser entre 10 y 30 veces mayores que los alcanzados por HPLC.

12
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En el caso de capilares de silice desnuda y a valores de pH no muy acidos (pH > 4), la
pared se encuentra cubierta por iones moviles positivos, que se desplazaran conjunta-
mente hacia el catodo definiendo un EOF neto que ira desde el polo positivo hacia el ne-
gativo. Esto implica que los analitos cationicos presentaran una mayor movilidad aparente
ya que el EOF tiene el mismo sentido que su propia movilidad electroforética. Por el con-
trario las especies anionicas, que presentaran movilidad electroforética en sentido opues-
to al del EOF, disminuiran y hasta invertiran su movilidad aparente, respecto de su movili-
dad propia (electroforética) en el campo eléctrico. Por lo tanto, aplicando voltaje positivo
en el extremo del inyector puede ocurrir que lleguen hasta el detector especies de ambos
tipos de cargas: primero las catiénicas, luego las neutras que migran con el EOF, y luego
algunas de las aniénicas cuya movilidad electroforética propia no es muy elevada y son
“arrastradas” por el EOF hacia el detector. Sin embargo, las especies de carga negativa
que posean movilidades superiores a las del EOF migraran hacia el extremo de inyeccion

y no alcanzaran el detector.

Regresar al indice

2.2.3.- Dispersion

Como se ha visto la separacion electroforética esta basada en las diferencias de movili-
dad de los analitos y la resolucidn entre analitos esta determinada por el proceso dispersi-
VO.

La dispersion puede entenderse como la propagacion de la zona de analito por las dife-
rencias en velocidades dentro de dicha zona. Puede definirse como el ancho de pico en la
base, W,. Asi para un pico Gaussiano:

w,=40

Donde o es la desviacion estandar, en un pico gaussiano corresponde al ancho a media
altura o wip..

Diferentes factores pueden ser de importancia en los fendmenos dispersivos pero en
su mayoria son facilmente controlables y pueden evitarse si se trabaja adecuadamente.
Pueden mencionarse a modo de ejemplo la dispersion por gradientes de temperatura (ca-
lentamiento por efecto Joule), el largo de la inyeccidn, fendmenos de interaccion entre los
analitos y las paredes del capilar, diferencias en la conductividad entre el electrdlito sopor-
te y los analitos, y todo fendmeno que aleje al sistema de la condicién ideal propuesta pri-

meramente.

13
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Claramente estos fendmenos deben ser controlados para obtener una buena resolu-

cion, por eso describiremos brevemente los mas relevantes de ellos.
Regresar al indice

2.2.4.- Calentamiento Joule

Se entiende por calentamiento Joule al calor generado por el pasaje de una corriente a
través de una resistencia. El aumento de temperatura producido esta relacionado directa-
mente al producto del voltaje y la corriente (potencia), por lo que esta determinado por el
voltaje aplicado, las dimensiones del capilar y la conductividad del medio.

Generalmente la potencia generada es menor a los 5 W/m, con incrementos de tempe-
ratura entre 10 y 70 °C, llegando incluso a temperaturas mayores si no se controla la tem-
peratura adecuadamente. Un incremento general de la temperatura puede no ser proble-
matico pero si lo es la formacién de un gradiente de temperatura.

Otra caracteristica del uso de capilares vinculada al calentamiento Joule es la seccion
transversal pequefia, en general se utilizan capilares de 50 o 75 um, que restringe la cir-
culacion de corriente a pocos microamperes, lo que contribuye a disminuir el calentamien-
to y evitar gradientes de temperatura.

Para lograr una buena disipacion de calor cuando se trabaja a potencias menores a 7
W/m es suficiente el uso de un sistema de ventilacion por aire. Sin embargo, los cambios
en la temperatura ambiente y en la eficiencia de disipacion del calor pueden ocasionar
cambios entre 2 y 3 % en la movilidad de los iones, debido a cambios en la viscosidad del

medio, e incluso se puede ver afectada la inyeccion debido a estos cambios.
Regresar al indice

2.2.5.- Largo de la inyeccion

En términos de la dispersion, el largo de la inyeccion debe ser minimizado. Sin embar-
go la disminucion excesiva de la inyeccion conlleva a la perdida de detectabilidad y repro-
ducibilidad.

Se considera que idealmente el largo de la inyeccién no debe ser mayor que la desvia-
cion estandar debido a la difusion, siendo ésta proporcional al coeficiente de difusion; por
lo que analitos mas pequenos necesitan inyecciones mas pequefas que las macromolé-
culas, que poseen coeficientes de difusion menores. En general este parametro debe ser

ensayado en cada caso en particular.

Regresar al indice
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2.2.6.- Interaccion con las paredes del capilar

Las interacciones con las paredes del capilar pueden causar la pérdida de analitos por
adsorcion o bien coleo de los picos esperados. La principal causa es la interaccion idnica
de la pared con carga negativa y los analitos catidénicos. La gran relacion area/volumen
que resulta beneficiosa en la disipacion térmica, constituye ahora un inconveniente ya que
incrementa la posibilidad de interacciones adsortivas de los analitos.

Estas interacciones son uno de los principales problemas en las separaciones que in-
volucran proteinas o moléculas de gran tamafo que se ven favorecidas por interacciones
hidrofébicas. No obstante, es importante considerarlas en otros sistemas en donde pue-
dan ocurrir aunque no tengan un efecto tan importante sobre la dispersion como en los

mencionados.

Regresar al indice

2.2.7.- Electrodispersion

Diferencias en las conductividades del electrélito soporte y el analito pueden causar
una concentracién o dispersion de analito en la zona de migracion, una isotacoforesis
temporal por exceso de un cierto ion o sesgar el pico correspondiente.

Cuando el analito posee una mayor movilidad que el electrélito soporte, el frente de la
zona de migracion se vuelve mas difuso y la parte posterior se vuelve mas aguda. Por el
contrario, si el analito posee una movilidad menor que el electrdlito soporte, la parte frontal
de la zona de migracion se vuelve mas aguda y la posterior mas difusa.

Estas distorsiones pueden explicarse considerando el campo eléctrico en cada zona.
Por ejemplo, cuando la zona de migracion posee una movilidad mayor (menor resistividad
de la solucion, por lo tanto menor caida de potencial) que el electrdlito soporte, al avanzar
el analito en la direccion de migracion, se encuentra con una mayor caida de potencial al
entrar en la zona de electrdlito soporte, por lo que el analito se aleja de la zona de migra-
cion, difundiendo hacia el electrdlito soporte. En la parte posterior de la zona de migra-
cion, el analito también se encuentra con un incremento en la caida de potencial pero en
la misma direccion que la migracién, por lo que el analito es empujado hacia la zona de
migracion, dandole una forma aguda. Resumiendo, la parte frontal es difusa y la posterior

aguda.
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Si se analiza a partir de los tiempos de migracién se dice que este ultimo caso es un
coleo, mientras que el caso opuesto seria un fronteo. En el siguiente esquema se ilustran

las posibles situaciones, notar que la escala de tiempo va de derecha a izquierda.

El b

Baja Baja Conductividad Alta Alta
Conductividad Conductividad Equivalente Conductividad - Conductividad
+

Alta - + % aja -
Conductividad Conductividad
Electrolito ( ) Electrolito Electrolitc Electrolito Electrolito Electrolito
Soporte o Soporte | Sop Soporte Soporte o ‘Soporte

A
A
A

t t t

Fig. 3: Electrodispersién a) fronteo; b) simétrico; c) coleo. [39]

Los efectos electrodispersivos pueden ser minimos en sistemas en los que predomi-
nan otros fendbmenos dispersivos, pero son de suma importancia cuando se trabaja con
analitos cuyas movilidades difieren mucho unas de otras. En el caso de analitos inorgani-

cos, la electrodispersion es un tema central para alcanzar una buena resolucion.
Regresar al indice

2.2.8.- Resolucion

La separaciéon de dos analitos sucesivos estara determinada por las diferencias en mi-
gracion entre ellos (a mayor diferencia estaran mas resueltos) y los procesos dispersivos
(la dispersion perjudica la resolucion). Por lo tanto, se define la resolucion de dos analitos

consecutivos 1y 2 como:

R= 2 (tz_t1)
(W1+W2)
con t; y t; tiempos de migracién, y w1 y w, ancho en la base de los analitos correspondien-
tes.
Un valor de R de 1,5 corresponde a la resolucién completa; valores mayores indican

que la separacion es completa y transcurre un cierto tiempo entre analitos.
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Dado que los tiempos pueden escribirse en términos de las movilidades, la resolucion
puede escribirse empleando las relaciones expuestas anteriormente y encontrar que:

1 vV 1/2
R=——Au( )
4\5 D(Mprom-H’LEOF)

Esta ecuacion se conoce como resolucion tedrica y no necesariamente se cumple en

todos los sistemas, ya que fue deducida a partir de las ecuaciones anteriores las cuales
corresponden a modelos idealizados.

Sin embargo, de esta ecuacion debe observarse que al aumentar la diferencia de po-
tencial (voltaje) no se obtiene un incremento lineal de la resolucion. El voltaje debe ser
cuadruplicado para obtener una resolucion del doble, lo cual nos descarta este parametro

como un buen control de la resolucion.
Regresar al indice

2.2.9.- Electroforesis capilar en zonas (CZE)

La CE se puede utilizar bajo varias modalidades: electroforesis capilar en zonas (CZE),
cromatografia electrocinética miscelar (MECK), isotacoforesis capilar (CITP), electrofore-
sis capilar en gel (CGE), isoelectroenfoque capilar (CIEF) y electrocromatografia capilar
(CEC); pero dada su versatilidad y simplicidad, el modo mas utilizado es el de electrofore-
sis capilar en zonas (CZE) el cual basa la separacién en funcion de las movilidades de los
iones libres en solucion.

Las aplicaciones de la CZE son de las mas variadas, desde macromoléculas hasta io-
nes inorganicos. Encontrandose en literatura principalmente su uso en el analisis de
amino acidos, péptidos, enantiomeros, estudios conformacionales en proteinas e iones
inorganicos.

La CZE se puede considerar como el modo mas simple de electroforesis debido a que
el capilar solo contiene electrolito soporte para la corrida y sobre éste se inyecta la mues-
tra. En este modo, la separacién ocurre debido a diferencias de migracion entre analitos
de una muestra, generando zonas discretas en las que se halla cada componente.

Debido a que no es el unico modo en el cual se tienen zonas definidas de migracion,
suele llamarsele modo de tubo abierto (open-tube) o de solucion libre (free solution), ha-
ciendo referencia a que no se posee una fase estacionaria ni aditivos al electrdlito soporte

que afecten a la separacion, como es el caso de otros modos.
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Fig. 4: Esquema de separacion electroforética en zonas. [39]

Las consideraciones tedricas que se han explicado anteriormente son perfectamente
validas para este modo operacional, siempre considerando las limitaciones propias de las
suposiciones realizadas.

Para mejorar la resolucion es muy importante controlar la selectividad del sistema.
Para ello pueden encontrarse situaciones en las que el agregado de aditivos al electrélito
soporte pueda mejorar considerablemente la separacion, ya sea agregando un equilibrio
de particion con ciertos compuestos o bien impidiendo las interacciones no deseadas de
los analitos con, por ejemplo, las paredes del capilar. Es asi que en ciertos casos el agre -
gado de aditivos se vuelve necesario y, si bien no llega a ser la situacién de MECK, se
aleja mucho de la situacion ideal de CZE. No obstante, en estos casos se considera como
un sistema de CZE con ciertas variantes, pero el estudio tedrico del sistema se vuelve
muy dificultoso y se debe estudiar cada caso en particular, siendo muy dificil predecir el

comportamiento del sistema en estudio.
Regresar al indice
2.2.10.- Deteccion UV indirecta

El sistema de deteccion mas utilizado en electroforesis capilar es la absorcion en la re-
gién del ultra violeta y el visible (UV-visible)

La deteccidn por absorcion de luz se basa en la ley de Lambert-Beer para la absorcion
de radiacion, la cual determina la absorbancia en funcién de la naturaleza del compuesto
y su concentracion:

A=—logT=¢lc

donde A es la absorbancia, T la transmitancia, epsilon la absortividad molar, | el camino
optico y ¢ la concentraciéon molar.

