
DAD DE M U R C 

DEPARTAMEINITO DE QOiUfiCA = FiSDCA 

"Caracterización, evaluación y optimización de una 

planta de desalación por Electrodiálisis Reversible" 

D. Ramón Valerdi Pérez 

1 9 9 9 



Apéndice 1 

CARACTERIZACIÓN DEL AGUA 

SUMARIO: 1.1.Caracterización Fisico-Química del Agua. l.l.Clasificación de Aguas. Normas e 
índices. 1.3.Técnicas Analíticas. 1.4.Indices Predictivos del Ensuciamiento Cristalino ("Scaling"). 

1.1. CARACTERIZACIÓN FISICO-QUIMICA DEL AGUA 

En la caracterización fisico-quimica de un agua, se debe tener presente cuál ha 
de ser su uso ulterior. Así por ejemplo, para aguas que han de ser sometidas a procesos 
de filtración con membranas, se deben detectar y cuantifícar aquellas sustancias que 
puedan provocar daños irreversibles en la estructura íntima de las mismas, además de 
aquellas otras cuya presencia dé lugar a una disminución de su productividad. 

Entre los componentes del agua que producen daños irreversibles a la estructura 
íntima de las membranas podemos citar: ácidos y bases (pH del agua), agentes 
oxidantes (cloro libre, ozono, etc.) y microorganismos (bacterias, hongos, etc.). E l 
efecto producido por cada una de estas sustancias depende de la concentración de las 
mismas y del tipo de membrana en cuestión; por ejemplo, las membranas de poliamida 
son más susceptibles al ataque de los agentes oxidantes que las celulósicas, mientras 
que estas últimas, son más sensibles a las variaciones del pH y al ataque de 
micoorganismos. Es necesario aclarar que los microorganismos, principalmente 
bacterias y hongos, no causarían un daño irreparable por su simple deposición sobre la 
superficie de las membranas, sino que es el efecto de su metabolismo (cambios del pH, 
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producción de determinadas sustancias, etc.), lo que puede alterar la estructura química 
de las mismas. 

Los componentes que producen ensuciamiento de las superficies de 
contenedores o membranas, afectan a todos estos elementos de manera parecida 
independientemente del material del que estén constituidos. Dentro de los fenómenos de 
ensuciamiento, se pueden diferenciar entre lo que se denomina en la bibliografía inglesa 
"5Cí7///7g" y que nosotros llamaremos ensticiamiento cristalino, que consiste en la 
cristalización sobre superficies de las sustancias disueltas en el agua de alimentación, 
cuando por efecto de un progresivo aumento de concentración, se excede el límite de 
solubilidad, y '/ow/wg" o ensuciamiento coloidal, que no es otra cosa que la deposición 
en las superficies de coloides o partículas en suspensión presentes en el agua de 
alimentación. Entre los principales agentes causantes del 'Joulin^'' se pueden citar: 
óxidos metálicos (principalmente de Fe^^ y Mn""^), coloides (orgánicos e inorgánicos) y 
materiales de origen biológico (bacterias, hongos, algas, etc.). Mientras que entre los 
principales componentes que causan "5ca///;g" destacaremos: CaCOs, CaS04, BaS04, 
SrS04, SÍO2, CaFj y Mg(0H)2. 

Tabla 2 
Análisis Tipo de un agua problema 
Temperatura (mínima/máxima) °C 

pH 
Conductividad Eléctrica (|iS/cm) 

Cationes (mg/l) Aniones (mg/l) 
N a ' cr 
K " S04'^ 
Ca-^ NOj ' 
M g - ' P04'^ 
NH4" HC03" 
Fe-^ C03' 
Mn"^ F-
Ba-^ 
Sr-^ 
A L ' 

Si02(mg/1) índices 
CO2 libre (mg/l) Predictor de 'Touling" (SDI) 
O2 libre (mg/l) Predictor de ''Scaling" (LSI,S+DSI) 
CI2 libre (mg/l) 
H2S (mg/l) Análisis Microbiológicos 

Sólidos Totales Disueltos (TSD) (mg/l) Determinación de Materia Orgánica 
( D 0 O , D B O , COT,...) 

