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1.1. INSTRUMENTACIO EN ELECTROFORESI
CAPIL.LAR

L'esquema general d’un aparell d’electroforesi capil.lar es representa a
la figura 1.1.

La instrumentacié fonamental d’aquests aparells consta d“un tub capil.lar
(1) amb un detector on-column intercalat (2) i els extrems summergits en dos
recipients (3) que contenen una dissolucié reguladora de pH (tampd) que esta
en contacte amb una font continua d’alt voltatge (4) mitjangant uns eléctrodes.

L aparell també consta d'un sistema d’injecci6 que permet introduir
discontinuament |la mostra a analitzar (5) i d'un sistema per introduir diferents
electrolits dins del capil.lar (sistema de “flushing" ) (6).

L analisi de la mostra mitjangant aquest aparell es realitza, un cop s’ha
acondicionat i estabilitzat degudament el capil.lar, separant del recipient
adequat (3) un extrem del capil.lar, injectant la mostra, tornant a summergir
I"extrem en el recipient i aplicant el voltatge de separacio.

Un cop s’ha injectat la mostra i s’ha aplicat el voltatge, els components
de la mostra es van separant segons les seves mobilitats eléctriques i van
passant per una finestra oberta davant del detector el qual envia els senyals a
un sistema de recollida de dades (7) i doéna lloc a un registre de pics, similar
als obtinguts en HPGC i en HPLC, que s"anomena electroforograma (8).

Els capil.lars més utilitzats son de silica fosa amb diametres interns de 50
0 75 um , longituds tipiques entre 50 i 120 cm i un recobriment de poliimida
que els fa elastics. En alguns casos estan recoberts interiorment per
compostos que modifiquen la mobilitat de les espécies.

Els sistemes comercials de deteccid6 més utilitzats en |’electroforesi
capil.lar sén els basats en |"absorcié UV-visible (WAJ 84) i en la fluorescéncia
(YWL 92). Els detectors d"absorcié més flexibles utilitzen lampades de deuteri,
que permeten variar la longitud d’ona dins del rang de |"'UV proper (190 a 360
nm), i els de fluorescéncia utilitzen lampades similars a les d"absorcio o lasers
d” Art o d” He-Cd.

Les fonts de voltatge que normalment s’utilitzen soén regulables, de
polaritat reversible i poden donar entre 0 i +30 KV per tal de fer migrar
adequadament les especies.
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Figura 1.1. Esquema d’un aparell d’electroforesi capil.lar.

Els métodes d’injeccié en CE es poden dividir, a grans trets, en aquells
que utilitzen gradients de voltatge (electrocinetics) i els que utilitzen gradients
de pressid per introduir la mostra. A part d’aquests métodes, se n"han utilitzat
daltres que, o bé no permeten operar amb els capil.lars tipics en CE (TSU 87),
o bé son poc precisos (TMD 91).

Els métodes electrocinétics d’injeccié basen la introduccié de ia mostra
en la mobilitat dels seus components en aplicar un camp eléctric durant el
temps d’injecci6 (DFB 85)( WAE 87) i estan incorporats en la major part
d’instruments comercials.

En aquests metodes, el nombre de mols introduits en el capil.lar no és
representatiu de la mostra (HGZ 88) i, tot i que és possible minimitzar aquests
efectes (LEY 92), és recomenable limitar la seva utilitzacié a casos on no es
pot utilitzar cap altra alternativa (CGE, per exemple).

Els métodes basats en gradients de pressié no tenen aquest inconvenient
i utilitzen o bé la pressid hidrostatica creada per desnivells entre I'entrada i la
sortida del capil.lar (ROJ 88) o bé bombes de buit (SMB 89) per introduir la
mostra.

El metode comercial més extés és la utilitzacié d’una bomba de buit amb
un cicle constant en el qué es pot variar el temps d’injeccidé (de zero a uns
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minuts) i aplicar una diferéncia de pressié més gran i més rapida que en el cas
d’utilitzar pressio hidrostatica. La precisié del senyal que s’obté en injectors
comercials (Models ISCO 3140 i Spectra-Physics 1000) és de |’ordre del
2-3 %.

El "flushing" del capil.lar es realitza amb bombes de buit (SMB 89) o
sistemes de pressi6é, que acostumen a ser diferents dels d’injeccié, o bé
utilitzant xeringues adaptades a blocs (ROD 89). |

L’Us d"alts voltatges en aquesta instrumentacié fa necessari incorporar a
["aparell sistemes de proteccid (9) i de seguretat per evitar accidents i un
sistema de refrigeracié que ajudi a evacuar el calor generat per efecte Joule
dins del capil.lar. Els sistemes de refrigeracié utilitzats es basen en la
circulacié forgada de 1"aire, a temperatura ambient o termostatitzat, mitjangant
ventiladors o en la utilitzacié de circuits tancats de refrigerants liquids en
contacte amb el capil.lar.

A part d'aquesta instrumentacié fonamental, alguns autors utilitzen
esquemes que permeten la programacio del voltatge (TSY 93), pH i composicio
del tamp6 (CHY 92), la modificacié de la mobilitat amb camps eléctrics radials
(GHG 91) o la recol.leccié continua de la mostra a la sortida del capil.lar (HUZ
90).
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1.2. PARAMETRES ANALITICS DE L'ELECTROFORESI
CAPIL.LAR

El principal objectiu de |"electroforesi capil.lar (CE) és I'analisi eficag dels
components d’una mostra mitjangcant les dades proporcionades en utilitzar
unes dissolucions i en aplicar unes variables sobre una instrumentacio.

El coneixement dels fonaments de la técnica analitica passa, doncs, per
estudiar el tipus de dades que s’obtenen en les analisis i les diferents
variables que influeixen sobre aquestes dades.