La razén principal del uso de esta forma de deteccidn es por la simplicidad instrumen-
tal a la hora de adaptar los detectores convencionales UV-visibles utilizados en otros sis-
temas y el hecho de que permite el acoplamiento directo sobre la columna, por lo que se

puede utilizar como deteccién en columna (on-column). Para esto se debe remover la pe-
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licula de poliimida para obtener una ventana que sea acoplable a la abertura del detector,
utilizando sélo un alineador para tal fin. Asi, el camino éptico obtenido equivale al diametro
interno del capilar, lo cual evita la dispersion que originaria una celda de deteccion con-
vencional pero disminuye el camino 6ptico, por lo que se deben tomar varios recaudos en
las demas partes que componen el detector, fuente luminica, fotodetector, alineador, luz
espurea y amplificador. Estos se encuentran preestablecidos instrumentalmente y seran
descriptos en la seccidn instrumental.

Generalmente, se utiliza un electrélito soporte que no presente absorcion en la misma
region de absorcion que el analito en estudio y se obtienen picos correspondientes al
paso del analito por la ventana de deteccion, pero en el caso de analitos no absorbentes,
como iones inorganicos, este sistema no es aplicable. Con el objetivo de poder realizar
determinaciones de analitos no absorbentes sin necesidad de desarrollar un nuevo instru-
mental o realizar derivatizaciones u otras manipulaciones sobre las muestras, se ha pro-
puesto realizar una deteccion indirecta.

La posibilidad de utilizar este modo fue propuesta primeramente por Hjerten y colabo-
radores y luego demostrada por Foret, Kuhr y Yeung [13]. El método se basa en el despla-
zamiento fisico de moléculas de un cromoforo constituyente del electrdlito soporte por las
del analito, por lo que al llegar a la ventana del detector, se observa una disminucién de la
absorcion UV-visible, obteniéndose picos negativos. En electroforesis capilar se utiliza un
componente croméforo con carga de igual signo que el analito que lo desplazara, mante-

niendo la electroneutralidad.

O
O o
O .O
O O
OQ O.

Fig. 5: Mecanismo esquematico de deteccion indirecta. Izquierda: la fase movil contiene un cromo-
foro que genera una respuesta de absorcién. Derecha: cuando los analitos (circulos negros) ingre-
san en la zona del detector, desplazan a las moléculas croméforas y la absorcion disminuye, se
obtiene un pico negativo. [14]

Con el objetivo de evitar la dispersion de los analitos, se debe garantizar un electrélito
soporte cromoforo con movilidad similar a la del analito. Si el co-idn cromoforo posee una

movilidad mayor a la del analito, se observara coleo en el pico correspondiente. Por el
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contrario, si el co-iébn croméforo posee una movilidad menor, se observara fronteo del pico
correspondiente.

Para evitar compromisos de detectabilidad, se debe seleccionar un co-i6on cromoéforo
que absorba a una longitud de onda tal que el analito posea un absorbancia minima o
nula. Esto no suele ser un problema en el caso de cationes inorganicos, pero puede serlo
para aniones.

Un parametro de gran importancia es el coeficiente de transferencia (TR), el cual se
define como el numero de moléculas del electrolito soporte desplazadas por cada molécu-
la de analito:

TR _ _dCcrom
dc,

1

O en términos de las movilidades:

Zq, Wy (Mot uee)

TR=
(Zb w,(u,+u,)

donde a es el analito, b y ¢ los co- y contra-ién del electrélito soporte respectivamente; z
es la valencia de las respectivas especies y uy sus movilidades. A mayor TR, se tendra un
desplazamiento mas efectivo. Puede verse que el TR 6ptimo se obtiene para un co-ién
cromoforo con carga 1 y cuando su movilidad es mayor que la del analito.

Otro parametro de utilidad es el de reserva dinamica (DR), definido como la relacion de
la sefial respecto del ruido de fondo. Un mayor DR implica una sefial de fondo mas esta-
ble.

DR:i: ser?al
ruido

o

Con estos dos parametros (TR y DR) puede encontrarse una expresion para la con-
centracion del limite de deteccion (Cimit) €n funcion de la concentracion del ion cromoéforo
(Carom), SEQUN [15]:

C

Climit = k —
DRTR

Donde el valor de k se selecciona entre 2 6 3 dependiendo del nivel de significancia
deseado. Puede observarse que el limite de deteccion depende de la concentracion de

co-ion cromoforo, siendo menor a menor concentracion de cromoéforo. Por otro lado, para
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obtener un limite de deteccidn bajo, se requiere un DR y TR elevados, lo que implica una
sefal de fondo mas estable y un desplazamiento de moléculas mas efectivo.

Por otro lado puede analizarse la situacion de compromiso que se genera entre el nu-
mero de platos tedricos y la resolucidn. El primero se incrementa considerablemente si el
flujo electroosmotico va en la misma direccion que los analitos (co-EOF), incrementando
la detectabilidad; pero esto compromete la resolucion (ver ecuaciones de N y R). Asi, para
mejorar la resolucion se deberia trabajar en condiciones de flujo electrosmatico invertido o
nulo.

En la mayoria de los casos esto no es necesario y se debe intentar maximizar el N, ya
que las diferencias en movilidades entre analitos son suficientes para garantizar una bue-
na resolucion del sistema. No obstante, en el caso de cationes inorganicos, esta regla ge-
neral no se cumple y garantizar la resolucion puede no ser tan simple.

Como se ha visto, se debe tener un co-idn en el electrdlito soporte cuya movilidad sea
similar a la del analito a fin de obtener picos simétricos. Esta condicion dificilmente se
cumpla para todos los analitos de una muestra en simultaneo. Como se explicara ante-
riormente, las asimetrias de los picos obtenidos estan relacionadas con las diferencias en
conductividad de la zona de migracion del analito y las zonas circundantes a ésta:

C

A K= ( e ) (Mcof ion Manalim) ( Mcontmfién - Manalito)

Manalilo

A esta relacién se le debe agregar la consideracion de la concentracion del co-ion cro-
moforo del electrdlito soporte, ya que sera la relacidon entre conductividades la que deter-
mine el grado de asimetria. Por lo tanto, al aumentar la concentracion de co-ion cromoéforo
en el electrdlito soporte, se disminuye la asimetria [16].

El unico inconveniente que presenta la conclusién anterior es que, como se ha dicho
en secciones anteriores, un incremento desmedido de la concentracion conlleva a un ca-
lentamiento Joule que podria generar dispersion por temperatura. Asi mismo, puede ser
que se supere el rango lineal de respuesta del detector, lo que disminuiria la detectabili-
dad. Por otro lado, el ruido de la sefal también se incrementa al aumentar la concentra-
cion del co-idén cromoéforo del electrolito soporte, con su consecuente aumento del limite

de deteccion.

Regresar al indice
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2.2.11.- Formulacion del BGE apropiado para nuestro sistema

Como en deteccion indirecta el electrdlito soporte (BGE) es el responsable de la de-
teccidn, separacién y resolucion de los analitos, su preparacion es fundamental en el de-
sarrollo de este método.

Un BGE apropiado debe contener una especie cationica cromdéfora que sera la despla-
zada por los analitos no absorbentes; éste debe poder utilizarse en una concentracion su-
ficientemente elevada para garantizar una fuerza i6nica comparable a la de la muestra
pero manteniendo un DR y TR aceptables, que posea carga unitaria y con movilidad cer-
cana a la de los analitos. Por otro lado, el BGE debe poder mantener a los cationes en so-
lucidn durante el analisis pero sin llegar a pH extremos y debe permitir una resolucién
aceptable de los analitos de interés. Por ultimo, dado que el niumero de componentes del
BGE esta relacionado con la cantidad de picos de sistema (autopicos), se desea mante-
ner la composicion de la solucion de electrélito soporte lo mas simple posible.

Asi es que, para el caso de cationes, Shi y Fritz [17] propusieron el uso de un cromofo-
ro catiénico y un complejante débil que a su vez acidifique el medio, generando una situa-
cion de estabilidad para los analitos cationicos, evitando la interaccion con las paredes del
capilar o la posible formacion de compuestos insolubles como ocurre a pH elevados.

Otros autores [18] proponen el uso de una concentracion determinada del cromdforo y
el complejante, y realizan el ajuste de acidez por medio de un tercer componente. En es-
tos casos, el comportamiento del sistema se vuelve dificil de predecir. En la practica, al te-
ner un mayor numero de componentes en el BGE, se observan un mayor numero de pi-
cos propios del sistema (autopicos) que pueden afectar a la resolucion de algun otro pico
del sistema [19].

Al incorporarse un complejante o cualquier otro componente, debe considerarse que
las movilidades electroforéticas de los iones no dependen unicamente de su carga, masa
y dimensiones fisicas, sino que depende fuertemente de las interacciones que puede pre-
sentar con los componentes del BGE. Si las movilidades de los cationes libres son muy si-
milares entonces la adicion de un complejante al BGE permite modificar las movilidades,
ya que los cationes formaran complejos a velocidades diferentes [20].

En el siguiente grafico se muestran los tiempos de migracion en funcién del pH al se-
leccionar un BGE determinado, en este caso UV-cat-1 de Waters como croméforo e HIBA
como agente complejante. Puede apreciarse que a medida que aumenta el pH, los tiem-

pos de migraciéon disminuyen debido al aumento del EOF. El pH también afecta los equili-
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brios de complejacion, lo cual puede analizarse a partir de la comparacion de las pen-
dientes, y ésta también afecta al cambio en los tiempos de migracion. En el caso de espe-
cies que no forman un complejo estable, su variacién depende sélo del cambio que ocurre
en el EOF. Resumiendo, se tiene una relacion de compromiso entre la variacion del EOF y

la complejacién de las especies al seleccionar un determinado pH de trabajo.
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Fig. 9: Efecto del pH sobre los tiempos de migracion de varios cationes metalicos inorganicos.
BGE 5 mM UV-cat1, 6,5 mM HIBA. El pH natural era de 4,4 y se aumenté con N,N-dietilaminoeta-
nol [21].

Por otro lado, la naturaleza del complejante sera también un factor determinante en la
resolucion del sistema. Agentes complejantes fuertes y de gran tamafio molecular en com-
paracion a los cationes inorganicos, que presentan elevadas constantes de estabilidad,
pueden complejar muy eficientemente a practicamente todos los cationes presentes en la
solucién, sin trasladar a su tamafio total el tamano del i6n central; por lo tanto se obtiene
una separacion de complejos cargados con cargas similares, por lo que se tiene una muy
pobre resolucion.

Comparando los resultados obtenidos por diferentes autores [17, 18, 22], puede deter-
minarse que en el caso de trabajar con acido lactico, se encuentra un pH 6ptimo de traba-
jo entre 4,5y 4,7. Este resultado es algo esperable si se considera que todas las especies
cromoforas ensayadas presentan pKa de protonacién muy elevados respecto de este pH
por lo que se encuentran mayoritariamente bajo su forma cationica y, por otro lado, el pKa
del acido lactico es 3,8 por lo que a estos pH de trabajo se encuentra considerablemente

disociado que es la especie que actua como complejante; por lo tanto, se tendra una pro-
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porcion aceptable, tanto de co-ion cromoforo como de ligando complejante. En general, la
ventana de pH de trabajo estara dada por los pKa de los compuestos utilizados; debiendo
ser mayor al pKa de este tipo de complejantes y menor al del cromoforo.

Como ya se mencionara, Shiy Fritz [17, 22] obtuvieron una separacion de metales al-
calinos, alcalinotérreos, metales de transicion y tierras raras mediante CE empleando de-
teccion indirecta probando diferentes cationes organicos, empleando diferentes co-iones
cromoforos hallaron los mejores resultados para 4-metilbencilamina, feniletilamina, benci-
lamina, p-toluidina y UV-Cat1 de Waters.

Por otro lado estos autores ensayaron diferentes complejantes, llegando a obtenerse
una muy buena separacion de 27 cationes con bajos limites de deteccion usando acido
lactico como complejante. Por su parte Lin et al [18] estudiaron el rol del agente comple-
jante, probando distintos complejantes en un BGE cuyo cromoforo era a base de imidazol,
hallando una buena separacion al trabajar con los acidos carboxilicos: maldnico, succini-
co, glicdlico, lactico o acido hidroxiisobutirico (HIBA).

Sin embargo, cabe destacar que el objeto de estos trabajos ha sido el de demostrar la
capacidad separativa. En ellos siempre se utilizaron muestras sintéticas con iones a bajas
concentraciones (1 mg/l maximo), sin grandes diferencias de concentracion entre analitos,
y de fuerzas idnicas muy bajas. En términos generales, los electroferogramas obtenidos
estan resueltos, pero ante un leve aumento en la concentracion de alguno de los analitos
se pierde la separacion de algunos de ellos.

Basandose en estos resultados se han desarrollado algunos trabajos de aplicacion de
estas técnicas, los cuales requieren un pretratamiento de muestras no muy exhaustivo y
se han aplicado con cierto éxito a algunos sistemas como aguas, combustibles y alimen-
tos [23-29], donde la determinacion de diferentes cationes inorganicos brinda informacion
caracteristica sobre la calidad; aunque el numero de analitos determinados es mucho me-
nor respecto a los trabajos antes mencionados.