La Tabla 2 muestra los epígrafes que debe recoger un análisis tipo para un agua 
problema. No obstante, un dato importante que determinará la idoneidad para un uso 
específico, basándose en la obtención de unos determinados parámetros u otros, es el 
origen del agua. Así, si se trata de aguas superficiales (río, lago, etc.), los valores de los 
análisis sobre materia orgánica y los microbiológicos cobrarán una mayor importancia 
que si se trata de agua subterránea. 
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Y a hemos indicado que los resultados de un análisis de agua, en lo referente a su 
contenido en sales o iones, se suele expresar generalmente en partes por millón (ppm). 
Una parte por millón es equivalente a un mg/1 y a 0,0001%. 

Otra unidad empleada para informar de la concentración de iones de una 
disolución son los equivalentes por millón (epm). Esta unidad está estrechamente 
relacionada con las ppm, y se calcula dividiendo la cantidad de cada uno de los 
componentes expresada en ppm por sus pesos equivalentes. Para disoluciones muy 
diluidas, los equivalentes por millón se suelen corresponder con miliequivalentes por 
litro. 

Como el término equivalente por millón (epm) o miliequivalente por litro se 
basa en las cargas iónicas, para cada análisis de agua se puede aplicar la siguiente regla: 
la suma de todos los epm de los cationes (epm") debe ser igual a la suma de los epm de 
los aniones (epm'). Esta regla se suele utilizar para comprobar la bondad de un 
determinado análisis de agua; se puede considerar como un error analítico asumible, una 
diferencia en tomo al 10%. 

La Tabla 3, presenta los pesos iónicos, valencias y pesos equivalentes, de los 
iones más frecuentes en las aguas de origen natural. 

Otra manera de expresar la concentración de los iones presentes en una muestra 
de agua es la utilización de un compuesto de referencia. Por ejemplo, el calcio (Ca"^) se 
expresa frecuentemente como ppm equivalentes de carbonato calcico (CaCOs). Para 
convertir la concentración de un ion expresado en ppm como ppm equivalentes de un 
compuesto de referencia, como el CaCOs, el primer paso es convertir las ppm del ion en 
epm, de la manera descrita anteriormente, posteriormente los epm se muhiplican por el 
peso equivalente del compuesto de referencia, que en el caso del CaCOs es de 50. 

Cuando varios constituyentes del agua se expresan como ppm equivalentes de 
CaCOs, sus cantidades pueden sumarse o restarse directamente. Así, la dureza total de 
una muestra de agua la constituye la suma de los iones Ca"^ y Mg"^ expresados como 
ppm equivalentes de CaCOs. De igual manera, la alcalinidad de una disolución se 
corresponde con la cantidad de iones bicarbonato (HCO3 ' ) expresados como ppm equi
valentes de CaCOa. 

Tabla 3 
Pesos iónicos, valencias y pesos equivalentes de los iones más 

frecuentes en las aguas naturales. 
Aniones Peso Valencia Peso Cationes Peso Valencia Peso 

iónico Equivalente iónico Equivalente 
cr 35,5 1 35,5 íT 1,0 1 1,0 
S04'^ 96,0 2 48,0 Na" 23,0 1 23,0 
N03' 62,0 1 62,0 r 39,1 1 39,1 
PO/^ 95,0 3 31,7 NH4" 18,0 1 18,0 
HCOs' 61,0 1 61,0 Ca"^ 40,0 2 20,0 
COs'^ 60,0 2 30,0 Mg-*-̂  24,4 2 12,2 
F' 19,0 1 19,0 Fe"^ 55,8 2 27,9 
OH" 17,0 1 17,0 Fe"^ 55,8 3 18,6 
S'̂  34,0 2 16,0 Ba"^ 137,3 2 68,7 

Sr"^ 87,6 2 43,8 
M n " ' 55,0 4 13,8 
Mn"^ 55,0 2 27,5 
A l " ^ 27,0 3 9,0 
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Tabla 4 
Raneo de dureza de aguas 

Dureza Clasificación 
(ppm equivalentes de CaCOs) 

0-60 Blanda 
61-120 Moderadamente dura 
121-180 Dura 

más de 180 Muy dura 

La Tabla 4 muestra una clasificación de aguas con relación a su dureza. De 
acuerdo con la "American Water Associatiorí" un agua ideal no debe superar los 80 mg/I 
de CaCOj, aunque en muchas zonas de U S A se considera un agua dura respecto de su 
potabilidad, cuando exhibe una duración superior a 50 ppm CaCOs. No obstante, para la 
mayoría de usos, se considera un agua dura cuando presenta valores superiores a 100 
ppm CaCOs. 