A la introducci6 es van comparar diverses alternatives d'analisi de
cianurs i es va constatar que en les noves técniques a desenvolupar es
requereixen, principalment, rapidesa elevada i LOD baixos. En un métode
analitic com CE, a part d"aquestes caracteristiques, calen altres que es poden
mesurar i delimitar a través parametres de qualitat, que s’obtenen a partir de
dades directes de |'analisi efectuada. Les caracteristiques, parametres i
requeriments més remarcables en CE apareixen a la taula I.1.

Aquesta taula mostra que és possible trobar un parametre analitic que
ens avalui cadascuna d'aquestes caracteristiques (veure referéncies pel seu
calcul) i establir un requeriment 0 una restricci6 d’aquest parametre que
permeti avaluar la bondat d’'un métode d’analisi. Els valors dels requeriments
s’han escollit tenint en compte les limitacions de la tecnica CE.

Els anteriors parametres analitics es poden calcular a partir de les dades
que proporciona | ‘electroforograma (figura 1.2) (DYS 91).

Pels 5 primers parametres tabulats, excepte pel cas dels LOD, s’escolleix
com a senyal analitic |"area del pic (A) que déna |’electroforograma , ja que és
poc sensible a distorsions del pic i té€ un interval de linealitat més gran que
I"altura (DYS 91). Mitjancant répliques i calibratges adequats amb patrons de
diferents concentracions s‘obté el calcul de la desviacio estandard del senyal
(Ssenyat) | dels pendents de la regressid lineal del senyal respecte a la
concentracié (m,,;;) @ partir dels quals es poden obtenir la precisio, la
sensibilitat, la selectivitat i el rang d aplicacié del métode analitic.
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Caracteristica Parametre Referéncia Requeriment
analitic
PRECISIO RSD (MCR 87) < 5%
EXACTITUD Percentatge (MCR 87) <5%
d’error
LOD CLop (Senyal/ Soroli = 2) | (POS 84) < 50-500 ppb CN-
SENSIBILITAT Manalit /Ssenyal (SKL 92) Alta
RANG D’ Interval linealitat | (POS 84) El més ample
APLICACIO possible
INTERFERENTS Selectivitat (SKL 92) Alta
RAPIDESA Frequéncia (SKL 92) > 3-4 mostres/h
danalisi
RESOLUCIO Rs (DYS 91) >15
EFICACIA N (DYS 91) > 10000

Taula I.1 Caracteristiques i requeriments dels parametres de qualitat per un analisi per CE.
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A partir dels valors de concentracié de les mostres, comparats amb els
valors reals o0 presos com a reals, es pot calcular |I'exactitud del métode.

El calcul dels LOD es pot realitzar de diferents formes donant lloc a
diversos conceptes de limits de deteccié (AMC 87). EIl métode emprat en
aquesta memoria es basa en la mesura del promig de I'amplada maxima del
soroll (de pic a pic) sobre un electroforograma i establir per a quina
concentracio de cada analit I altura del pic (h) és el doble d"aquest soroll (DYS
91)(POS 84). Aquest valor és conservatiu i, per tant, permet assegurar la
deteccid del pic.

La resta dels parametres analitics presents a la taula 1.1. fan referéncia a
la separaci6 dels compostos.

La frequéncia d"analisi vé donada per |'invers del temps de deteccidé de
[“dltim pic d’interés que surt en |’electroforograma.

La resolucié (R,) permet avaluar la separaci6 entre pics consecutius i es
defineix com:

Rs= 2 (t2-t1) / (Wpp + Wiy) (1.1)

On cada W, representa I' amplada del pic a la base expressada en unitats
de temps. Amb un valor de R¢=1.5 es considera que els pics es separen fins la
linia de base.

El valor de W, no s obté directament d"un électroforograma sind a través
del valor de W, , que és la amplada a mitja altura del pic (figura 1.2). Si el pic
es gaussia, aquestes dues amplades es relacionen segons |’expressio (DYS
91).

W,= 1.699 W, (1.2)
L eficacia d’un pic (N) ve definida per:

N= (t/o") 2=(L lo)? (1.3)
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Figura 1.2. Principals dades obtingudes en un electroforograma

on ¢’, i 6 sén les desviacions estandard del pic en unitats de temps i
espai respectivament. Si el pic és gaussia, es cumpleix que:

o = 0.425W, (1.4)

Un aspecte important és que h, A i o sén interdependents i €s cumpleix
que A/h és proporcional a o, per tant el valor d’h també depén de
I"eixamplament del pic.

Quan els pics que s’obtenen sén asimétrics, existeix una diferéncia de
temps 1 entre el temps de deteccié (moda del pic) i el temps pel qual |"area del
pic escombrada és el 50%. Si es considera que el pic es pot modelar
mitjancant una combinacié de pic gaussia i corba exponencial (pic gaussia
modificat exponencialment) la dispersié gaussiana ¢"2 es veu augmentada en
un valor 12, per tant, el fenomen de |"asimetria augmenta |"amplada del pic i
disminueix la seva ailtura (DYS 91).
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Com a conclusid, s’observa que els parametres analitics depenen d’un
conjunt de dades subministrades en les analisis que cal estudiar amb més
profunditat. A grans trets, aquestes dades es poden dividir en aquelles que fan
referéncia a temps i amplades de pics (t4, ), que es veuran influides per la
separacio (injeccid, migracio i dispersio) dels compostos de la mostra, i les que
fan referéncia al senyal (A, soroll, h) que dependran de la deteccid i també
dels fenomens de separacié. Efectuant aquesta divisi6 es pot realitzar un
estudi de quines sén les variables instrumentals que influeixen sobre aguestes
dades i finalment sobre el parametres analitics.