La principal complicacion que se presenta en estos trabajos de aplicacion es la diferen-
cia de concentraciones que presentan los analitos de interés y fuerza idnica general de las
muestras provenientes de digestiones de rocas, por lo que se debe modificar el BGE para
poder obtener una separacion aceptable. Para esto, se ha propuesto la incorporacion de
un nuevo equilibrio de complejacion al existente utilizando una pequefna cantidad de un
éter de corona (18-crown-6) que permite alojar en su interior a los cationes en diferente
proporcion segun la naturaleza del mismo, variando el orden de elucion y permitiendo la

separacion de los analitos no resueltos.
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Esto generd un cambio en el orden de migracion de los analitos y un incremento en el
tiempo general de la separacion, pero sin presentar grandes mejorias en cuanto a la dis-
persion de los analitos mas concentrados. Por otro lado, el uso de éteres corona, vuelve
al sistema poco predecible debido a la complejidad extra que se incorpora al sistema se-
parativo, por lo que los aspectos tedricos desarrollados anteriormente ya no describen al
sistema de manera muy certera; a su vez estos compuestos elevan el costo operacional,
volviendo la técnica no tan atractiva para un analisis de rutina.

Sin embargo, las muestras provenientes de digeridos de rocas presentan caracteristi-
cas diferentes a las soluciones sintéticas, e incluso a las muestras reales analizadas por
estos autores; lo cual puede traer inconvenientes técnicos en el analisis mediante CE, de-
biendo tenerse en cuenta ahora que la fuerza idnica sera muy elevada, que se producira
electrodispersion, y que el pH de la muestra inyectada no podra ser tan bajo como el utili-
zado normalmente para mantener los iones en solucion.

Dado que el agregado en baja proporcion de un solvente organico, metanol o acetoni-
trilo, suele mejorar las separaciones, se propone adicionar una cantidad baja de alguno de
estos. Se puede hallar un analisis detallado de los efectos de afiadir solventes organicos
en los medios separativos en electroforesis capilar [17, 30-32] los cuales demuestran que
al aumentar la concentracion de fase organica en general aumenta el tiempo de migracion
en forma no lineal, aumentando el tiempo de interaccidon de analitos catiénicos inorganicos
con el complejante, mejorando asi su separacion.

En secciones anteriores se ha visto que la concentracion de croméforo se debe mante-
ner superior a la de los analitos para mantener niveles de dispersion aceptables. Por lo
tanto, en lugar de utilizar las bajas concentraciones reportadas por otros autores, se traba-
jara en concentraciones mucho mayores, dando una fuerza idénica comparable a la de la
muestra de digeridos de origen geoldgico.

Tomando como referencia los trabajos citados anteriormente, se plantea el uso de ami-
nas como cromoforos y acido lactico como complejante, ya que son de los compuestos
que presentan las mejores separaciones. Otro compuesto utilizado como cromaoforo y que
ha presentado una buena respuesta es el imidazol, por o que puede asumirse que otros
heterociclos podrian utilizarse como buenos croméforos, por ejemplo las piridinas; pero
éstas no han sido ensayadas en ningun trabajo previo.

Por lo tanto la preparacién del BGE consistira en preparar una solucion de una dada
concentracién de croméforo en agua con un cierto agregado de solvente organico y el aci-

do lactico necesario para obtener el pH deseado, éste ultimo se adicionara en dos etapas,
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una fraccion antes de disolver el cromoforo y otra luego para ajustar el pH monitoreandolo
por medio de un pHmetro con electrodo de membrana de vidrio.

Respecto a este punto se debe considerar que es el acido lactico quien regulara el pH
a partir de seleccionar una dada concentracion de cromaéforo, por lo tanto la concentracion
de acido lactico dependera de la naturaleza de éste.

En los trabajos antes citados se han desarrollado soluciones BGE de baja fuerza ioni-
ca y la solubilidad de las especies en el medio no debia ser tenida en cuenta. En nuestro
caso, el cual tiene como caracteristica una elevada fuerza idnica, la solubilidad sera un
factor fundamental, por lo que al proponer trabajar con uno u otro croméforo se debera
ensayar su limite superior de concentracion y hallar la concentracion éptima de trabajo en

funcion de esto.
Regresar al indice
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3.- Parte experimental

3.1.- Instrumental

El disefio del instrumental empleado en electroforesis es relativamente simple.
Consta de un capilar contenido en un casete, donde se llevara a cabo la separacién; dos
electrodos junto a los extremos del capilar, que permitiran aplicar la diferencia de potencial
responsable de la separacion; un sistema de deteccidén, por ejemplo un detector UV-
visible como el descripto anteriormente; un sistema de termostatizacion para el capilar,
pudiendo ser por aire o por liquido; y un sistema automatizado, compuesto por un carrusel
y elevadores, que permite seleccionar y colocar los viales de muestra y electrdlito soporte,
segun corresponda, en los extremos del capilar y los electrodos. A continuacion se
presenta un esquema simple del equipo descripto, con un detector UV-visible con

termostatizacion por aire.

Sist. Termostatizacion

Deuteriot=

Carrusel

Fig. 6: Esquema de un equipo de electroforesis capilar HP G1600 como el empleado en este
trabajo. [39]

27



Trabajo de fin de Carrera Juan A. Aspromonte

El sistema asi descripto opera en cinco pasos generales: 1) se llena el capilar con
solucion de electrélito soporte y se coloca otro vial de electrdlito soporte a la salida del
capilar; 2) se coloca el vial de muestra en la entrada del capilar y se inyecta una pequefia
cantidad de solucion a analizar generalmente aplicando una determinada presion durante
un tiempo definido ; 3) se retira este vial y se coloca el de electrdlito soporte; 4) se aplica
un cierto voltaje para producir la separacion; 5) a medida que transcurre la separacion los
analitos irdn pasando por la ventana del detector y se obtendra la respuesta
correspondiente.

Este esquema de funcionamiento es general y es preciso detallar algunos de sus
pasos para evitar resultados inapropiados, aun considerando que gran parte del
funcionamiento esta automatizado.

Regresar al indice

3.1.1.- Inyeccion

En electroforesis capilar sélo se inyecta un volumen muy pequefio a fin de evitar la
pérdida de eficiencia. Si bien en muchos casos la comparacion en volumenes entre la
inyeccion y el total del capilar puede generar la idea de que se esta en condiciones de una
inyeccion lo suficientemente pequefia, dado el pequefio diametro que poseen los
capilares utilizados (50 — 75 jum) una sobrecarga de muestra esta directamente vinculada
al largo de la inyeccion, siendo éste el parametro critico.

El principal problema causado por la sobrecarga es sobre la resolucién, ya que
implica la separacién de bandas significativamente mas grandes desde el comienzo en
relacion a la distancia de separacién entre bandas. Por otro lado, si la sobrecarga es muy
grande, se pueden crear zonas heterogéneas importantes que ocasionan diferencias de
conductividad en una dada zona con los consecuentes cambios en la corriente producida
al aplicar el voltaje.

Existen varios modos de inyeccion: electrocinética, hidrostatica o hidrodinamica.
Nos limitaremos a una breve explicacion del modo hidrodinamico, por ser el de mayor uso
y mas ampliamente aceptado en la literatura dada su simplicidad y reproducibilidad,
siempre que se utilice un equipo automatizado de inyeccion.

La inyeccion hidrodinamica consta de la aplicacion de una cierta presion por un
cierto tiempo sobre la solucion a inyectar que se encuentra en el extremo de entrada del

capilar. De este modo la cantidad de solucion inyectada es casi independiente de la
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matriz, puede calcularse el volumen de inyeccién a partir de la ecuacién de Hagen-
Poiseuille:

:APd4nt
128nL

donde AP es la diferencia de presién entre los extremos del capilar, d es el diametro
interno del capilar, t el tiempo durante el que se aplica la presion, n es la viscosidad de la
solucion de electrodlito soporte dentro del capilar y L el largo total del capilar. A partir de
esta ecuacion puede calcularse el largo de la inyeccion si se divide por la seccion del
capilar.

El largo de la inyeccion debe reducirse tanto como la sensibilidad del método lo
permita. Sin embargo, la reproducibilidad de la inyeccién puede verse afectada si los
tiempos de inyeccibn son muy cortos debido dificultades inherentes al control
instrumental.

En la ecuacion de Hagen-Poiseuille se puede ver que el volumen inyectado,
depende de la viscosidad (n) de la solucién de electrélito soporte que se encuentra en el
capilar por lo que es importante mantener la temperatura estable durante la inyeccién. El
volumen inyectado puede variar en 2 o 3 % por cada °C de cambio en el capilar durante la
inyeccion. No obstante, el volumen total del capilar es mucho mayor el de inyeccién y
estas variaciones suelen ser despreciables si la temperatura no varia demasiado.

Otro aspecto importante de la inyeccion hidrodinamica es que se debe evitar la
sobrecarga por efecto “sifon”, es decir por diferencias de alturas entre la entrada y la
salida. Para ello se debe inyectar contra un vial con solucién de electrdlito soporte cuyo
nivel debe ser igual al de la muestra a inyectar. Si se desea trabajar con un volumen
menor de muestra se pueden utilizar micro-viales, los cuales mantienen un nivel
apropiado pero reducen el diametro del vial significativamente.

Por ultimo, la cantidad que puede ingresar al capilar por efecto de la capilaridad,
llamado inyeccidn cero, no suele ser grande y solo se debe tener en cuenta en casos muy
especificos de alta capilaridad y grandes concentraciones.

Para poder optimizar la inyeccion se debe considerar el volumen inyectado es
proporcional a la presion aplicada y el tiempo (Hagen-Poiseuille) y por lo tanto existen
relaciones de presion y tiempo que darian un volumen de inyeccion equivalente, sin
embargo esto no se cumple. La razon de este comportamiento radica en una cuestion
meramente instrumental: el control de la presion y el tiempo no son equivalentes. Aplicar

tiempos cortos de inyeccion puede acarrear problemas en el desarrollo de la presion,
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principalmente si la presion es relativamente elevada, por ejemplo en un tiempo corto
puede no desarrollarse la diferencia de presion deseada y obtener una inyeccion de
menor volumen. Afortunadamente aun si ésta es la situacién, se tiene una reproducibilidad
aceptable entre inyecciones en condiciones iguales. Sin embargo debe optimizarse la
condicion adecuada a cada equipo con el que se trabaje, ensayando diferentes

posibilidades, ya que cada uno tiene sus propias limitaciones.
Regresar al indice

3.1.2.- Capilar

Idealmente un capilar debe ser quimica y eléctricamente inerte, transparente en la
region del UV-visible, flexible, robusto y econdmico. Siguiendo estas cualidades es que se
suelen utilizar capilares de silice fundida recubiertas con poliimida. El principal punto en
contra del uso de este material es que la poliimida no es transparente al UV-visible, por lo
que se debe remover parte de esta cubierta para generar una ventana, pero al hacerlo se
genera una zona extremadamente delicada que puede quebrarse muy facilmente.

Para remover la cubierta de poliimida se pueden emplear varios sistemas de
remocion mecanicos pero el mas utilizado por simplicidad es el quemado de la zona que
se alineara con el detector. Para ello se debe proteger el resto del capilar con papel de
aluminio y, luego de quemar la zona expuesta, se deben limpiar los residuos de la
combustién. Claramente una vez quemada la poliimida esta zona ya no sera flexible vy,
debido a su extrema fragilidad, se debera manipular con cautela.

Dado que el detector no se encuentra exactamente al final del capilar, se definen
dos largos: el efectivo (I) y el total (L). Donde | corresponde al largo desde el extremo de
inyeccion hasta la ventana de deteccion y L como la longitud total del capilar.

Los capilares mas utilizados en electroforesis capilar son los de 50 o 75 um de
didmetro interno, con largos que varian segun su uso desde 10 hasta 100 cm de largo
efectivo. El largo total suele ser unos 5 cm mayor, dependiendo de la configuracion del
equipo que se emplee.

Regresar al indice

3.1.3.- Acondicionamiento

Con el objetivo de obtener una superficie reproducible entre analisis del capilar, se
debe utilizar un protocolo inicial desactivacion de la superficie interna del capilar y entre

analisis un protocolo de limpieza. La activacion consiste en una renovacion de la
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superficie interna que en el caso de capilares de silice desnuda (sin recubrimientos)
habitualmente implica desengrasar la superficie por circulacion de acetona, y luego un
realizar un decapado superficial por circulacién durante algunos minutos de una solucion
acuosa de NaOH 1 M. Esto se realiza solo la primera vez, luego de instalar en el casete
un capilar nuevo.