La Tabla 5 muestra un ejemplo de informe de un análisis de agua. Los epm 
(mequiv/litro) expresados como porcentaje ayudan en la clasificación de la muestra de 
agua dentro de algunas de las "fascies" o tipo de agua más frecuentes (cloruradas, 
sulfatadas, carbonatadas, sódicas, calcicas, etc.). Cuando se han identificado y 
cuantificado todos los componentes de una muestra de agua, el valor total de sólidos 
disueltos puede obtenerse sumando la concentración de todos los componentes, de 
modo que puede obviarse su determinación directa por los métodos descritos 
anteriormente. 

Otro parámetro importante, como factor favorecedor del "fouling" potencial de 
un agua, es su contenido en materia orgánica, la cual además favorece el desarrollo de 
poblaciones de microorganismos, principalmente bacterias, sobre las superficies de las 
membranas. Por ello, es muy importante valorar la presencia de materia orgánica, sobre 
todo en aguas de origen superficial en las que es frecuente encontrarla a elevadas 
concentraciones. Para la determinación de la carga orgánica de un agua se han 
desarrollado una serie de métodos empíricos; entre los más utilizados están la Demanda 
Bioquímica de Oxigeno (DBO), la Demanda Química de Oxígeno (DQO) y el método 
de determinación directa Carbono Orgánico Total (COT). 

La D B O se define como la cantidad de oxígeno necesaria para la degradación 
microbiana, a 20 ° C, de los compuestos orgánicos presentes en el agua. E l método más 
frecuente para su determinación consiste en la incubación en laboratorio durante cinco 
días de la muestra objeto de análisis, con el que se determina la llamada DBO5 que 
equivale aproximadamente al 70-80% de la D B O total (20 días). E l oxígeno consumido 
por los microorganismos está directamente relacionado con la cantidad de materia 
orgánica biodegradable presente en el agua. 

La DQO se define como la cantidad de oxígeno necesaria para oxidar las 
sustancias que se hallan presentes en una muestra de agua susceptibles de oxidación por 
un oxidante químico fiíerte. Uno de los métodos más utilizados para su determinación 
es el de oxidación mediante dicromato potásico. E l valor de DQO de un agua suele ser 
superior al de D B O , debido a que se cuantifícan también algunas sustancias inorgánicas, 
tales como iones ferrosos, suifatos, sulfiíros, nitritos, etc. 
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Tabla 5 
Informe sobre contenido iónico de una muestra de agua salobre, del tipo clorurada-
sulfatada-sódico-cálcica (efectuado en el Laboratorio de Desalinización del Departa-
mento de Fisica/INUAMA-Universidad de Murcia) 

IONES ppm 
(mg/1) 

epm 
(meq/1) 

% epm 
(% meq/1) 

ppm como 
CaCOa (mg/1 como 

CaCOs) 
ANIONES 

Cloruro (Cf) 1231 34,7 46,6 1734 
Sulfato (S04"̂ ) 1265 26,4 35,4 1318 

Bicarbonato (HCO3") 728 11,9 16,0 597 
Nitrato (NOs') 92 1,5 2,0 74 

Total epm" = 74,5 
CATIONES 
Sodio (Na"^ 738 32,1 43,1 1604 

Calcio (Ca*^) 578 28,9 38,8 1445 
Magnesio (Mg^^) 

Potasio (K^) 
149 

51 
12,2 

1,3 
16,4 

1,7 
244 

65 
Total epm" = 74,5 

Sólidos Totales Disueltos (TSD) = 4832 ppm (mg/1) 
Dureza Total = 1689 ppm como CaCOs 

Alcalinidad = 597 ppm como CaCOs 

Puede existir carbono orgánico presente en un agua que no sea detectable por los 
métodos de DBO y DQO. Por ello se desarrollaron los métodos de detección del COT 
que representan, de una manera más directa, el contenido en carbono orgánico de una 
muestra de agua. 

Para determinar la cantidad de carbono presente en la materia orgánica de una 
muestra de agua se han de romper todas las moléculas orgánicas hasta la obtención de 
unidades moleculares de un solo átomo de carbono, de manera que estas últimas puedan 
cuantifícarse. Los métodos para determinar el COT utilizan calor y oxígeno, radiación 
ultravioleta, oxidantes químicos o combinaciones de estos oxidantes hasta convertir el 
carbono orgánico en dióxido de carbono. E l CO2 puede medirse directamente en un 
analizador de infrarrojos no dispersivo, o bien puede reducirse hasta metano (CH4) y 
medirse con un detector iónico de llama, o también, el CO2 como tal puede ser valorado 
químicamente. 