En el seglient apartat s’exposaran exclussivament principis teorics sobre
la separacié mitjan¢ant I'electroforesi capil.lar en zona lliure (CZE) que és la
unica modalitat de CE utilitzada en tota la memoria.
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1.3. PRINCIPIS DE SEPARACIO EN CZE
1.3.1. INJECCIO DE LA MOSTRA

La primera operacido que influeix en la separacidé és la injeccié. Si la
injeccid es realitza utilitzant gradients de pressio (tal i com s’ha realitzat en
tota la memoria), la mostra es mou en régim laminar i segons un perfil radial de
velocitats de tipus parabolic. El volum que s’introdueix en el capil.lar V;; ve
donat per |’'expressio:

Vinj= ¢RI2APtIn]/ SnL (1 5)

on ¢ és la seccié del capil.lar, R; és el radi intern del capil.lar, t;, el temps
d’injeccio, AP la diferéncia de pressions mitjana del cicle d’injeccidé entre els
extrems del capil.lar, n la viscositat de la dissolucié i L la longitud total del
capil.lar.

La quantitat de mostra (n) que entra en el capil.lar es relaciona amb V,;
mitjangant |'expressio:

N=C,Vin (1.6)
on C, és la concentraci6 de |"analit en la mostra.
1.3.2. MIGRACIO DELS COMPOSTS

En aplicar una diferéncia de potencial a una dissolucié (tampd i mostra)
que es troba dins del capil.lar per tal de realitzar la separacio, les seves
espécies idniques es converteixen en portadores del corrent eléctric (DIR 80) i
es mouen segons dos efectes ben diferenciats: |’electroforesi i |'electroosmosi.

L’electroforesi es deu al fet que els ions de la dissolucid es veuen
sotmesos a una forga electrostatica en actuar sobre ells un camp eléctric.
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Aquesta forga es contrarresta amb la forga de fregament deguda a la viscositat
del medi i s'obté una velocitat uniforme que és directament proporcional al
camp eléctric aplicat. Si solament existeix aquest efecte, aquesta constant de
proporcionalitat reb el nom de mobilitat electroforética (n,) i esta directament
relacionada amb la conductivitat equivalent de [’i6.

Aquest tipus de mobilitat depén principalment del tamany i de la carrega
neta de |'i6 aixi com de la viscositat, temperatura i for¢a idnica de la dissolucio
en la qué es mou (CWY 90).

L' altre fenomen que es produeix dins d’un capil.lar en aplicar un camp
eléctric és |'electroosmosi i es deu a l'existéncia d'un gradient radial de ions
que interaccionen amb les parets de l’interior del capil.lar. L’efecte del camp
eléctric sobre aquesta distribucié provoca un moviment global de tota la
dissolucio en forma d’un perfil radial de velocitats practicament pla (RIW 65).

La constant de proporcionalitat entre el camp i la velocitat de la dissolucié
creada per aquest fenomen reb el nom de mobilitat electroosmotica (u,,) | €s
relaciona amb m, la constant dieléctrica del medi (g) i el potencial zeta del
sistema dissolucid-capil.lar (£) mitjangant I'equacié de Smoluchowski (JAB 93).

Heo = -SC/‘n (17)

A part d’aquestes variables, la temperatura, la for¢a idnica, el pH i el tipus
de dissolucié també afecten indirectament al valor de .

En una separaci6 realitzada mitjancant CZE els efectes electroforétic i
electroosmotic es superposen i resulta una mobilitat total yp, sobre cada
especie que és la suma algebrica de p i 1, - La velocitat de cada espécie (v)
ve donada per:

V= (oiiteo JE (1.8)

on E és el camp eléctric aplicat, en aquest cas la relacid entre el voltatge i
la longitud total del capil.lar (L) . Per tal de poder moure un compost cap el
detector, cal que v sigui positiva, i per tant es podran detectar compostos amb
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mobilitat total negativa aplicant potencials negatius 0 compostos amb mobilitat
total positiva aplicant potencials positius (AGU 90).

El principal factor que determina la utilitzaci6 d'una d’aquestes
configuracions és la mobilitat electroosmotica, donat que no discrimina el tipus
d'espécies-i els dona la mateixa velocitat. Si el capil.lar no es modifica, la
mobilitat electroosmotica és positiva, per tant si es volen detectar anions es pot
necessitar la modificacio del valor de p.,.

La mobilitat total es pot calcular a partir de I'expressioé (1.8) tenint en
compte que E és constant i que

v=l,/t, (1.9)

On L, és la longitud de deteccid i t; el temps de migracid. Utilitzant Ia
mateixa expressio per un compost neutre és possible calcular el valor de p, i,
coneixent , , esbrinar els valors de p per cada i6. En el capitol 2 s’exposen
amb major detall les variables que influeixen sobre la mobilitat dels analits.

1.3.3. DISPERSIO | CONCENTRACIO DEL COMPOSTOS

Durant la injeccio, separacié i deteccié de les mostres, les zones de cada
analit es dispersen i provoquen un eixamplament dels pics de
I"electroforograma. Les causes d aquesta dispersié sén multipies i afecten de
manera important als parametres analitics de la separacié dels compostos.

1.3.3.1. Dispersi6 deguda a la injeccié

Si es suposa que durant la injeccio la mostra entra perpendicularment al
capil.lar i que es difon radialment de manera molt rapida s’obté un pols
rectangular de concentracions al llarg d’una longitud w,,; (donada pel quocient
Vi, /6 ). Sota aquestes condicions ideals, la dispersi6 deguda a la injecci6 en el
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cas de que no hi hagi fendmens de concentracié ve donada per la variancia del
pols rectangular o2, :

02y = W2y [ 12 (1.10)

En la injecci6 real aplicant pressions, la difusié radial no és instantania ni
'entrada del capil.lar és perfectament perpendicular al seu eix i per tant el
perfil d’entrada de la mostra pot alterar en part aquest pols rectangular
introduint dispersions addicionals (MAR 92).

A part d'aquestes causes, alguns autors han trobat dispersions
importants durant la retirada i |"acoblament del capil.lar que han atribuit a
diferéncies de tensions superficials, de densitats o de viscositats entre la
mostra i el tampd, a pressions d’inmersié o a turbuléncies (GRM 89).