Luego, entre analisis se hace una limpieza menos exhaustiva que dependera de las
muestras y los BGE que se hayan utilizado en cada analisis. Normalmente se utiliza una
secuencia en la cual se hace circular aplicando una presién de 1000 mbar (maxima
diferencia de presion aplicable en la mayoria de los equipos comerciales) sobre el vial de
entrada y descartando la salida por varios minutos. Por ejemplo, podria utilizarse
primeramente una solucién de NaOH 0,1M, seguido de una limpieza con H,O para
remover el NaOH remanente y finalmente se hace circular la solucién de electrdlito
soporte hasta remover toda el agua y llenar el capilar con esta solucion para poder
realizar la inyeccion y posterior analisis. Generalmente con sélo repetir el ultimo paso de
esta secuencia entre muestras se logra suficiente reproducibilidad, no obstante debe
optimizarse en cada caso y puede ser necesario el agregado de alguna instancia extra de
levado.

Debe considerarse que existe una cierta histéresis en la carga de la pared del
capilar. Por lo que si se tiene una diferencia importante de pH entre dos instancias de
acondicionamiento, se debera utilizar un mayor tiempo para lograr un equilibrio en la
protonacién o desprotonacion de la pared del capilar.

Este punto se desarrollara con mas detenimiento en la seccion de
acondicionamiento para el sistema propuesto en particular ya que presenta ciertas

peculiaridades.
Regresar al indice

3.1.4.- Termostatizacion

Como ya se ha mencionado anteriormente resulta de suma importancia el control
de la temperatura en todo el capilar a fin de evitar la dispersién que ocasionaria el
calentamiento por efecto Joule. Comercialmente se encuentran disponibles dos opciones
de termostatizacion: por aire o por liquido (agua desionizada o liquidos no conductores
generalmente de la familia de los freones). Ambos sistemas poseen buenas eficiencias a

potencias menores a 5 W/m.

Regresar al indice
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3.1.5.- Fuente de alto voltaje

Las diferencias de potencial aplicadas requieren de una fuente de corriente
continua que provea el voltaje necesario de manera estable (£0,1 %) durante todo el
tiempo que requiera el analisis. En general se utiliza una fuente bipolar con el fin de poder
aplicar voltajes positivos 0 negativos en la entrada segun lo que se desee analizar, y que
permiten modular el voltaje hasta los 30 kV con corrientes de hasta 300 mA.

En algunos casos la fuente permite trabajar en gradientes o en modo de corriente o

potencia continua, de modo que se varia el voltaje aplicado a lo largo del analisis.
Regresar al indice

3.1.6.- Sistema de deteccion

La deteccion en electroforesis capilar puede ser por varios medios, UV-visible,
fluorescencia, masas o conductividad sin contacto acoplado capacitivamente (Capacitively
Coupled Contactless Conductivity Detector, C4D). De estos detectores, el detector UV-
visible es el mas general y el mas ampliamente utilizado .

Este detector presenta dos puntos clave en su disefio, uno es el enfoque preciso
que se requiere para evitar que la luz pase a través del vidrio del capilar y se observe una
gran contaminacién luminica con luz espurea, y el otro es mantener el capilar alineado y
enfocado en la zona de la ventana, a la vez que se debe evitar la manipulacion excesiva
debido a su alta fragilidad. Estos dos puntos se resuelven utilizando un alineador con una
rendija de un ancho determinado por el diametro interno del capilar, estos mantienen la
ventana del capilar en una posicion fija para evitar que se quiebren y a la vez evitan el

paso de luz por fuera del capilar o las paredes de éste.

E Pared del Capilar

E Pared del Capilar

g
WEI= o =

Fig. 7: Esquema de alineador; a) correcto, la luz sélo pasa por el centro del capilar; b) incorrecto,
la luz pasa también por las paredes del capilar. [39] Regresar al indice
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3.1.7.- Deteccion multi-senal

La deteccion UV-visible se puede realizar utilizando un arreglo de diodos (DAD).
Este consiste en un sistema de lentes acromaticas que enfocan la luz en el capilar y luego
se dispersa utilizando una red de difraccién. El arreglo de diodos colecta todas las
longitudes de onda dispersadas, cada diodo se encarga de colectar una regidon pequena
del total del espectro y luego se procesan los datos de todos los diodos.

Si se cuenta con un arreglo de diodos como detector, éste puede realizar barridos de
espectros en cada punto (el volumen de datos colectados es muy grande) o bien puede
monitorear varias longitudes de onda en simultaneo (se obtiene un volumen de datos facil-
mente manipulable). Esto resulta de especial interés cuando dos especies no resueltas
poseen maximos de absorcion en diferentes zonas del espectro, por lo que pueden ser
detectadas en simultaneo si se monitorean las longitudes de onda del maximo de cada
especie en simultaneo en canales diferentes. Por otro lado, permite hallar la longitud onda
optima de trabajo sin necesidad de repetir el ensayo tantas veces como longitudes de

onda se deseen ensayar.
Regresar al indice
3.1.8.- Software

Debido a que hay un gran numero de variables acopladas entre si que se deben consi-
derar simultaneamente para poder realizar una prediccidn estimativa de la separacion, se
requeriria el armado de complejos sistemas de ecuaciones que resultarian poco practicos.
El Peakmaster 5.3 Complex es un freeware desarrollado por el Grupo de Procesos de Se-
paracion por Electromigracion de la Charles University in Prague que cuenta con una am-
plia base de datos y permite seleccionar diferentes componentes y concentraciones en el
BGE, asi como varios analitos a diferentes concentraciones estimativas. El software cal-
cula los tiempos de migracion y las dispersiones, permitiendo obtener una simulacion de
la corrida electroforética (prediciendo incluso picos propios del sistema), a partir de datos
de movilidades, voltajes aplicados, constantes de protonacion y largos de capilar. La simu-
lacion permite elegir entre electroferogramas obtenidos por deteccion conductimétrica,
UV-directa o UV-indirecta, siendo estos ultimos los que esperamos obtener en nuestros
experimentos, en donde se tendran picos invertidos.

Ademas de la simulacion, este software permite realizar el calculo de parametros im-

portantes del BGE con gran facilidad, como son su fuerza ionica, el pH, la capacidad
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amortiguadora (Se define la capacidad amortiguadora (capacidad buffer) de una solucién

como la cantidad de acido o base fuerte que puede neutralizar antes de sufrir una varia-
cion en su pH), etc. lo que reduce significativamente los tiempos de trabajo.

Aunque el software no genera una simulacion perfecta y falla principalmente en la pre-
diccion de las dispersiones, y por lo tanto en la resolucion (principalmente por ser un pro-
ceso muy complejo desde el punto de vista tedrico de estos sistemas), resulta de gran uti-
lidad para descartar posibles composiciones que no conducirian a una separacién apro-
piada y permite obtener el orden de migracion de los analitos en el sistema de manera
muy sencilla y eficaz. Debe considerarse que este software no permite predecir el flujo
electrosmético (EOF) ni el ruido de las lineas de base ya que dependen de condiciones
instrumentales propias de cada equipo.

El tratamiento matematico en el que se basa este programa es extenso Su desarrollo

se puede hallar en la bibliografia de los autores del software en cuestién [33-36].
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Fig. 8: Pantalla del software Peakmaster 5.3 Complex a modo de ejempilo.
Regresar al indice
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3.1.9.- Materiales y reactivos empleados

Se utilizé un sistema de electroforesis capilar Hewlett-Packard G6100-AX (USA) que
equivale a lo descripto anteriormente, con su correspondiente software controlador HP-
Chemstation. Los capilares fueron de silice fundida recubiertos en poliimida tanto de 75
Mm como 50 ym, marca Agilent (USA). Los viales fueron en su mayoria de vidrio con ca-
pacidad de 1000 uL con tapa para CE marca Agilent (USA).

Las soluciones fueron preparadas con agua provista por un sistema de purificacion Mi-
liQ Millipore Simplicity 185 (USA). Se utilizaron reactivos quimicos de grado analitico o
superior: Metanol Merck o Baker (USA); p-toluidina, o-toluidina, m-toluidina, 2-metilpiridi-
na, 3-metilpiridina y 4-metilpiridina Flucka Chemicka (Suiza); 2,4,6-trimetilpiridina Carlo
Erba (ltalia); Acido lactico Baker (USA); cloruro de sodio y cloruro de aluminio hexahidra-
tado Anedra (USA); cloruro de potasio AnalQuim (Argentina); sulfato de magnesio heptahi-
dratado Biopack (Argentina); cloruro de calcio, sulfato de manganeso monohidratado y
sulfato férrico amoniacal dodecahidratado Mallinckrodt (USA).

Los reactivos solidos fueron pesados a la décima de miligramos utilizando una balanza
analitica Ohaus Adventurer Pro (USA). Para facilitar la dilucién de los reactivos se sonico
hasta disoluciéon en un sonicador Bransonic 5 (USA) o en un Cole-Parmer 8890 (México).
El pH de las soluciones fue medido con un pHmetro Fisher Scientific Accumet Research
AR25 (USA), con electrodo combinado de vidrio Schott Blue line 11 pH, agitando con agi-
tador magnético Thermoline Cimarec (USA). Por ultimo, se utilizaron filtros de nylon con

poros de 25 pym para todas las soluciones preparadas.
Regresar al indice

3.2.- Procedimiento

El procedimiento consiste en una serie de etapas sucesivas. Primeramente se debera
seleccionar la longitud de onda de trabajo para cada composicion de BGE, analizando los
espectros del cromoforo constituyente del BGE. Luego se debera hallar el acondiciona-
miento apropiado para el sistema, realizando las consideraciones pertinentes a los BGE
propuestos. Seguidamente se deberan preparar los BGE, haciendo uso del software
Peakmaster para predecir los comportamientos del sistema. Con uno de los BGE prepa-
rados, se debera optimizar el largo de la inyeccion, la composicion y naturaleza del sol-

vente organico que se adicione y, en caso de ser necesario, el diametro interno del capi-
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lar. Finalmente se deberan ensayar todas las composiciones de BGE que se consideren
apropiadas a partir de los resultados de la simulacién por software.

Todos los ensayos deberan realizarse con patrones que contengan los analitos de inte-
rés previo al ensayo de una muestra real, la cual debera ser preacondicionada resuspen-

diéndose en el BGE que se utilizara para el analisis.
Regresar al indice

3.2.1.- Seleccion de longitudes de onda de trabajo

Normalmente se seleccionaria la longitud de onda correspondiente al maximo de ab-
sorcion del constituyente cromoéforo del BGE, pero como ya se explicara anteriormente, al
elevar la concentracion de éste se eleva el ruido en el detector y las sefales indirectas se
pierden. Un modo simple de solucionar este problema es buscar una longitud de onda que
permita la deteccion con absorbancias menores.

Haciendo uso del arreglo de diodos, y graficos de absortividades versus longitudes de
onda (espectros) de las especies que absorben, pueden seleccionarse varias longitudes
de onda en las que se deberia obtener una respuesta aceptable. Como minimo tomare-
mos el maximo de absorcion y dos longitudes de onda a las que la absorcion no sea maxi-
ma pero presente absorcidn. Las longitudes de onda de minimos pueden resultar utiles
para descartar algunos posibles ruidos electrénicos, ya que en tal caso estas lineas tam-

bién se veran afectadas, cuando no debieran observarse cambios apreciables sobre ellas.
Regresar al indice

3.2.3.- Consideraciones generales para la preparacion de soluciones

En las técnicas electroforéticas, la pureza de la soluciones a utilizar constituye un
factor importante para disminuir el limite de deteccion. Pequefas particulas en suspensiéon
y micro-burbujas pueden aumentar el ruido de la linea de base, dificultando Ila
identificacién de picos. Incluso, particulas suspendidas, pueden causar una obstruccion
en el capilar y micro-burbujas de aire pueden formarse durante el mezclado de soluciones
y como, debido al calentamiento Joule, la solubilidad de los gases durante la corrida
electroforética disminuye,las burbujas de gas pueden producir un cortocircuito en el
capilar. Por ello, se debe realizar un cuidadoso filtrado y desgasificacion de todas las
soluciones a utilizar.

El filtrado se debe realizar de tal forma que ninguna particula del material filtrante

llegue a la solucion. Es por esto que los papeles de filtro se deben evitar. Las soluciones
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deberan ser filtradas con filtros de membrana de nylon con diametro de poro de 0,22 um 6
0,45 um, en pequefos volumenes, lo suficiente para llenar los viales que se utilizaran.