Otro factor importante es el Análisis Microbiológico del agua problema. Es 
necesario conocer la cantidad total y tipo de microorganismos, principalmente bacterias, 
presentes en la muestra de agua. Los métodos utilizados más frecuentemente, son los 
basados en recuentos microscópicos, que nos darán una idea del número total de 
microorganismos y los basados en la realización de siembras en medios de cultivo 
apropiados de las correspondientes diluciones de la muestra de agua, para una vez 
transcurrido el período de incubación realizar el recuento de las colonias que hubieran 
aparecido. Este segundo método nos da información de los microorganismos viables 
presentes en el agua que podrían, siempre que no se adoptasen la medidas 
correspondientes, desarrollarse sobre la superficie de las membranas, provocando, por 
efecto de su actividad metabólica, daños irreparables en la estructura química de las 
mismas. Este fenómeno se ve muy potenciado, si además de una elevada población de 
bacterias viables, el agua contiene una elevada concentración de materia orgánica 
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susceptible de ser utilizada como fuente energética y de carbono por los 
microorganismos. 

Dada la importancia de parámetros tales como temperatura, conductividad 
eléctrica y pH., haremos una serie de consideraciones puntuales sobre los mismos. 

1.1.1 Temperatura 

Para aguas de alimentación de instalaciones con membranas, la temperatura 
afecta a la productividad de las mismas, a su degradación físico-química y a la propia 
solubilidad de las sales. Es un dato importantísimo en el diseño de una planta de 
filtración, por lo que se debe comprobar, no sólo con medidas puntuales, sino también 
considerando su rango de variación estacional. En este sentido, también las aguas de 
origen subterráneo se muestran más estables (suelen presentar un rango de variación de 
unos 4 °C) que las superficiales. Un incremento de la temperatura de un grado Celsius 
suele traducirse en un incremento de producción en planta en tomo al 3%, aunque una 
mayor temperatura acelera los procesos de degradación físico-químicos de las 
membranas, acortando su vida media operativa. 

1.1.2 Conductividad Eléctrica 

Ya hemos indicado que este parámetro indica, de forma indirecta y aproximada, 
el contenido de sales disueltas en el agua. La medida de la conductividad eléctrica se 
basa en el principio de que el flujo de corriente eléctrica que se transmite a través de una 
disolución, bajo determinadas condiciones, varia con la concentración de sales presentes 
en la misma. Esto se debe a que los iones disociados presentes en la disolución, 
transportan las cargas eléctricas entre los electrodos de medida. Las unidades en las que 
se mide la conductividad eléctrica son micromhos por centímetro, según la antigua 
terminología, o microsiemens por centímetro (j.iS/cm) según la terminología más 
comúnmente aceptada. 

La conductividad de una disolución depende, no sólo de su concentración iónica, 
sino también de su composición iónica y de la temperatura. La composición iónica de 
una disolución afecta a su conductividad eléctrica porque ni todos los iones transportan 
con la misma facilidad las cargas eléctricas ni presentan la misma movilidad en el seno 
de la disolución. La conductividad de una disolución está directamente relacionada con 
la temperatura de la misma, debido a que un incremento de la temperatura provoca un 
aumento de la velocidad de los iones en la disolución. 

Un gmpo de investigadores del Laboratorio de SaUnidad de E E U U , estudiaron 
la relación entre el valor de la conductividad eléctrica (CE) de las aguas y la 
concentración total de sólidos disueltos (TSD) y encontraron, para una temperatura de 
20°C, una relación aproximada entre estos índices, según la cual: 

TSD = 0,64 X CE 
estando TSD expresado en ppm (mg/1) y CE en |j,S/cm. Igualmente encontraron que 
para la temperatura indicada, entre la conductividad eléctrica y la presión osmótica de 
una disolución se puede establecer la siguiente relación: 

77 = -0,36 X CE 
donde FI es la presión osmótica en bares. 

Sin lugar a dudas, el parámetro más importante en la caracterización físico-
química de un agua problema es su contenido en sales, tanto el contenido total de 
sólidos disuehos (TSD), como la concentración en la que se encuentra cada una de las 
formas iónicas presentes en la misma. E l contenido en sales de un agua se determina 
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formas iónicas presentes en la misma. E l contenido en sales de un agua se determina 
directamente a partir del análisis del total de sólidos disueltos, o bien mediante 
evaporación completa de un volumen de agua de peso conocido y cálculo del peso del 
residuo seco que se produce en esta operación, considerándose el residuo seco cuando 
su peso no varía a pesar de mantener las muestras en condiciones de evaporación a 103 
°C (evaporación hasta peso constante). 