1.3.3.2. Dispersio6 deguda a la separacioé

En I'electroforesi capil.lar, el fet que la mostra durant la separacié es
mogui segons un perfil de velocitats pla i no ho faci segons un perfil radial
parabdlic tipic d’altres técniques danalisi que utilitzen gradients de pressio
(HPLC, HPGC) redueix la dispersié de les zones i provoca que generalment
s obtinguin registres amb els pics més estrets. Tot i aixi, hi ha diverses causes
que contribueixen a [|‘eixamplament dels pics que s’obtenen a
|"electroforograma.

Donada l'existéncia de gradients axials de concentracié en la interfase
tampo-analit, la difusio de la mostra és inevitable. Si aquesta fos |"Unica causa
de dispersio, el pics tindrien un perfil gaussia (DYS 91) amb una variancia de
dispersio dels pics donada per:

62,=2.D.t, (1.11)
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on D és el coeficient de difusid. Durant el temps d’injeccidé també es produeix
la difusio, i per tant caldria afegir t,; a ty per tal d’estimar de forma meés
correcta el valor de la dispersio del pic deguda a aquest efecte.

L’escalfament per efecte Joule de la dissolucio de dins del capil.lar
provoca un perfil radial de temperatures que no és pla i que, degut a |’efecte
de la temperatura sobre la mobilitat, mou amb diferents velocitats els analits
segons la seva posicio radial, podent provocar una dispersié extra dels pics
donada per |'expressio:

02,=2.Drt, (1.12)

on Dy és ['anomenat coeficient de dispersié de Taylor que depén d” E, de
R; de la conductivitat del tampd i daltres factors que s’estudiaran
posteriorment (GOl 90)(FDB 88).

Un altre factor que pot contribuir a |'eixamplament de les zones és
I"adsorci6é dels analits (HJE 90), pero si la paret del capil.lar té una carrega
negativa i el pes molecular dels analits no és gaire elevat (com és el cas de
I"aplicacié que s ha desenvolupat) |"adsorcié d anions no és important.

La causa principal que pot introduir fendmens d’asimetria en els pics és
la diferencia de mobilitats entre la mostra i els ions del tampd que es troben
prop de la mostra. Aquest fet origina una diferéncia de conductivitats entre la
zona de |'analit i la zona immediata al tampé que doéna lloc a un eixamplament
de la base del pic. Aquest eixamplament és directament proporcional a la
cohc_;entracié de I'analit (anid) i a la longitud de deteccié i depén de les
mobilitats de ["analit, del contra-anié i del contra-catié del tampé (MEV
79a)(MEV 79b)(HJE 90).

Aquests estudis mostren que per minimitzar |'efecte d’asimetria cal
operar amb tampons molt conductius amb concentracions d’analits baixes.
Quan la mobilitat dels co-anions del tamp6 és superior, en valor absiut, a la de
["analit, I"asimetria es presenta al final, donant pics amb cua ("tailing") mentre
que si es dbna la situacid contraria, |"asimetria es troba a I'inici del pic
("fronting").
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La diferéncia de pH entre la mostra i el tampd també pot produir
eixamplaments de zona si el pH afecta de manera important a la mobilitat (HJE
90).

1.3.3.3. Dispersi6é deguda a la deteccié

Les dispersions degudes a la deteccié depenen basicament del disseny
del detector, la qual cosa impedeix la seva optimitzacié quan es treballa amb
aparells comercials. Perd, d altra banda aquestes dispersions generalment son
molt baixes i, per tant, tenen poc efecte sobre la dispersio total.

Durant la deteccié es necessita extreure informacié d’un volum finit del
capil.lar, per tant cal una escletxa suficientment ampla per agafar una
determinada regié de la finestra de deteccié. L obertura d’aquesta escletxa
sobre la que es troba el capil.lar introdueix una dispersid similar a la donada
per |'expressio (1.10) i, tot i que és optimitzable (WHC 89), en els detectors
utilitzats és fixa.

La constant de temps (o0 el temps de pujada, RT) seleccionada en el filtre
del detector és un altre valor que pot distorsionar la deteccié del pic segons la
variancia (OTT 89). Hi ha autors que recomanen un interval de constants de
temps entre 0.1 i 2 s per unes bones condicions d analisi.

1.3.3.4. Concentracié deguda a I’efecte "stacking"

L efecte "stacking" permet concentrar la mostra dins del capil.lar mentre
s’esta realitzant la separacié dels compostos i té lioc quan la conductivitat de
la mostra injectada és menor que la del tamp6 que s’utilitza per la separacio.

Sota aquestes condicions, un cop acabada d’injectar la mostra i en
aplicar el voltatge de separacio, es cumpleix que el camp eléctric en la zona de
la mostra (E,,) és més gran que el de la zona del tampéd (E;) degut a que la
diferéncia de potencial en les zones és inversament proporcional a la seva
conductivitat (llei d’Ohm) (fig. 1.3a). Aixi doncs, en qualsevol moment es
cumpleix:
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E,. /E=vR (1.13)

on yg és la relacié de conductivitats entre el tampd i la mostra en cada
moment. Com a consequéncia d'aquest efecte, la velocitat dels analits en la
zona de la mostra augmenta respecte la velocitat dels ions dins del tamp6 |
provoca una concentracio en la zona davantera de la interfase mostra-tampé
(fig. 1.3b) fins que s arriba a un equilibri de conductivitats.

El mecanisme de concentracio basat en |'efecte "stacking" és complexe
donat que la relacié de camps de |I” expressio (1.13) va disminuint al llarg de la
separacio, ja que els voltants de la mostra es van concentrant fins arribar a
conductivitats similars a les del tampé. Aixi doncs, |’anterior expressié marca el
factor de concentracié maxim que es pot aconseguir.