En cuanto a la desgasificacion, basta con sonicar la solucion ya filtrada, sumergiendo
los viales en un bafio ultrasénico, teniendo el cuidado necesario para no contaminar la so-

lucion durante la manipulacion.
Regresar al indice

3.2.4.- Acondicionamiento del capilar

Como ya se ha explicado en términos generales, es necesario acondicionar el capilar
entre corridas con el fin de garantizar la reproducibilidad de la técnica. Existen ciertos pa-
sos preestablecidos que corresponden a un acondicionamiento y activacion de la pared
del capilar, que no dependen del tipo de BGE o muestra que se utilicen.

Al tomar un nuevo capilar o uno que ha estado almacenado, se debe realizar un acon-
dicionamiento de 5 etapas:

1. Solucion de acido clorhidrico 0,1M, 15 min
Agua milliQ, 20 min
Hidréxido de sodio 0,1M, 15 min
Agua milliQ, 20 min

o & 0D

Solucion de electrolito soporte (BGE), 30 min

La primera operacion tiene por proposito remover los cationes multicargados y
sustancias organicas como aminas, amino-acidos, proteinas y algunos surfactantes de las
paredes del capilar.

El lavado con agua que se realiza a continuacién remueve las sustancias cationicas
remanentes y al acido. No se recomienda disminuir el tiempo de esta operacion.

Luego se realiza la activacién de la superficie del capilar con una solucion alcalina. Los
grupos silanoles se hidrolizan y la disociacion tiene lugar en esta etapa. En esta etapa
también se remueven especies anidnicas.

El lavado con agua que se realiza a continuacion remueve los remanentes de hidréxido
y forma una capa difusa.

Finalmente, el lavado con electrdlito, acondiciona la superficie del capilar con las
condiciones necesarias para el analisis.

Las condiciones analiticas logradas en acondicionamiento difieren de las presentes en
el analisis debido al alto voltaje aplicado. Esto no solo afecta la formacién de la doble

capa eléctrica, sino que también influencia las condiciones de deteccion. En general se
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recomienda realizar primero un analisis sin inyeccion de muestra bajo las mismas
condiciones (voltaje, tiempo, etc.) que se utilizaran luego para el andlisis de la muestra. La
linea de base obtenida permitira evaluar todo el sistema. Si la linea de base es estable
luego de la seccidn inicial (aproximadamente 40 segundos) el capilar puede ser
considerado apto para realizar el analisis.

Por otro lado, es necesario el lavado entre analisis. El objetivo del lavado es remover
los remanentes de la muestra inyectada que no hayan llegado hasta el detector durante la
corrida analitica, restableciendo las condiciones apropiadas en la pared del capilar. Ge-
neralmente, si las muestras no contaminan las paredes del capilar, el lavado con BGE por
2 6 3 minutos resulta suficiente. Puede considerarse como un criterio valido de acondicio-
namiento la reproducibilidad de los tiempos de migracién de los componentes conocidos

de una muestra o del EOF.
Regresar al indice

3.2.5.- Preparacion de patrones

Los patrones a preparar se seleccionan en funcion del conocimiento de una muestra
provista por el Centro de Investigaciones Geoldgicas (CIG) de la Facultad de Ciencias Na-
turales y Museo de la UNLP. La misma habia sido tratada por digestion acida con acido
fluorhidrico y posteriormente resuspendida en acido clorhidrico, Los cationes mayoritarios
eran: potasio, sodio, calcio, magnesio, hierro (lll) y aluminio; y en menor medida manga-
neso.

Se utilizan diferentes sales (cloruros y sulfatos) de estos componentes mayoritarios
para preparar las soluciones patron. Las mismas se preparan en unidades de concentra-
cion de partes por millén (mg/l) ya que es asi como se encuentran reportadas en las bi-
bliografias citadas, tanto de electroforesis capilar como de geologia y geoquimica.

El solvente utilizado sera el BGE que se utilice en el analisis. De esta forma se evita
una inyeccion de agua, que generaria una zona considerablemente diferente a la que se
encuentra en el resto del capilar, y por otro lado, se puede trabajar con una solucién de

fuerza i6énica mas elevada.

Regresar al indice
3.2.6.- Preparacion de BGE

Primeramente se simula el uso de diferentes cationes croméforos por medio del so-

ftware Peakmaster. Se selecciona una serie de aminas considerando que deben poseer
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un pKa mayor al pH de trabajo para que se encuentren en su forma catiénica, asi se se-
leccionan la orto-, meta- y para-toluidinas. En una segunda etapa se evalua el uso de un
grupo de piridinas: 2-, 3- y 4-metilpiridina y 2,4,6-trimetilpiridina.

Regresar al indice

3.2.7.- Optimizacion de la inyeccion

Se debe hallar la inyeccion apropiada para el BGE evaluado; esto es, inyectar el mayor
volumen que sea posible sin que sea afectada la resolucion de los picos cuya separacion
se vea mas comprometida. Con objeto de esto se realiza una sucesion de inyecciones va-
riando las presiones y los tiempos de aplicacion de la misma, dentro de los intervalos ope-
racionales normales del equipo empleado que nos aseguren reproducibilidad. El equipo
utilizado, Hewlett-Packard HPCE3D, permite utilizar presiones de inyeccién entre 1 mbar y
50 mbar, aunque se sabe que presiones por debajo de 10 mbar resultan excesivamente
bajas y en ocasiones resulta insuficiente para vencer las resistencias naturales al movi-
miento del fluido, aumentando la incidencia de inyecciones fallidas o de volumenes meno-
res. Por otro lado, para tiempos menores a 3 segundos, la variabilidad de la rampa de au-
mento y de disminucién de presion, que suelen durar una fraccién de segundo, comienza
a tener una incidencia relevante sobre la variabilidad o reproducibilidad total de los volu-
menes de inyeccion. Por lo tanto se deben ensayar presiones entre 10 y 50 mbar con

tiempos mayores a 3 segundos pero no muy prolongados (la inyeccion seria muy grande).
Regresar al indice

3.2.8.- Composicién en solvente organico

Se ha sugerido, y en algunos casos se ha llegado a comprobar, que el uso de mayores
composiciones de solvente organico puede mejorar las resoluciones. Incluso se han ob-
servado sistemas donde el uso de acetonitrilo en lugar de metanol presenta ciertas mejo-
rias [30-32].

Por ello se optimiza la composicion de solvente organico usando una serie de patrones

corridos con un BGE conteniendo metanol o acetonitrilo en diferentes composiciones.
Regresar al indice

3.2.9.- Variacion del diametro interno del capilar

Empiricamente se ha observado en reiteradas ocasiones que al trabajar con diametros

internos menores se logran resultados ligeramente mejores en cuanto a estabilidad del
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sistema y resolucion, aunque la disminucién del camino 6ptico va en detrimento del limite
de deteccion. Debe considerarse también que en deteccion indirecta, con un menor ca-
mino optico se disminuye el ruido; por lo que se genera una situacién de compromiso en-
tre la disminucion del ruido y de la sefal.

Por lo tanto, en caso de necesitar mejorar la estabilidad de la linea de base o disminuir
el ruido de ésta, el uso de un capilar de menor diametro interno puede resultar una solu-
cion viable.

Regresar al indice
3.2.10.- Pretratamiento de muestras reales

La muestra provista por el CIG (centro de investigaciones geoldgicas de la UNLP)
consiste en 0,1000 gr de roca tratada de la siguiente manera: primero es suspendida en
1,00 ml de acido nitrico concentrado y 1,00 ml de acido perclorico concentrado.
Seguidamente se le adiciona acido fluorhidrico (5,0 ml) y se lleva a vapores percloricos,
se repite el procedimiento y se lleva a sequedad completa. Por ultimo se disuelve el
producto final en 5,0 ml de solucién de acido clorhidrico concentrado y se lleva a volumen
final de 100,0 ml en agua bidestilada. Con este procedimiento se eliminan principalmente
los silicatos, quedando como principales constituyentes: calcio, magnesio, sodio, potasio,
aluminio y hierro; en menor medida puede encontrarse manganeso.

Dado que en estas condiciones la muestra no es apropiada para su analisis por la
técnica propuesta, se requiere de un acondicionamiento previo, es decir se debe llevar la
muestra a un medio apropiado. Se propone para esto utilizar como medio para la muestra
real el BGE que se vaya a utilizar.

Regresar al indice
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4.- Resultados y discusiones

4.1.- Eleccion de las longitudes de onda de deteccion

A continuacion se presentan los espectros de absorcion de los componentes croméforos
de los distintos BGE.
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2,4,6-trimetilpiridina
Espectro UV / vis
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Fig. 10: Espectros de absorcion UV-vis 1) 2-metilpiridina; 2) 3-metilpiridina; 3) 4-metilpiridina; 4)
2,4,6-trimetilpiridina; 5) p-toluidina. [37]
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El detector de arreglo de diodos del que se dispone permite monitorear 5 longitudes de
onda en simultaneo. Por lo tanto, se seleccionan las siguientes longitudes de onda (nm)
para cada cromaéforo:

* p-toluidina: 215 nm, 254 nm, 265 nm, 290 nm, 350 nm. Resultando 254 nm la mas

util para el analisis.

e 2,4,6-trimetilpiridina: 215 nm, 230 nm, 254 nm, 265 nm, 280 nm. Resultando 230

nm la mas util para el analisis.

* 2-metilpiridina: 245nm, 255nm, 260nm, 265nm, 270nm. Resultando 265 nm la mas

util para el analisis.

* 3-metilpiridina: 245 nm, 254 nm, 263 nm, 270 nm, 280 nm. Resultando 270 nm la

mas util para el analisis.

* 4-metilpiridina: 235 nm, 245 nm, 255 nm, 260 nm, 265 nm. Resultando 235 nm la

mas util para el analisis.
Regresar al indice

4.2.- Acondicionamiento del capilar

En el caso particular de nuestro sistema, se encuentra que se alcanza un
acondicionamiento aceptable para el primer uso del capilar si se lo acondiciona con
solucion de hidréxido de sodio 0,1M durante 5 minutos, seguido de 6 minutos con agua
milliQ y finalmente 10 minutos de enjuague con BGE.

Luego del primer analisis y entre analisis se debe incorporar una etapa mas previa al
lavado con hidroxido de sodio, se debe realizar un lavado con metanol, con la
particularidad de que todo el electrodo debe estar sumergido durante la limpieza. El
tiempo de limpieza 6ptimo encontrado fue de 6 minutos, pudiendo ser mayor si no se
obtiene una buena reproducibilidad en las lineas de base o en la corriente registrada.

Esta etapa, que escapa de los acondicionamientos tipicos, tiene por objetivo remover
de manera sencilla restos de muestra y, sobretodo, BGE que se haya descompuesto
luego de la aplicacion del voltaje. El uso de metanol responde a una necesidad especifica
en la limpieza por el uso de anilinas y piridinas sustituidas, pero presenta una gran ventaja
en el tiempo de lavado, ya que fluye con mayor facilidad que el agua (su viscosidad es
menor) por lo tanto a igual presion y tiempo se obtiene un flujo mayor y, en el caso
particular de las composiciones de BGE con las que se trabaja, resulta muy eficiente

como solvente.
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En el caso particular de la anilinas sustituidas, en las condiciones altamente oxidativas
en la que se encuentra al aplicar sobre el vial de entrada el potencial requerido (10 kV) o
mayor que sea necesario para la separacion, se producen productos de oxidacion propios
de una reaccion sobre el anillo, el cual es mas susceptible a la oxidacion que el metilo
lateral, por lo que se generan colorantes polinucleares complejos, quinonas y productos
de ruptura del anillo. Asi mismo, es conocida la reaccion de polimerizacion de estas
especies al aplicar un potencial oxidativo sobre ellas, lo cual genera un producto
coloreado que al depositarse sobre el electrodo posee un efecto pasivante de la superficie
[38].

Esto genera dos inconvenientes, la degradacion paulatina del BGE y la adsorcion de
ciertos productos sobre el electrodo. En este caso se observaron depdsitos de un
producto coloreado rojizo. Por lo tanto, es necesario reemplazar el BGE que se utilice en
la entrada entre analisis y se debera retirar todo resto de productos de la oxidacién. Si
esto no se realiza adecuadamente, el método se vuelve irreproducible y se encuentran
variaciones aleatorias, por ejemplo el voltaje aplicado puede no ser efectivo, se pierde la
capacidad amortiguadora y nuevas especies se incorporan al sistema de manera
incontrolada.

Afortunadamente, se pudo corroborar que la degradacién del BGE no es significativa
sobre la separacion hasta luego de un cierto tiempo, el cual resulta mayor al tiempo de
analisis (mayor al tiempo del EOF) por lo que es suficiente con retirar todo resto de
productos de degradacion al finalizar la separacion para no afectar los préoximos analisis.
Para esto basta con utilizar el lavado con metanol, garantizando que el electrodo quede
completamente sumergido al elevar el vial de entrada, para disolver los productos que
puedan haber quedado adsorbidos sobre la superficie de platino.