1.1.3 pH 

E l pH es una forma de expresar la actividad de los iones en el agua y como es 
bien sabido, se define como el logaritmo de la actividad de iones de una disolución 
cambiado de signo. Su valor, medido a 25 °C y referido a un agua químicamente pura, 
es 7; si la disolución presenta un valor de pH inferior a 7 se dice que es acida o 
corrosiva, y si es superíor a 7, básica o incrustrante. 

En general, las aguas tanto las de orígen superficial como las subterráneas, 
presentan un rango de pH que oscila entre 6,0 y 8,6. En las aguas superficiales la acción 
fotosintética de las algas (consumo de CO2) puede provocar incrementos diurnos del pH 
que puede alcanzar valores superiores a 10 en las capas más superficiales. 

Las aguas naturales, sobre todo las superficiales, están en contacto con la 
atmósfera, intercambiando gases con la misma, mediante reacciones a las que no es 
ajeno el pH. Por ejemplo, el CO2 en el agua da lugar a una de las más importantes, cuya 
relación con el pH se ajusta al siguiente esquema: 

CO, + H,0 O H,CO, 
H,CO, <^ HCO; + 
Hco; ^ co;' + //" 

Las dos últimas reacciones producen y en consecuencia afectan al pH del agua, 
como ya se ha apuntado en el párrafo anterior. 

E l CO2 de la atmósfera, considerando constante su concentración, se disuelve en 
el agua hasta un límite que depende principalmente de la temperatura. Por tanto, para 
unas condiciones de 1 atmósfera de presión y 25 °C de temperatura, la aplicación de la 
ley de acción de masas a las ecuaciones anteriores, proporciona los siguientes valores de 
constantes de equilibrio 

a[H,CO,]/a[CO,}j[H,0] = = lO'''' 

a[HCO;}i[H'^]/a[H2CO,]= K, = lO'''' 

a[cO-'}j[H^]/a[HCO]]= K, = IQ-'"'' 
Por otra parte, la actividad de los iones H~ afecta al carbonato calcico presente 

según la siguiente reacción: 

CaCO, <^ HCO; + Ca^' 
La correspondiente constante de equilibrio (K), a 1 atmósfera y 25 °C, calculada a partir 
de la actividades iónicas en moles por litro, se puede expresar de la siguiente forma 

a[HCO;\i]pa^']la[CaCO,\{H^]= K = 97 
donde a[C03Ca] = 1, al encontrarse éste en estado puro. Así pues, la actividad iónica 
del hidrógeno en un agua en equilibrio con el COaCa, se obtiene mediante la siguiente 
ecuación: 
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a[H'^]= a[HCO; }i[Ca'' ]/97 
ecuación que puede reescribirse en la forma: 

1/r - 97 
a a Ca +2 HCO: p 

A partir de aquí podemos obtener el pHs, definido como el pH a valor de saturación o 
en equilibrio y que será igual a 

E l pHs es pues el valor de pH al cual no se producirá ni precipitación ni disolución de 
carbonatos. 

Es claro pues, que el pH juega un importante papel en la cristalización de la 
sales menos solubles del agua en procesos de concentración. 

1.1.4 Muestreo 

Para la correcta caracterización de un agua problema se ha de tener presente que, 
en aquellas regiones de condiciones climáticas de marcada estacionalidad, se debe 
realizar una caracterización del agua problema en cada una de las estaciones del año, 
sobre todo si se trata de agua superficial. 

Uno de los requisitos fijndamentales para la realización de un análisis 
satisfactorio del agua problema es el método de toma de muestras. Las muestras tienen 
que ser lo más representativas posible; la localización y el método de muestreo serán 
decisiones a tomar por el analista, en ftinción de su conocimiento de las condiciones 
medioambientales locales y de las técnicas analíticas que van a utilizarse. 