Com meés gran sigui el temps de contacte entre la mostra i la zona de
baixa conductivitat més proper a yg sera el factor de concentracié que
s’assolira. Entre els factors que afavoreixen un temps de contacte gran i una
conductivitat baixa de la zona es poden citar la similitud entre les mobilitats de
I"analit i els anions del tampd (AGM 93) i |'amplitud de la mostra injectada en el
capil.lar.

Temps d’injeccié excessius, perd, poden disminuir |"eficacia dels pics per
influir notablement en la seva amplada i en les mobilitats ( donat que baixen el
corrent eléctric que circula pel capil.lar), i poden afectar la linealitat de la
calibraci6 (BEA 93) i introduir pics indesitjables del sistema deguts a
concentracions de les zones (GTB 92).

Tot i que és beneficios operar amb un valor de yg elevat, un augment
excessiu d'aquest parametre poc provocar dispersions de pics degut a perfils
de velocitat laminars creats per pressions de camps eléctrics no uniformes
(BUC 91).

L ‘efecte "stacking", doncs, fa disminuir la zona inicial d'injeccié w,; (1.10)
en un factor y; pero introdueix dispersions per efectes laminars. El valor de
dispersid creat per ambdos efectes vé donat per:

0-injz +Gstack2= ( Winj2/ 1 2YR2 ) + (RiAV):2 td 124D (1 -14)
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Figura 1.3. Esquema de l'efecte "stacking” a) immediat a I’aplicacio de V b) En equilibri

on Av és la diferéncia entre la velocitat electroosmética local i la velocitat
electroosmoética de I'eix del capil.lar. Aquest valor augmenta amb Wii | Yr, | PET
tant hi ha un valor optim de y; que, sota condicions tipiques, es troba al voltant
de 10.

© 1.3.3.5. Dispersi6 total

La variancia total d'un pic, en unitats de longitud al quadrat, és additiva
(STE 66)(FDB 88)(HJE 90) i, es pot expressar com la suma de les variancies
de cadascun dels fendmens referits en aquest capitol:

2=r2 2 2 2 2 2 2
o Ginj+0-stack+cD+GT+Gasim+c detec Y altres (1-15)
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L anterior expressié mostra que la dispersié d’'un pic és un fenomen
complexe de modelitzar. Tal i com s’ha vist, en totes les etapes de |"analisi per
CE hi ha una contribucié a la dispersio, per tant cal tenir en compte quins
factors son els predominants de cara a minimitzar el seu valor.

L'efecte "stacking és I'Unic que pot contribuir a disminuir aquesta
amplada a través de la seleccié d'un valor de yg adequat segons 1’expressio
(1.14) i, per tant, permet millorar |"altura, I'eficacia (expressié 1.3) i la resolucié
(expressi6 1.1) dels pics encara que hi hagui altres factors que augmentin ia
dispersid.
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1.4. PRINCIPIS DE DETECCIO EN ELECTROFORESIS
CAPIL.LAR

En aquest apartat s’exposen el fonaments de deteccié directa per
absorcié UV en |’electroforesi capil.lar. També es fa referéncia a la deteccid
indirecta, ja sigui utilitzant la mateixa técnica d'absorcid com mitjan¢ant
fluorescéncia, que es desenvolupa experimentalment en el capitol 6. L estudi
d’aquests principis ens ha de permetre la optimitzacié de les condicions de
deteccid per tal d"assolir els millors LOD.

1.4.1. DETECCIO DIRECTA
1.4.1.1. Area del pic

La deteccié de compostos per absorcié UV es basa en I' absorbancia
(Abs) dels compostos i ve donada per |'expressié de Lambert-Beer (SKL 92):

Abs= £,bC, (1.16)

On b, ¢, i C, sbn el cami dptic, I'absortivitat molar i la concentracié total
de cada analit. El valor d” ¢, de cada analit depén principalment de la longitud
d'ona ().

Segons alguns autors (FFO 89), el cami optic a través de la secci6 recta
d’un capil.lar cilindric depén del radi intern de la columna capil.lar (R;) i ve
donat per :

b= 1.2R; (1.17)

La deteccid a través de la seccid del capil.lar és el métode comercial més
extés, tot i que hi ha métodes desenvolupats per autors que permeten millorar
el cami optic, i per tant el senyal, de manera notable (AGM 93).
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Els mols d’analit (n) injectats inicialment dins del capii.lar es poden
obtenir, en tot moment, a partir de la concentracié de cadascun d’ells al llarg
de capil.lar utilitzant I"expressié:

n= ¢] Cax (1.18)

On ¢ és la secci6 del capil.lar, C és la concentracié de |"analit en cada
punt i x és la variable longitud del capil.lar. Per tant seria desitjable obtenir un
senyal d'area que fos proporcional a aquesta expressio.

En el cas real dintegraci6 dinamica, el detector mostreja el senyal
d'absorbancia en el temps (t) i el tradueix en una mesura de comptes,
depenent de la constant K de |"aparell d"adquisicio de dades, que déna lloc al
valor d"area de pic (A) en l’electroforograma. Aquest valor es pot relacionar
amb la concentracié en cada punt amb ['expressi6 (1.16).

A=K Assdt =Keb | Cat (1.19)

Si es compara (1.19) amb (1.18) s’observa que cal una expressié en
funcid de la variable x enlloc de t per tal d"avaluar els mols dels compostos
injectats. Aquesta transformaci6 es pot realitzar a partir de la velocitat de cada
pic (1.9), suposada constant.

dt=t,dx/L, (1.20)

i, per tant, s’obté I'expressidé de |'area en funcié del nimero de mols
injectats utilitzant (1.9) i (1.20):

A=Ke,bt,n / dL (1.21)

Aixi doncs, |'area que s’obté en I'electroforograma és directament
proporcional als mols de compost, perd també depén de I'invers del cabal de
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dissolucié (¢.L,/ ty ) que passa pel detector, al igual que succeeix en HPLC
(DYS 91) (POS 84).