Si entre operaciones analiticas no se utilizara el capilar por varias horas, el capilar
debe ser almacenado con agua en su interior y libre de restos de muestra o BGE. Para
ello se lava tanto el capilar como el electrodo con metanol, siguiendo el procedimiento
anterior, y a continuacion se hace circular agua por un tiempo equivalente. Luego se
dejara el capilar con los extremos sumergidos en agua para evitar el posible escurrimiento
y secado del capilar.

El capilar tiene una vida util limitada. Si la eficiencia de separacion empeora y aumenta
el ruido, debera considerarse la posibilidad de que la superficie del capilar sea la
responsable y el acondicionamiento ya no resulte apropiado. En ese caso sera necesario

cambiar el capilar. Regresar al indice
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4.3.- Preparacion de patrones

La preparacion consistid en el pesaje de una masa determinada de cada sal y su pos-
terior disolucién en un medio apropiado para su disolucion y analisis, es decir en el mismo
BGE que se utilizara para la separacién. Esto ultimo simplifica el sistema, ya que la inyec-
cion de la muestra no ingresara al capilar una zona con una composicion distinta excepto
por la presencia de los analitos.

La cantidad en masa que se debe adicionar de una dada sal para obtener una concen-
tracion final en mg/l esta dada por:

Msal(g/mOI)

10°
Mcatio'n (g/mOI)

msal(mg) :C<mg/1) Vﬁnal (ml)

Con mg, la masa de la sal que se debe adicionar, C la concentracion que se desea, Viina €l
volumen final que se desea preparar, M €l peso molecular de la sal y Mgaiisn €1 peso mole-

cular del cation. Todo en las unidades expresadas entre paréntesis.

V=25mlyC__.=10mgll V=25mlyC__ . =25mg/l

Analito Sal My | M | Mg, (MY) Analito Sal Mo | M | Mg, (M)
K KCl 7455 | 391 | 048 K KCl 7455 | 391 | 1,19
Na NaCl 5844 | 2299 | 0,64 Na NaCl 5844 | 2299 | 1,59
Ca CaCl, 110,99 | 40,08 | 0,69 Ca CaCl, 110,99 | 40,08 | 1,73
Mg MgSO,.7H,0 246,48 | 2431 | 253 Mg MgSO,.7H,0 246,48 | 2431 | 6,34
Mn MnSO, H,0 169,02 | 54,94 | 0,77 Mn MnSO,.H,0 169,02 | 54,94 | 1,92
Al AICI, 6H,0 24143 | 2698 | 224 Al AICI,.6H,0 24143 | 2698 | 559
Fe | Fe(NH4)SO4),12H0 | 48219 | 5585 | 2,16 Fe | Fe(NH4)SO4),12HO | 48219 | 5585 | 540

Tabla 1: Preparacién de patrones a partir de las distintas sales, en concentraciones de 10 y 25
mg/l, en todos los casos llevados a volumen con el BGE correspondiente al andlisis que se reali-

zara.
Regresar al indice

4.4.- Preparacion de BGE

Se probaron concentraciones variables de cada una de las aminas, entre 20 hasta 200
mM, agregando la concentracion necesaria de acido lactico en cada caso para obtener un
pH entre 4,5 y 4,7. Gracias a la base de datos de que dispone el software no es necesario
realizar el calculo de pH y de concentraciones de cada especie en la solucion final, ya que

al ingresar las concentraciones esto se calcula de manera automatica.
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Croméforo | C(mM) | Ac.lac. (mM) | Lactato (mM) | Co-ién (mM) | pH | C. Buffer (mM) I (mM)
20,000 | 16,000 14,324 14303 | 4,741 12,965 14,324

. 50,000 | 41,000 36,727 36705 | 4722 | 31,559 36,727
ptoluidina | 450 000 | 83,000 73,915 73,892 | 4,730 61,720 74,570
(PKa=5,091) | 450 000 | 125,000 112,589 112,565 | 4.715 91,086 112,589
200,000 | 165,000 149,380 149,356 | 4731 | 120,491 149,380

20,000 7,500 6,676 6.656 | 4732 12,175 6,676

- 50,000 | 19,000 17,004 16,983 | 4737 | 30721 17,004
otoluidina | 406 500 | 40,000 35,803 35780 | 4,719 63,359 35,803
(PKa=4,3%4) | 150000 | 60,000 53,941 53919 | 4,727 94,914 53 941
200,000 | 80,000 72,148 72126 | 4733 | 126,342 72.148

20,000 | 11,000 9,832 9812 | 4742 14,158 9,832

| 50,000 | 28,000 25,141 25121 | 4742 35384 25 141
m-toluidina | 465 000 | 58,000 52,137 52,115 | 4,728 71,044 52,137
(PKa=4,683) | 150000 | 91,000 81527 81502 | 4701 | 107,268 81527
200,000 | 120,000 108,040 108,015 | 4715 | 141,854 108,040

20,000 | 22,000 19,491 19,468 | 4,693 6,350 19,491
pertisinging 50000 | 5,000 48,807 48782 | 4677 15,433 48,807
p 100,000 | 108,000 97,420 97396 | 4726 |  27.844 97,420
(PKa=6,20) | 450 000 | 162,000 146,265 146241 | 4719 | 41172 146,265
200,000 | 215,000 194,943 194919 | 4732 | 53295 194,943

20,000 | 20,000 17,704 17,681 | 4,692 9,453 17,704
150,000 | 50,000 44,503 44,478 | 4,691 22633 44,503
3-metilpiridina) 154 009 | 99,000 88,954 88,930 | 4,711 | 43521 88,954
(PKa=4,91) | 150'000 | 149,000 134,010 133,985 | 4.701 4,704 134,010
200,000 | 199,000 179,126 179101 | 4701 84,355 179,126

20,000 | 22,000 19,365 19,340 | 4,670 6,860 19,365
150,000 | 54,000 48,309 48286 | 4710 15,571 48,309
4-mefilpiridina) 155 000 | 107,000 96,590 96,564 | 4,729 29,296 96,590
(PKa=6,08) | 150000 = 160,000 144,936 144912 | 4734 | 42754 144,936
200,000 | 215,000 193,770 193744 | 4705 | 58,024 193,770

20,000 | 22,500 10,854 19,830 | 4,678 5,817 19,854

246- | 50,000 | 56,000 49,629 49,603 | 4,671 13,962 49,629
trimetilpiridina 100,000 | 110,000 99,169 99145 | 4723 | 24,480 99,169
(PKa=6,688) | 150,000 | 165,000 148,799 148774 | 4713 | 36485 148,799
200,000 | 220,000 198,436 198,411 | 4708 | 48459 198,436

Tabla 2: Calculos realizados con software Peakmaster para diferentes croméforos a distintas con-
centraciones.

Para las simulaciones se fijaron largos totales de capilar de 50 cm, con un largo efecti-
vo de 41 cm; y el voltaje aplicado se fijé en 10 kV. Esto ultimo se seleccioné considerando
la alta corriente que se produciria por trabajar con BGE de fuerzas idnicas elevadas.

Haciendo uso de la base de datos del software, se seleccionaron los mismos analitos
que se utilizaron en los patrones a excepcion del hierro (l1l), del que no se dispone sufi-
ciente informacién en la base de datos del software ni en bibliografia como para su incor-
poracién a dicha base de datos, particularmente sobre constantes de formacion de com-
plejos entre hierro y los distintos ligandos. Con la informacion disponible fueron simuladas

las separaciones para las diversas condiciones descriptas.

Regresar al indice
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4.4.1.- Preparacion de BGE con toluidinas como cromoéforos

A continuacioén (figura 11) se muestran los electroferogramas simulados utilizando p-to-
luidina en diferentes concentraciones y acido lactico como complejante y regulador del
pH. El potasio, sodio, calcio, magnesio y aluminio fueron seleccionados en concentracion
M (media), y el manganeso en concentracién S (pequena).

Puede observarse que a medida que se incrementa la concentracion de la p-toludina el
sistema se resuelve en mayor medida. Si se realiza la misma simulacién para la m-toluidi-
na y la o-toluidina (figura 12), puede verse que la resolucion sélo es aceptable a concen-
traciones superiores a 150 mM para la o-toluidina y 100 mM en el caso de la m-toluidina y

la p-toluidina.
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Fig. 11: Simulaciones de electroferogramas para un BGE compuesto por p-toluidina y acido lacti-
co. a) 20 mM p-toluidina, 16 mM &c. Lactico; b) 50 mM p-toluidina, 41 mM ac. Lactico; ¢) 100 mM
p-toluidina, 83 mM &c. Lactico; d) 150 mM p-toluidina, 125 mM ac. Lactico; e) 200 mM p-toluidina,
165 mM ac. Lactico. 1) potasio; 2) sodio; 3) calcio; 4 y 5) magnesio/ manganeso; 6) aluminio.
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Fig. 12: Simulaciones de electroferogramas para un BGE compuesto por I) a) 20 mM o-toluidina,
7,5 mM ac. Lactico; b) 50 mM o-toluidina, 19 mM &c. Lactico; ¢) 100 mM o-toluidina, 40 mM ac.
Lactico; d) 150 mM o-toluidina, 60 mM ac. Lactico; €) 200 mM o-toluidina, 80 mM ac. Lactico. Il) a)
20 mM m-toluidina, 11 mM ac. Lactico; b) 50 mM m-toluidina, 28 mM &c. Lactico; ¢) 100 mM m-to-
luidina, 58 mM &c. Lactico; d) 150 mM m-toluidina, 91 mM &c. Lactico; e) 200 mM m-toluidina, 120
mM ac. Lactico. 1) potasio; 2) sodio; 3) calcio; 4 y 5) magnesio/ manganeso; 6) aluminio.
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Por lo tanto, en una primera instancia, se intentaron preparar soluciones 100 mM , 150
mM y 200 mM (segun corresponda) de cada una de las aminas antedichas, adicionando
el volumen necesario de cada una de ellas a un vaso de precipitados con agua miliQ y 5
%v/v (composicion final) de metanol. Para facilitar la disolucion se sonica y luego se adi-
ciona el acido lactico desde pipeta hasta alcanzar el pH deseado, monitoreandolo con un
pHmetro.

El volumen requerido para una dada concentraciéon final de un componente liquido
para 25,0 ml de solucion final se calcula a partir de:

V(MZ)ZC(mZ\é)<iSIZ/\Z(>g/mZ)

En el caso de un componente sdlido, la masa requerida para el mismo volumen final
que antes esta dada por:
m(mg)=25C(mM )M (g/mol)10 >
Con V volumen, C concentracién, M peso molecular, p densidad y m masa, todo en las

unidades indicadas entre paréntesis.

Estado | PM (g/mol) | p (g/ml)
m-toluidina | liquido 107,17 0,984
p-toluidina | sdlido 107,17 0,998
o-toluidina | liquido 107,17 0,9619
Ac. lactico | liquido 90,08 1,357

v

wa=20ml | cmM) | V() | Ac. lact (mM) | Vi (M) | pH
100 | 2723 58 96,3 z
m-toluidina | 150 | 4084 91 1510 | *
200 | 544,6 120 1991 | *
toluding | 190 | 402.7 60 99,6 *
200 | 536,9 80 1328 | *
Vi=25ml | C(mM) | m(mg) |Ac. lact (mM) | Vi (M) | pH
100 267,93 83 137,7 | 4,73
ptoluidina | 150 401,89 125 2074 | *
200 53585 165 2138 | *

Tabla 3: Preparacion de 25,0 ml de BGE de p-toluidina, m-toluidina y o-toluidina. El volumen de
acido lactico es estimativo, ya que se utilizd para ajustar el pH, sin embargo las diferencias en es-
tos no son significativas. El pH fue medido con un electrodo de vidrio durante el agregado del aci-
do. * insolubles.
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Se encontrd en la practica que la o-toluidina y m-toluidina agregadas tal como es habi-
tual para las aminas, sobre la solucion con una cierta cantidad de acido que en este caso
lactico e incluso luego habiendo agregado también el modificador organico (c.s.p. 5% v/v
de metanol), forman una fase inmiscible que no se logra dispersar por sonicacion ni por
otros medios mecanicos. En el caso de p-toludina también se hallaron problemas de solu-
bilidad pero para concentraciones mayores a 100 mM, por lo que solo se pudo ensayar el
uso de p-toluidina a dicha concentracion.