Se puede contemplar una clasificación de diferentes tipos de muestras en fiínción 
de las determinaciones que se van a llevar a cabo, de acuerdo con la siguiente 
enumeración: 

a) Muestras para ¡a determinación "in situ " de parámetros fisico-quimicos, 
tales como temperatura, pH, conductividad, concentración de O2 disuelto. 

h) Muestras para la determinación "in situ" de constituyentes del agua 
mediante métodos químicos, tales como Cb libre, CO2, H2S. Para este tipo 
de muestreo, se han desarrollado toda una serie de baterias portátiles de 
pruebas, para la determinación "/>; situ" de constituyentes del agua. Estos 
minilaboratorios, generalmente del tamaño de un maletín, son fáciles de 
utilizar y los métodos de detección empleados se basan generalmente en 
principios fotométricos. 

c) Miícstras para la determinación de constituyentes del agua en un 
laboratorio alejado de la zona de muestreo, pero que no requieren 
especiales medidas de conservación ya que dichos constituyentes son 
bastante estables y no sufren variación durante su transporte. Por ejemplo 
CI2, S04'^, HCO3" , etc.. 

d) Muestras para la determinación de componentes cuya concentración 
puede variar, si no se toman adecuadas medidas de conservación. Así, para 
la realización de los análisis microbiológicos, las muestras se deberían 
conservar en refrigeración (unos 4 °C) hasta el momento de ser procesadas 
en el laboratorio, siempre dentro de la 24 horas siguientes a la realización 
del muestreo. 

e) Muestras para determinaciones especiales. Por ejemplo, para la 
determinación del índice de "/ouling" potencial, se requiere una cantidad 
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de agua problema que variará en fiínción de la concentración de sustancias 
en suspensión y coloides del agua; no obstante, como norma general, se 
puede establecer como volumen mínimo de muestra, unos 25 litros de 
agua. 

1) Muestras de agiia subterránea . Las aguas subterráneas suelen ser bastante 
homogéneas, no obstante el agua se debe bombear en continuo durante 
cierto tiempo (como mínimo 5 horas), antes de tomar la muestra. 

2) Muestras de agua superficial (ríos, lagos y mares). En estos casos es 
recomendable la utilización de cualquiera de los muestreadores 
automáticos existentes en el mercado, que suelen operar tomando muestras 
puntuales, proporcionales al caudal y a determinados tiempos, en función 
de como hayan sido programado. Se obtienen así, las denominadas 
muestras compuestas, que son más representativas que las puntuales y 
están sujetas a una menor variabilidad. Además estos muestreadores 
automáticos suelen equiparse con diferentes recipientes para la toma de 
muestras, así como de las unidades de conservación de las mismas 
(refrigeración, adición de agentes conservantes, etc.). 

1.2. CLASIFICACIÓN DE AGUAS. NORMAS E ÍNDICES 

1.2.1 Balance Iónico 

Las sales son compuestos iónicos que cuando se disuelven en el agua pierden su 
identidad y se separan en iones. Por ello, es normal que en un análisis químico la 
composición salina del agua se exprese en función de la concentración de aniones y 
cationes, debiéndose verificar que la suma de aniones y la de cationes expresados en 
miliequivalentes por litro sean iguales. Este hecho, denominado balance iónico, sirve 
para calcular la exactitud de los análisis. 

Para las aguas naturales (superficiales y subterráneas), el balance iónico se 
calcula en función de los iones mayoritarios (cloruro, sulfato, bicarbonato, nitrato, 
sodio, calcio, magnesio y potasio) que suponen alrededor del 99% de las sales disueltas. 

E l balance iónico se puede expresar en términos de error relativo, para lo cual, se 
divide aquél por el mayor del sumatorio de aniones o cationes. E l error analítico 
expresado en tanto por ciento, se obtiene mediante la siguiente expresión: 

2̂  aniones 
Un análisis de agua se considera fiable cuando el error analítico es igual o 

inferior al 5%. En caso contrario se recomienda repetir el análisis. 
1.2.2 Normas "Riverside" 

Son una clasificación conjunta de la salinidadd y contenido en sodio del agua. E l 
sodio puede afectar a los cultivos, en la medida en que produce la alcalinización del 
suelo agrícola y la pérdida de permeabilidad. 

En función del origen del agua problema podemos diferenciar: 
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En la Tabla 6 se señalan los intervalos considerados y las clases definidas en 
ftinción de la salinidad del agua expresada en términos de conductividad eléctrica. 