Si es vol una mesura independent del temps de deteccid, cal corregir els
anteriors valors a arees corregides A, (HCZ 89)(ZJH 95):

A=AdLa/ t, (1.22)

Al llarg de la memoria s"ha utilitzat el valor A/ t, (area normalitzada amb el
temps) com a mesura del senyal, donat que té la mateixa variabilitat que
(1.22).

Substituint en (1.21) el numero de mols en funcid de la concentracié de
I"analit Ca i el volum injectat Vinj (veure (1.6)), s"arriba a una expressié que té
una dependéncia similar a la llei de Lambert-Beer:

A= KV e bC, = KV Abs (1.23)

Aquesta expressié permet avaluar el pendent de la recta de regressié
(M,naix) €Ntre el valor d°A, i la concentracié de I“analit, Ca. S'observa que
aquest pendent depén dels mateixos parametres que la llei de Lambert-Beer,
de la injeccid i del metode d’adquisicié de dades. Observi's que els fendmens
de concentracié o dispersio no afectennia Ania A,.

La precisié de |'area A dependra principalment de la precisié del volum
injectat i de la precisié del temps de deteccidé (normaiment RSD~1%), mentre
que la precisid d'A, sera independent de la precisio del temps. La precisi6 del
volum injectat (RSD 2-3% o més) dependra del parametres exposats en (1.5)
d’entre els quals cal tenir en compte la temperatura i la precisid del cicle
d’injeccid.

La sensibilitat de |"analisi es podra millorar mentre s"augmentin els valors
que afecten a m,,; sense augmentar. la desviacid estandard d'A,, , per tant
aquest parametre depén principalment de la precissié en la injeccié i de la
concentracié de I'analit.

A concentracions elevades de mostra es pot produir una desviacié de la
relacid lineal entre la concentracié i el valor d” An deguda a canvis en |’'index
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de refraccidé que afectaran al rang d’aplicacié. Els fenomens de concentracio
dins del capil.lar ("stacking") poden disminuir aquest interval de linealitat.

1.4.1.2. Soroll

Tota mesura analitica consta d'una part no desitiada que degrada
I'exactitud, la precisié i la sensibilitat de les analisis que s’anomena soroll.
L origen del soroll és divers i, a efectes practics, es pot dividir el soroll total en
soroll quimic, S, ,(associat a les dissolucions que circulen pel capil.lar) i soroll
instrumental, S; (SKL 92)(WAH 92).

S2=§,2+ §2 (1.24)

E!l soroll quimic es modela directament proporcional a |’absorbancia del
tamp6 (WAH 92):

Sq= KAbs (1.25)

La constant de proporcionalitat, k, augmenta amb el voltatge i depén de
la interaccidé entre el tampd i la columna. El seu valor s’associa amb la
fluctuacié relativa de la concentracié del tampé quan passa pel detector.

Altres factors que poden afectar el soroll sén les vibracions del capil.lar
(per origen mecanic o degudes a i’alt voltatge) que fan variar el cami optic i,
per tant, el senyal de fons.

El soroll mesurat depén del valor de temps de pujada (RT) o constant de
temps del filtre del detector. Cal seleccionar un valor de RT suficientment
elevat per ‘retallar” el soroll i al mateix temps evitar dispersions importants en
la mesura dels pics. En el nostre cas s’ha utilitzat un temps de pujada de 0.8 s
que es troba dins d"aquest interval recomanat per evitar dispersions aites.

Generalment els valors de soroll minim per deteccio directa oscil.len entre
104 (WAJ 84) i 2.105 A.U. (soroll instrumental del detector utilitzat).



1-22 Primera part: Fonaments i metodologia

1.4.1.3. Altures de pic

L altura del pic electroforbgréﬁc, h, és el valor maxim d’absorbancia
mesurat en comptes quan |'analit passa davant del detector. Com el senyal
depén de I'expressié de Lambert-Beer, els factors que afecten a h sén els
mateixos que afecten a (1.16) units als fendmens de dispersié, que fan baixar
["altura del pic.

El valor d” h és sensible als fendbmens de dispersio i concentracid referits
en apartats anteriors, donat que afecten a la concentracié6 maxima de! pic. El
fendomen de "stacking" resulta totalment favorable donat que augmenta el valor
d” h mantenint amplades de pic raonables.

1.4.2. DETECCIO INDIRECTA

Tot i que les técniques de deteccid indirectes que es poden utilitzar en
CE so6n diverses, les més exteses son |‘absorcié indirecta i |'emissio
fluorescent indirecta, que s’han desenvolupat experimentaiment en el capitol 6
pel cas dels cianurs i els fonaments de les quals s exposen a continuacio.

Els fonaments de la quantitzacié de la mostra mitjancant deteccio
indirecta es basen en la disminucié del senyal analitic degut al desplagament
d’un compost que dona senyal (croméfor) per part dels analits integrants de la
mostra (figura 1.4.). El mecanisme d aquest desplacament en CE, a diferéncia
d'altres técniques analitiques com I'HPLC, es deu a |'efecte combinat de
diferéncia de mobilitats i de concentracidé de carregues eléctriques durant la
injeccid i la separacié (YEU 89).

1.4.2.1. Relaci6 de transferéncia (TR)

En deteccid indirecta es defineix el valor TR (transfer ratio) com els mols de
cromofor desplagats per mol d analit (YEK 91).
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Figura 1.4 Esquema dels fonaments de la deteccid indirecta.