Las primeras medidas experimentales se realizaron entonces con un BGE compuesto
por p-toluidina 100 mM con acido lactico como complejante y compuesto buffer, a pH 4,7 y
con metanol 5 %v/v. Utilizando un patrén de 4 analitos: potasio, sodio, calcio y magnesio
de 10 mg/l en cada uno de ellos. Los picos fueron identificados primeramente a partir de
la prediccion tedrica simulada por software.

En esta primera instancia no se trabajé con una muestra sintética que involucrara mas
analitos a fin de realizar una primera evaluacion sencilla antes de proceder al analisis de
muestras mas complejas o reales, por ejemplo: se debe hallar la inyeccidn apropiada, en-
contrar condiciones de estabilidad de la linea de base segun la composicion, ensayos pre-
liminares de las condiciones de acondicionamiento, etc.

Regresar al indice

4.4.2.- Optimizacion de la inyeccion

Se realizaron inyecciones a distintas combinaciones de presiones de entre 10 y 50

mbar y tiempos entre 5y 10 segundos.
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Fig. 13: Presién y tiempo de inyeccion: 1) 10 mbar por 5 s; II) 10 mbar por 10 s; Ill) 20 mbar por 10
s; 1V) 30 mbar por 10 s; V) 50 mbar por 5 s. BGE p-toluidina 100 mM; acido lactico pH=4,7; meta-
nol 5 %v/v; V=10 kV; L=50 cm; 1=41 cm; id=75 ym; A=254 nm. 1) potasio; 2) sodio; 3) calcio; 4)

magnesio; 5) pico de sistema.

Tabla 4: Relacion sefial/ ruido para el potasio en las diferentes inyecciones

mbar Xs Sefial/Ruido
10 X5 0,00

10 X10 3,20

20 X10 3,63

30 X10 4,29

50 X5 3,75
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Cuando se aplican presiones de 10 mbar no se obtuvo una respuesta aceptable para el
potasio (pico 1). En el caso del opuesto en relacion a las cantidades inyectadas, cuando
se inyecté a 50 mbar por 5 segundos se observo falta de reproducibilidad. Estas limitacio-
nes se deben a cuestiones meramente instrumentales. Dados estos resultados y esta ulti-
ma consideracion, se optd por trabajar con inyecciones de 30 mbar por 10 segundos, ya

que genera la mejor relacidon sefnal-ruido y es reproducible.

Regresar al indice

4.4.3.- Optimizacion de la composicion en solvente organico

Para evaluar las posibles mejorias por la incorporacion del solvente organico en nues-
tro sistema se procedié a preparar dos grupos de BGE con la misma composicion base de
p-toluidina optimizada anteriormente, un grupo conteniendo distintas composiciones de
metanol y otro con distintas composiciones de acetonitrilo.

Se ensayaron 3 concentraciones de metanol (incluyendo la de 5 %v/v ya ensayada) y
2 de acetonitrilo, todas por duplicado. Asi mismo, se preparé un BGE sin solvente organi-

Co.
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Fig. 14: BGE p-toluidina 100mM y acido lactico pH=4,7; V=10 kV; L=50 cm; 1=41 cm; id=75 um;
A=254 nm; Inyeccion 30 mbar, 10 segundos. 1) Sin fase organica; Il) 5% metanol; 1ll) 15% metanol;
IV) 25% metanol; V) 15% acetonitrilo; VI) 25% acetonitrilo. 1) potasio; 2) sodio; 3) calcio; 4) mag-
nesio.

Para comparar cada una de las posibilidades, se analizaron los tiempos totales de
analisis y la dispersiéon del magnesio (ancho en la base), la cual resulta de interés ya que
se encuentra en la misma zona de migracidén en la que se hallaria el manganeso por lo

que debe ser la minima posible.
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%swte organico | W, (min) | t_ (min)
0 % 0,23 5,58
5 % metanol 0,14 7,31
15 % metanol 0,15 8,00
25 % metanol 0,15 7,44
15 % acetonitrilo 0,10 5,16
25 % acetonitrilo 0,14 5,26

Tabla 5: Dispersion del magnesio y tiempos totales de analisis para diferentes composiciones de
fase organica en el BGE.

El analisis sin fase organica presenta una dispersion mayor y tiempos de analisis
aceptables, aunque se obtiene una linea de base con una marcada deriva, lo cual dificulta
la medicion. En el caso de acetonitrilo 15 % no se obtiene una linea de base estable. En
el resto de los casos los resultados obtenidos son similares, incluso comparables a los ob-
tenidos en los ensayos primeros con metanol 5 %, y aunque puede observarse que los
tiempos totales de analisis varian, estos no son tan distintos unos de otros; pudiendo con-
siderarse como situaciones casi equivalentes. Por otro lado, se observa una mayor adsor-
cion de productos de la descomposicion oxidativa del BGE sobre el electrodo al utilizar
acetonitrilo. A partir de estos resultados es que en adelante optaremos por preparar solu-
ciones BGE con la menor composicion de metanol, ya que composiciones mayores no

mejoran la eficiencia. La composicién de solvente organico sera entonces metanol 5 %vi/v.
Regresar al indice

4.4.4.- Evaluacion del BGE con p-toluidina

Si ahora se utiliza un patron con todos los analitos que pueden estar presentes en las
muestras de interés, esto es potasio, sodio, calcio, magnesio, manganeso, aluminio y hie-
rro, a concentraciones mayores a las ensayadas previamente (ahora seran 25 mg/l) a fin
de que sean mas similares a las soluciones reales, se puede evaluar el BGE utilizando las
mejores condiciones halladas en los experimentos anteriores.

Para la preparacion de esta nueva muestra sintética se utilizé6 como solvente el mismo
BGE en el que se realizara el analisis, primeramente debido a la alta fuerza iénica que
presenta esta muestra y su disolucion en agua no resulta posible en las concentraciones

deseadas, ademas se evita inyectar una fase tan distinta a la de corrida.
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Fig. 15: BGE p-toluidina 100 mM, acido lactico pH=4,7, metanol 5 %; V=10 kV; L=50 cm; I=41 cm;
id= 75 ym; A=254 nm; Inyeccion 30 mbar, 10 segundos. 1) potasio; 2) sodio; 3) calcio; 4) magne-
sio/ manganeso 5) pico de sistema.

Se observa que al incorporarse los analitos faltantes, el sistema no presenta la misma
estabilidad. La zona mas conflictiva es la correspondiente al calcio/ magnesio/ manganeso
ya que no se resuelve completamente. Ademas, los tiempos de migracién han variado
respecto a los observados anteriormente.

Regresar al indice

4.4.5.- Preparacion de BGE con piridinas como cromoforo

A continuacion se muestran los electroferogramas simulados utilizando 2-, 3- y 4-metil-
piridina y 2,4,6-trimetilpiridina en diferentes concentraciones con acido lactico como com-
plejante. Dado que ya qued6 demostrado con el uso de la p-toluidina que a mayores fuer-
zas idnicas se mejoraria la separacion, se procedid a utilizar concentraciones de las espe-
cies absorbentes iguales o0 mayores a la ensayada anteriormente. Por lo tanto se proba-
ron concentraciones de 100, 200 y 300 mM para cada caso, simulandose con iguales pa-

rametros que la Fig. 11.
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Fig. 16: Simulacién en peakmaster: |) 2-metilpiridina a) 100 mM, b) 200 mM, ¢) 300 mM; 1) 3-metil-
piridina a) 100 mM, b) 200 mM, c¢) 300 mM,; Ill) 4-metilpiridina a) 100 mM, b) 200 mM, c) 300 mM;
IV) 2,4,6-trimetilpiridina a) 100 mM, b) 200 mM, c) 300 mM. 1) potasio; 2) sodio; 3) calcio; 4)
manganeso/ magnesio; 5) aluminio.
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En todos los casos a medida que se incrementa la concentracion del cromoforo, el so-
ftware estima mejoras en la resolucion, aunque ésta ya es aceptable desde la menor de
las concentraciones ensayadas. Por lo tanto, se prepararon soluciones 100, 200 y 300
mM de cada una de estas piridinas, adicionando el volumen necesario de cada una de
ellas a un vaso de precipitados con agua miliQ y 5 %V/V (concentracion final) de metanol.
Para facilitar la disolucion se sonica y luego se adiciona el acido lactico desde pipeta has-

ta alcanzar el pH deseado, monitoreandolo con un pHmetro.

Estado PM (g/mol) p (g/ml)
2-metilpiridina liquido 93,13 0,943
3-metilpiridina liquido 93,13 0,957
4-metilpiridina liquido 93,13 0,957
2,4,6-trimetilpiridina liquido 121,18 0,917
Ac. lactico liquido 90,08 1,357
V=25l C(mM) V(ul) Ac. lact (MM)| Ve s (HI) pH
100 246,9 108 179,2 4,5
2-metilpiridina 200 493,8 215 356,8 4,6
300 740,7 325 539,4 4,7
100 243,3 99 164,3 4.7
3-metilpiridina 200 486,6 199 330,2 4,7
300 729,9 300 4979 4,7
100 243,3 107 177,6 4,7
4-metilpiridina 200 486,6 215 356,8 4,7
300 729,9 320 531,1 4,7
100 330,4 110 182,5 4,5
2,4,6-trimetilpiridina 200 660,7 220 365,1 4,5
300 991,1 330 547.,6 -

Tabla 6: Preparacion de 25,0 ml de BGE de 2-metilpiridina, 3-metilpiridina, 4-metilpiridina y 2,4,6-
trimetilpiridina. El volumen de acido lactico es estimativo, ya que se utilizé para ajustar el pH, sin
embargo las diferencias en estos no son significativas. El pH fue medido con un electrodo de vi-
drio durante el agregado del acido.

Se encontré que la 2,4,6-trimetilpiridina en concentraciones superiores a 200 mM for-
ma una fase inmiscible que no se logra dispersar por sonicacion u otros medios mecani-
cos, persistiendo incluso luego del agregado de acido lactico. Por lo que esta piridina a ta-

les concentraciones fue descartada.
Regresar al indice

4.4.6.- Evaluacion del BGE con piridinas y ajuste del potencial aplicado

Dado que las condiciones instrumentales, por ejemplo tiempo de inyeccion o acondi-

cionamiento, ya han sido estudiadas y es logico esperar resultados iguales o muy simila-
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res, se procedio a utilizar el patrén completo de 7 analitos: potasio, sodio, calcio, magne-

sio, manganeso, aluminio y hierro, 25 mg/l de cada uno.
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Fig. 17: 1) 2,4,6-trimetilpiridina 100 mM y &cido lactico pH=4,5; A=230 nm; V=10 kV; II) 2,4,6-trime-
tilpiridina 200 mM vy acido lactico pH=4,5; A=230 nm; V=7 kV; Ill) 2-metilpiridina 100 mM y acido
lactico pH=4,5; A=265 nm; V=7 kV; IV) 3-metilpiridina 100 mM y acido lactico pH=4,7; A=270 nm;
V=7 kV; V) 4-metilpiridina 100 mM y &cido lactico pH=4,7; A=235 nm; V=7 kV. L=39,6 cm; I=31,1
cm; id=75 um. Inyeccion 30 mbar, 10 segundos. 1) potasio; 2) sodio; 3) calcio; 4) magnesio/ man-
ganeso, 5) pico de sistema.

Los voltajes aplicados no pudieron ser de 10 kV en todos los casos debido a la eleva-
da corriente generada (limitacion instrumental). No obstante en estos electroferogramas
puede observarse que las metilpiridinas (2-, 3- y 4-metilpiridina) no presentan una linea de
base estable, lo que afecta sensiblemente al analisis. Esta misma situacién se corrobor6 a
las diferentes concentraciones e incluso al variar el voltaje de corrida, por lo que seran
descartadas como posibles constituyentes del BGE.

Por otro lado, la 2,4,6-trimetilpiridina constituye un croméforo potencialmente util. En
principio se pueden observar 4 de los 5 analitos esperados, no siendo resueltos el magne-
sio y el manganeso. Puede observarse que en el caso de concentraciéon 200 mM se mejo-

ra la resolucion del calcio y el magnesio, pero a su vez aumenta el ruido y la inestabilidad
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de la linea de base; y al realizar replicados se ha observado una muy baja reproducibili-
dad, presentando cambios repentinos en la linea de base de manera aleatoria.

La estabilidad de la linea de base puede mejorar al disminuir el potencial aplicado. Por
lo tanto se ensayaron los BGE compuestos por 2,4,6-trimetilpiridina 100 y 200 mM en

iguales condiciones que antes pero aplicando 5 kV.

mAU_

T T T T
10 20 30 40

t (min)
Fig. 18: 1) 2,4,6-trimetilpiridina 100 mM; 1) 2,4,6-trimetilpiridina 200 mM. Condiciones e identifica-
cion de picos iguales a la Fig. 17, excepto V=5 kV.