Tabla 6 
Clase C E . íuS/cm) Riesgo de Salínización 
C-1 <250 Bajo 
C-2 250 - 750 Mediano 
C-3 750 - 2.250 Mediano a Elevado 
C-4 2.250 - 4.000 Elevado 
C-5 4.000 - 5.000 Muy Elevado 
C-6 > 5.000 Grave 

El contenido en sodio del agua de riego es un parámetro de especial 
significación debido a su incidencia en la permeabilidad del suelo y en la nutrición de la 
planta (toxicidad). El riesgo de alcalinización del suelo se mide con el S.A.R. (Relación 
de Adsorción de Sodio): 

SAR = 
rNa* 

rCa*' + rMg +2 
donde r = meq / l 

Los intervalos y clases definidas se indican en la en la Tabla 7: 

Tabla 7 
Clase S.A.R. Riesgo de Alcalinización 
S-1 0 -10 Bajo 
S-2 10- 18 Mediano 
S-3 18-26 Elevado 
S-4 >26 Muy Elevado 

La representación gráfica conjunta de ambos criterios (salinización y 
alcalinización) es lo que se refleja en las gráficas de Riverside. 

Este sistema de clasificación de aguas para riego, ha sido criticado por ser 
demasiado conservador, ya que establece límites muy restrictivos para definir un agua 
como totalmente apta para el riego (100 - 250 ^S/cm, como correspondiente a C l ) . En 
la mayor parte de las zonas áridas es difícil hallar aguas de tan baja conductividad 
eléctrica. También la categoría C2 (250 - 750 |iS/cm) se considera excesivamente 
restrictiva, ya que estas aguas son consideradas como satisfactorias para la mayoría de 
los cultivos y situaciones. 

En cuanto a la sodifícación, se establecen límites que asignan un riesgo por 
sodio creciente, para valores constantes del SAR a medida que aumenta la CE , no 
teniendo en cuenta otros factores que intervienen en el procesos de sodifícación. 

1.2.3 Normas Greene 

Son función de la relación entre el porcentaje de sodio (%Na) y el total de sales, 
expresado en meq/1. E l porcentaje se calcula a partir de: 
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r{Na^+K^)lOO %Na = —¡ ^ r = meq /1 
r(Ca"'" +Mg^' +Na^ +K^) 

1.2.4 Normas Wilcox 

Se basan en la relación entre el porcentaje de sodio y la conductividad eléctrica. 
En la gráfica correspondiente se señalan las diferentes clases de agua según estos dos 
criterios. De ella se desprende que los límites permitidos de %Na en un agua de riego 
serían de 40 a 60. 

En la Tabla 8 se señalan los intervalos considerados y las clases definidas en 
fiínción de la salinidad del agua expresada en términos de conductividad eléctrica. 

Tabla 8 
C E . (nS/cm) Calidad del agua 

<750 Excelente a Buena 
750 - 2.000 Buena a Tolerable 

2.000-3.000 Dudosa a Mala 
> 3.000 Mala 

1.2.5 índice de Scott 

Se define como la altura de agua, en pulgadas, que hay que verter en un suelo de 
cuatro pies de espesor para que, tras la evaporación, sea inviable el cultivo de las 
especies más sensibles. 

La referencia analítica de este índice son las concentraciones, en mg/l, de 
cloruro, sodio y sulfato, en el agua objeto de evaluación. A partir de estos datos el 
cálculo de K se practica de acuerdo con los criterios siguientes: 

a) Si [Nal-0,65[Cr] es igual o menor que cero: K = 2.040/[Cr] 
b) Si [Nal-0,65[Cr] es positivo, pero menor o igual que 0,48 SO4, entonces 

K = 6.620/([Nal+2,6[Cr]) 
c) Si [Nal-0,65[C1"] es mayor que 0,48[SO4'̂ ], entonces 

K = 662/([Na1-0,32[Cr] -0,43[804'̂ ]) 
Según el valor de K , la clasificación del agua sería la que se recoge en la Tabla 9. 

Tabla 9 
K Clasifícación Observaciones 

<1,2 Mala Prácticamente no es utilizable para riego 
1,2-6 Mediocre Debe seleccionarse el suelo. A veces es preciso un drenaje 

artificial 
6-18 Tolerable Tomar precauciones para impedir la acumulación de sales, 

excepto en los suelos con drenaje libre 
>18 Buena Se puede utilizar muchos años sin tomar precauciones para 

impedir la acumulación de sales 
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1.2.6 Diagrama de Schoeiler 

Es una representación logarítmica de una serie de parámetros del agua en 
relación a su calidad como agua potable o agua que va a ser destinada para su 
potabilizaron. Según el Código Alimentario Español (1982), la consideración de un 
agua como potable responde a los criterios expuestos en la Tabla 10: 