Si abans del desplagament el cromofor té una concentracié C. i després
té una nova concentracié C_.” degut al desplagament d’una concentracié C,

d’analit , s'obté:

TR=(C.-C,)/C,

(1.26)

El valor de TR creix quan més properes siguin les mobilitats de |"analit i
del cromofor fins a un maxim donat pel quocient entre la carrega del analit i la
carrega del cromofor, per tant cal que aquest ultim tingui una carrega eléctrica
baixa. Les baixes concentracions d altres anions de la dissolucié reguladora
(OH-.etc) i de I'analit també milloren TR.
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1.4.2.2. Senyal d"absorcié indirecta

L absorcié del cromofor, present al tamp6 en una concentracié C,, vindra
donada (de forma analoga a (1.16)) per:

Abs, = £.bC, (1.27)

on g, és |"absortivitat molar del cromofor. Un cop s’ha produit el desplagament
del cromofor per part de 1’analit, s’obtindra una absorcié donada per:

Avs, = gbC, +¢,bC, (1.28)

Donat que aquesta técnica s aplica a analits que tenen una g, molt petita
el segon terme de (1.28) és negligible.

Per tant ia diferéncia de senyals del tampé i cromofor entre abans i
després del desplagcament té un valor:

Avs, - Avs, = TRe bC, (1.29)

que mostra que si TR és constant s’obté una mesura proporcional a la
concentracié de |'analit, C,. A partir d’aquesta expressi6 es pot arribar a una
similar a la (1.23) que en aquest cas mostraria com el pendent depen de
I"absortivitat del cromofor i de TR.

1.4.2.3. Senyal d’emissi6 fluorescent indirecta

La intensitat d’emissié de radiacid fluorescent mesurada I, depén de la
quantitat de llum absorbida segons (SKL 92):

o= K®,(I, - 1) (1.30)
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on K és una constant que depén de l'instrument, ®, és el rendiment
quantic d’emissio fluorescent, i I, i | son la intensitat incident i transmesa
respectivament. La diferéncia d’aquests dos ultims termes pot desenvolupar-se
en séries de poténcies de la llei de Beer. Si |'absorbancia és suficientment
petita (menys de 0.05 U.A.), s’obté la relacié lineal util per realitzar la deteccio
directa:

|, = 2.3031,®,Ke,bC, (1.31)

La técnica de fluorescéncia indirecta utilitza un bon fluoréfor (cromofor
fluorescent) amb valors de ®;i g, elevats. Pel cas de la detecci6 del fluorofor
sol i desplagat per la mostra i de manera analoga al cas de |'absorbancia
s ‘obtindria:

lf = 2.3031,®KebC, (1.32)
lf' = 2.303I Kb[ De,C, + D.6,C, ] (1.33)

on C; i G sbén les concentracions de fluorofor abans i després del
desplagcament.

Si I"analit no és fluorescent i/o no absorbeix, es pot negligir novament el
segon terme del paréntesi i |I'expressid per la disminucié del senyal de
fluorescéncia degut al desplagcament del fiuordfor per la mostra vindra donada
per:

It - I = 2.303TRI ®KebC, (1.34)

Si es realitzen els desenvolupaments oportuns, s“obté una expressié per
|"area corregida del tipus:

A= KV | e TRC, (1.35)
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on K* engloba les constants de proporcionalitat del sistema. En aquest
cas, a part dels valors de ®; i g pel fluorofor, la intensitat d’excitacié I, és un
parametre important pel senyal.

Al igual que en les técniques directes, |"altura del pic electroforografic, h,
en deteccid per absorcié indirecta i emissidé fluorescent indirecta estara
relacionada directament amb les expressions respectives (1.29) i (1.34).

En realitzar la deteccié estatica per fluorescéncia apareix |’efecte
"bleaching" que es deu a que un analit fluorescent pot reabsorbir ell mateix
part de la radiacié que emet, aconseguint-se un rendiment quantic inferior. En
les mesures dinamiques es pot evitar en gran part aquest efecte, permetent
gue el senyal que s’obté pugui ser més gran que el de la mesura estatica de
fluorescéncia en cubetes en funcié de la velocitat de I'analit. Aixi doncs, un
factor important per tal d"obtenir un bon senyal If és que el fluoréfor es mogui
rapidament per tal de reduir el "bleaching" que es produeix en el fenomen de
fluorescéncia.

1.4.2.4. Reserva dinamica (DR)

Un altre parametre d’interés en deteccid indirecta és la DR (dynamic
reserve) que mesura la relacié entre el senyal de fons S (I; 6 Abs, segons la
técnica de deteccid) i la variacié del senyal de fons AS, que no és més que la
mesura de soroll de pic a pic :

DR= S/AS - (1.36)

interessa que el valor de DR sigui el més alt possible per la qual cosa
caldra aconseguir un senyal elevat amb un soroll el més baix possible. Les
variables que afecten el soroll sén les mateixes que les exposades en |"apartat
1.4.1.2. Cal destacar que en el cas de deteccidé indirecta la concentracio de
cromofor sera un factor important en el soroll (YEK 91).
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1.4.2.5. Concentracio limit i LOD en deteccié6 indirecta

La concentracid limit detectable, C,, , es defineix com aquella
- concentracio d’analit en la que s“obté un senyal igual al soroll AS. Aixd implica
com a cas generic de deteccié indirecta:

Cim= C,.AS/ (S-S") (1.37)

on S i 8 representen eis senyals abans i després del desplagament.

Utilitzant les expressions (1.26)(1.27)(1.29) i (1.36) per I"absorcié indirecta i

(1.26)(1.32)(1.34) i (1.36) per I'emissid per fluorescencia indirecta s’arriba a
|"expressio:

Cin= C/(DR.TR) (1.38)

que indica que operar amb concentracions de fluordfor o croméfor (C)
baixes i amb valors de TR i DR alts permet detectar petites concentracions
d’analit.

Donat que en aquesta memoéria s’ha definit el LOD com aquella
concentracié on el senyal equival a 2 cops el soroll, hi ha una relacié directa
entre LOD i Cy, .

LOD=2. C;, (1.39)
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1.56. ESCALFAMENT PER EFECTE JOULE

En connectar un capil.lar, amb una dissolucié conductiva en el seu
interior, a una diferéncia de potencial elevada es produeix un pas de corrent
eléctric que escalfa la dissolucié i la mostra per efecte Joule.