Puede observarse que, si bien se tiene una menor resolucién entre el calcio y el mag-
nesio, en el caso de concentracion 100 mM la linea de base resulta mas estable. A su vez
se ha observado que la reproducibilidad es mayor a concentraciéon 100 mM que a 200
mM. Por su parte la resoluciéon entre calcio y magnesio ha disminuido pero aun serian

cuantificables.
Regresar al indice
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4.4.7 .- Variacion del diametro del capilar

Seleccionando la 2,4,6-trimetilpiridina como croméforo en concentracién 100 mM con
acido lactico como complejante a pH 4,5 se realizé el mismo ensayo utilizando ahora un

capilar de longitudes similares pero de 50 um de diametro interno.

mAU

4

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
6 8 10 12 14 16 18

D ¢ (min)
Fig. 19: 2,4,6-trimetilpiridina 100 mM con &cido lactico pH 4,5 y metanol 5 %. Condiciones e identi-
ficacion de picos iguales a la Fig. 18, excepto id= 50 um.

id 50 pm 75 ym
Senal/Ruido 19,20 10,00
t,(min) 15,57 15,60

ty (min) 15,94 16,20
W, . (min) 0,16 0,57
Wyo(MIN) 0,39 0,65
RS comg 1,35 0,98

Tabla 7: Relacion senal-ruido del potasio y resolucion del par calcio-magnesio correspondientes a
la Fig. 18-1 (75 um) y la Fig. 18 (50 um).

Puede observarse ahora que la linea de base es mas estable e incluso ha aumentado
la resolucion entre calcio y magnesio, y ha mejorado la relacién sefal/ruido marcadamen-

te; por lo que la disminucién del diametro interno del capilar seria favorable si se utiliza
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este BGE. Es posible que para diametros mayores, al generarse corrientes mayores y, por
ende mayor generacion de calor, se forme un perfil de temperaturas y viscosidades mas

pronunciado, afectando la resolucion.

Regresar al indice

4.5.- Tratamiento y ensayos con muestra real

Dado que tanto en el caso del BGE preparado con p-toluidina 100 mM como en el
preparado con 2,4,6-trimetilpiridina 100 mM se obtuvieron resultados similares y, hasta
cierto punto, aceptables, se deberan ensayar sobre el analisis de una muestra real.

Como la muestra se encuentra disuelta en el medio acido, primeramente se debera
secar y posteriormente suspender, disolver y, de ser necesario, diluir en el BGE a utilizar.
Para ello se colocaron 5,00 ml de la solucion acida en una capsula de porcelana y se
calentd en platina bajé campana hasta sequedad. Luego se disolvio el sélido obtenido en
5,00ml del BGE constituido por p-toluidina 100 mM, metanol 5 %V/V y acido lactico pH
4,7. Una porcion fue separada para su analisis, otra fue diluida 50 veces en BGE y una
tercera se diluyd 100 veces, a modo exploratorio. Estas muestras tratadas fueron

inyectadas y corridas en las mismas condiciones que las halladas con los patrones.
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Fig. 20: BGE p-toluidina 100 mM y acido lactico pH=4,7; V=10 kV; L=50 cm; |=41 cm; id=75 pm;
A=254 nm; Inyeccion 30 mbar, 10 segundos. |) muestra en BGE sin diluir; 1l) muestra en BGE dilui-
da 1:50; Ill) muestra en BGE diluida 1:100. 1) potasio; 2) sodio; 3) calcio.

En el caso de la muestra sin diluir se puede observar que se tienen tres picos bien de-
finidos pero claramente sobrecargados (muy dispersos), por lo que se debe realizar una
dilucion. En el caso de la dilucién 1:50 se ve que las intensidades de los picos no son muy
buenas y en lugar de haber tres picos ahora s6lo se observan dos, por lo que probable-
mente esta dilucion sea muy elevada para esta muestra, por lo tanto ocurre lo mismo con
la dilucion 1:100. En ninguno de los dos casos es posible realizar la integracion.

A pesar de que estas diluciones no son apropiadas, dada la baja respuesta obtenida y
comparandolo con las pruebas sobre patrones realizadas anteriormente, puede asumirse
que una menor dilucidon no presentaria inconvenientes, asi se verian los tres analitos que
se observaban en la muestra en BGE sin diluir y seria posible integrar los picos obtenidos

a fin de cuantificarlos.
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Por otro lado, no fue posible ensayar la muestra utilizando el BGE compuesto por
2,4,6-trimetilpiridina 100 mM debido a limitaciones instrumentales ajenas al método en
cuestiéon. Sin embargo fue posible pretratar la muestra de la misma forma que se realizé
con el otro BGE hasta el punto de obtener una solucion en este medio que a priori seria
aceptable para el ensayo electroforético.

Regresar al indice

4.6.- Anomalias aparentes del sistema

4.6.1.- Picos de sistema

Hasta aqui se ha podido observar en todos los electroferogramas un pico hacia el final
que no ha sido tenido en cuenta ni explicado. Para poder explicarlo debidamente, se debe
considerar la existencia de picos de sistema (o autopicos).

En principio un sistema presentara tantos picos de sistema como constituyentes tenga
el BGE, por lo tanto a mayor numero de constituyentes mas dificultosa se vuelve la predic-
cion del sistema y mayor probabilidad de que exista una interferencia en el analisis. Esto
ultimo respalda aun mas la premisa de mantener el BGE lo mas simple posible.

Al menos uno de los picos de sistema es muy cercano a cero, habitualmente llamado
zona de inyeccion. Esta zona de inyeccidén suele ser utilizada como marcador del flujo
electrosmético, debido a que no posee movilidad electroforética. Sin embargo se debe
considerar que la posicion de este pico no es equivalente a la de un marcador de flujo
neutro, pudiendo ser considerablemente distinto.

Si un BGE es considerablemente acido o alcalino, o si contiene multiples co-iones o0 un
constituyente multivalente, se encontraran uno o varios picos muy alejados de las posicio-
nes de los mencionados anteriormente, es decir que pueden interferir seriamente en el
analisis. En este caso el problema se divide en dos situaciones posibles [19]:

1) Si no existe un analito con una movilidad igual a la del sistema, el BGE muestra
una zona denominada de sistema moviéndose con la velocidad electroforética co-
rrespondiente a la del sistema propiamente dicho. Cuando el detector muestra una
respuesta a los constituyentes del BGE (como nuestro caso de deteccidn indirecta),
puede obtenerse un pico facilmente confundible con un analito, sin embargo se tra-
ta de un falso pico o de sistema.

2) Si existe un analito cuya movilidad es igual a la del sistema, se produce un efecto

de resonancia. Esto causa que, en deteccion indirecta, se tenga una sefal amplifi-

68



Trabajo de fin de Carrera Juan A. Aspromonte

cada en el analito. Afortunadamente, las senales de resonancia son facilmente
identificables ya que presentan una forma en zigzag. De estar presentes deben
descartarse del analisis ya que el analito bajo esta condicién ya no es cuantificable.

En nuestro caso no se han observado picos de resonancia, el ultimo pico que se ob-
serva no se corresponde con lo esperado para la zona de inyeccién y no se tiene un BGE
muy acido. Por lo tanto, para este pico debe considerarse la posibilidad de la presencia de
un co-ién proveniente de una impureza en alguno de los reactivos o bien una especie co-
migrante que se forme a partir de un componente del BGE no considerado, introducido en
la preparacion como una impureza. Esta ultima opcion pareciera ser la mas apropiada, ya
que este pico varia al variar la concentracién de analitos y no se observa en el BGE sin
muestra o si se inyecta solo hierro o aluminio, por lo que tampoco es uno de estos anali-
tos.

Dado que este pico se encuentra presente al trabajar tanto con cualquiera de los dos
BGE desarrollados, esta impureza debe haber sido introducida a partir de componentes
en comun, como puede ser el acido lactico, el agua milliQ, el metanol o alguna especie
arrastrada desde los filtros de nylon.

No obstante, la explicacién de estos picos de sistema no suele ser muy detallada en la
literatura y no abarca todos los posibles casos, por lo tanto los mecanismos por los que
ocurren son motivo de investigaciones actuales y no es posible ahondar mas sobre la na-

turaleza de estos.
Regresar al indice

4.6.2.- Ausencia de picos de hierro y aluminio

Como se mencionara antes, existen al menos tres especies mas en la muestra real
que no se han observado hasta aqui, resulta entonces interesante el estudio de al menos
dos de éstas, aluminio y hierro(lll), ya que el manganeso puede considerarse como no re-
suelto del magnesio.

Si se inyecta una solucion de aluminio o hierro(lll) no se observan picos. Para poder
explicar esto se debe considerar en qué “forma” se encuentran estos metales, cual es la
configuracién (valencia y formacion de especies coordinadas) que presentan en las condi-
ciones de corrida (potencial oxidativo y pH del BGE). Esto se puede analizar a partir de
los diagramas de potencial vs pH, llamados diagramas de Pourbaix, los cuales correspon-
den a un medio acuoso, lo cual no es el caso estricto del BGE (principalmente debido a la

presencia del complejante) pero pueden servir como base a la discusion.
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Fig. 21: Diagramas de Pourbaix. 1) Aluminio; 2) Hierro.

Puede observarse en estos graficos que la condicion de pH fijada por el BGE es supe-
rior a aquella en la que el aluminio se encuentra libre en solucién como Al(lll) y aun mayor
a la del Fe(lll), por lo que no se tendria estas especies durante el analisis.

Por otro lado, algunos autores han sugerido que la complejacién del aluminio y el hie-
rro (lll) es tan lenta que podria no ser efectiva, por lo que la zona correspondiente al anali-
to se volveria difusa, debido a las diferencias en movilidad de las distintas especies, y no
se observarian en las corridas electroforéticas en que se utilice acido lactico como com-
plejante [22].

Se podria considerar la posibilidad de disminuir el pH hasta el punto en el que alguno
de estos metales se encuentre libre en solucién en una proporcion cuantificable, pero en
tales condiciones el BGE ya no serviria, pues se estaria en una condicion de pH menor al
pKa del acido lactico y no se tendria anién lactato suficiente para formar complejos y per-
mitir la separacién. Por lo tanto deberia ensayarse otro complejante cuyo pKa sea menor
al del lactico y que posea equilibrios de complejacién suficientemente rapidos con los ana-

litos de interés.

Regresar al indice
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5.- Conclusiones

El objetivo de este trabajo consistio en el desarrollo de un sistema de electroforesis ca-
pilar de aplicacion en el campo de la geoquimica, para determinar componentes mayorita-
rios en rocas. El principal desafio consistid entonces en la preparacion del medio separati-
vo y el acondicionamiento de la muestra para su analisis.

Si bien se desarroll6 un medio separativo apropiado para varios de los analitos de in-
terés, no todos pudieron separarse adecuadamente. Sin embargo, aquellos que fueron
separados resultan de gran interés en la clasificacion de rocas ya que se aplican a ciertas
normas ampliamente utilizadas. En cuanto al acondicionamiento de la muestra, se pudo
encontrar un método simple para su pretratamiento; lo cual, combinado con el método se-
parativo propuesto, nos permitiria cuantificar estos analitos en muestras reales de manera
sencilla y, si se lo compara con otras técnicas utilizadas actualmente, a muy bajo costo.

Por otro lado, se plante6 un desafio analitico ya que el numero de publicaciones rela-
cionadas a la determinacion de cationes inorganicos por electroforesis capilar con detec-
cion indirecta es muy escaso y este método solo ha sido aplicado en escasas ocasiones y
con éxito relativo sobre muestras reales, situandose la mayor parte de las publicaciones
en demostrar la posibilidad de su uso pero no su aplicacion, sin haberse planteado hasta
el presente su posible uso en condiciones como en las de este trabajo. Logramos hallar
condiciones de trabajo en las que el sistema responde de manera aceptable en situacio-
nes reales de alta fuerza idnica y se sentaron las bases para futuras investigaciones y de -
sarrollos en el area, dando un nuevo impulso a este método separativo.

Desafortunadamente, no fue posible la aplicacion del método sobre las muestras en su
totalidad debido a limitaciones de indole instrumental. Tampoco fue posible realizar los en-
sayos utilizando las dos composiciones de BGE que mostraron buenos resultados, aun-
que se pudo ensayar positivamente ambas composiciones para el pretratamiento de la
muestra.

Asi mismo, se plante6 una posible explicacion complementaria a la ya existente sobre
la separacion y deteccidn de los analitos hierro y aluminio, que permitiria abrir nuevas po-
sibilidades de desarrollo para obtener resultados cuantificables de un mayor numero de

especies en este tipo de muestras.
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