Aquest escalfament augmenta la conductivitat eléctrica de la dissolucio i
les mobilitats de les espécies, |'amplada dels pics i fins i tot pot afectar
I'operativitat de |'aparell sota condicions critiques. Per tots aquests aquests
efectes I'estudi d"aquests fendmens és necessari, particularment en el cas que
es vulguin utilitzar tampons considerablement conductius.

Diversos autors (GOI 90)(HIN 75) modelitzen la conductivitat eléctrica de
la dissolucid (y) mitjancant un model lineal respecte a la temperatura:

7= Y (1+K(T-To)) (1.40)

El valor vy, és la conductivitat de la dissolucié reguladora a la temperatura
de referéncia T, , T és la temperatura d’escalfament i K, és la variacio relativa
de la conductivitat amb la temperatura.

Suposant aquesta variacié lineal hi ha autors que han desenvolupat
models complexes que permeten obtenir els perfils radials de temperatures,
temperatures maximes i condicions critiques (GOl 90).

Es pot arribar a un model igualment valid suposant una temperatura
radial promig uniforme en régim estacionari dins del capil.lar. Si s escolleix una
temperatura de referéncia (T,) i es realitza un balang d’energia entre el calor
generat per efecte Joule i el calor que s’utilitza per escalfar la dissolucié
s’obté: '

E2yrR2L = 27RLU(T-T,) (1.41)

On U és el coeficient de transmissié global de calor entre I'interior i
I'exterior de la columna. Tenint en compte que y també depén de T-T,



Capitol 1 : Fonaments de I"analisi per CE 1-29

finalment obtenim |'expressié de |'augment promig de temperatura dins del
capil.lar (MAR 92):

T-To= 1/ [ (KBi/y,( ER)?) - K] (1.42)

on Bi= 2UR/K, (1.43)

Com que y depén de T, el propi escalfament fara augmentar vy |,
conseqlentment, provocara una generacio extra de calor (1.41) que suposara
un nou augment de temperatura (efecte autotérmic) (BRH 75)(HIN 75). Sota
condicions critiques, |'efecte autotérmic és suficientment important com per
qué |'escalfament prossegueixi fins I'ebullicié de la dissolucié de I'interior del
capil.lar amb la consequent interrupcié del corrent eléctric. Aquest punt
d’inestabilitat es pot observar en (1.42), donat que les condicions critiques
anularan el denominador i provocaran un disparament de la temperatura que
vindra donat per:

(E-Ri)eric= [K(Bi / Kyyo] 12 (1.44)

Si en els models daltres autors (GOl 90) es fa el modul de Biot (Bi)
menor que 0.1 s’arriba a la mateixa expressio (1.44), per tant el model de
promig radial uniforme sera valid sota aquestes condicions.

Si es vol saber el valor de T-T, es pot estimar aquest valor a partir de la
conductancia eléctrica C de la dissolucié dins del capil.lar. Aquesta variable es
relaciona amb la conductivitat de la mostra segons I' expressio:

C=1/V = yaR{L (1.45)

on I és el corrent eléctric que travessa la columna per un voltatge aplicat.
La variacié de C a l'interior d'un capil.lar es deu exclusivament a canvis en la
temperatura de la dissolucié reguladora (no existiran gradients importants de
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concentracié al llarg del capil.lar i la resta de factors sera la mateixa que quan
mesurem estaticament la conductivitat).

Si anomenem C, a la conductancia quan {’escaifament per efecte Joule
no és important (a voltatges baixos) i fem la relacié entre C i C, s’obté:

CIC,= vh, (1.46)

D’on es pot calcular I'augment de temperatura dins del capil.lar a partir de
(1.40) com:

(T-T,) = (/K)I(CIC,)-1] (1.47)

Observi's que totes les variables es poden mesurar a partir d’un assaig o
per regressio lineal de la conductivitat en funcié de la temperatura. Un cop
s’han calculat els valors de temperatura, es pot observar com es veu afectada
la mobilitat de diferents compostos a partir del model linea!l de variacié amb la
temperatura proposat per alguns autors (BRH 75)(HIN 75).

b= p(1+KA(T-T,)) (1.48)

Si a més es vol coneixer el valor de Bi del sistema de refrigeracio, es pot
derivar una expressi6 a partir de (1.41) i (1.43) que permet obtenir aquest valor
fent la regressidé lineal de la poténcia (V.I) en funcié de |‘augment de
temperatura.

VI = 2K, BiL(T-T,) (1.49)

L’escalfament, doncs, és proporcional a la potencia eléctrica que es
genera dins del capil.lar i independent (excepte per K|) del tipus de dissolucio
utilitzat.
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1.6. CONCLUSIONS

Com a conclusié d aquest capitol es poden establir una série de variables
operatives de la instrumentacio (V, A, t;, ), del tamp6 i de la mostra que s6n
les que més influeixen en les dades analitiques obtingudes i, en ultim terme,
en els parametres de qualitat d'una separacid electroforética. Les
interrelacions directes (+), inverses (-) 0 nul.les (0) entre les variables i els
parametres apareixen a la taula 1.2 (LI 93)(JAB 93).

Variables ty c A, Soroll h

\') - +/- 0 + +/-

A 0 0 +/- +/- +/-

o o | o+ + 0 +
Tampé

Tipus d’espécies +/- +/- o** +/- +/-

Conc.espécies +/- +/- o** + +/-
Mostra

Concentracié 0 + + 0 +

Conductivitat 0 + 0 0 -

* Si tj no és excessiu
** Mentre sigui quimicament compatible

Taula 1.2. Interrelacions entre les principals variables i els parametres analitics en CE

Aquesta taula resulta util per |eleccid de variables que permetin
desenvolupar una metodologia d’analisi correcta. La resta de variables
instrumentals (L, Ly, RT, etc ) s"agafaran com a fixes i s’escolliran valors tipics
o recomenats utilitzats en les analisis. '
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