Ta bla 10 
Clasificación pH Residuo 

seco, 
110°C 
(mg/1) 

cr 
(mg/1) 

NO3" 
(mg/1) 

Ca^^ 
(mg/1) 

Mg^^ 
(mg/1) 

SO4"" 
(mg/1) 

No aconsejable <6,5;>9,5 >1.500 >350 >50 >200 >50 >400 
Tolerable 6,5-7; 

8,5-9,5 
750-1.500 25-350 25-50 100-

200 
30-50 25-400 

Conveniente 7-7,5; 
7,5-8 

<750 <25 <25 <100 <30 <25 

1.2.7 Diagrama de Piper 

En 1944 Piper propuso un diagrama trilateral para clasificar aguas, tal como el 
que se esquematiza en la Figura 1. Los puntos representativos de una muestra se ubican 
sobre el rombo superior y se determinan mediante la intersección de rectas paralelas a 
los lados del mismo, que se trazan partiendo de puntos caracteristicos del tipo de agua, 
que se sitúan en los triángulos inferiores. A veces se incluye información sobre la 
concentración, mediante el dibujo de círculos, cuyos diámetros dan el TSD, cuando se 
miden con una escala adecuada que se da en el diagrama. 

Este tipo de diagrama constituye en muchos casos una herramienta útil para 
interpretar los análisis de aguas. La mayoría de los procedimientos gráficos reflejan 
conjuntos de datos y apuntan características de la muestra, que requieren por lo general 
un estudio más profiindo, sirviendo el diagrama de Piper para este propósito. Entre las 
aplicaciones del mismo, se incluye el examen de grupos de análisis de aguas (fascies), 
para determinar si un agua particular puede resultar de una mezcla simple de otras, 
cuyas analíticas son conocidas, o si la muestra está afectada por disolución o 
precipitación de una determinada sal. 

No obstante a lo dicho, el valor del diagrama para determinados propósitos, es 
tan sólo relativo, habida cuenta de que resulta difícil reflejar adecuadamente en él, las 
diferencias de concentración iónica total entre aguas y porque además no incluye 
información sobre solutos no iónicos, tal como la sílice. 

En el diagrama de la Figura 1, se indican los distintos tipos de aguas que se 
pueden contemplar en el diagrama de Piper, según la zona en la que se sitúen sus puntos 
representativos. 
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DIAGRAMA DE PIPER 

ca*^ - 5 * cr 
Cationes Aniones 

PORCENTAJE DEL TOTAL 
MILIEGUIVALENTES POR LITRO 

A=Sulfatadas y/o cloruradas calcicas y/o magnésicas 
B=Cloruradas y/o sulfatadas sódicas 
C=Bicarix>natas sódicas 
D=Bicarbonatadas calcicas y/o magnésicas 
1=Tlpo magnésico. 2= Tipo sódico. 3=Tipo calcico. 
l=T.Sulfatado. ll=T.CIorurado. lll=T.Bicarbonatado. 

Figura 1 

Diagrama de Piper 

1.3. TÉCNICAS ANALÍTICAS 

En muciios casos es preciso detectar y cuantificar cada una de las formas iónicas 
presentes en un agua problema. A continuación pasaremos revista de forma breve, a las 
técnicas analíticas de determinación de iones, cuya utilización está más extendida en la 
actualidad. 

1.3.1 Valoraciones 

Aunque el número de métodos instrumentales directos de análisis va creciendo 
continuamente, las valoraciones siguen siendo un procedimiento habitual de análisis de 
rutina en los laboratorios. Sin embargo, las valoraciones normales pueden consumir 
bastante tiempo y la precisión de sus resultados depende en gran medida de la habilidad 
del operador. Esto no ocurre con las valoraciones automáticas cuya eficiencia y 
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precisión están bastante demostradas hoy día. E l método de detección puede basarse en 
principios volumétricos o colorimétricos. En la actualidad, la comercialización y el uso 
de baterías para la valoración de iones del agua por métodos colorímétricos está 
bastante extendida por su bajo coste, facilidad de manejo y rapidez en los resultados. 

1.3.2 Potenciometría con Electrodos de Ion Selectivo 

Las investigaciones sobre desarrollo y aplicación de nuevos electrodos selectivos 
de iones constituye un área de la Química Analítica de creciente interés en las últimas 
décadas. Una de sus principales características es la rapidez con que permiten 
determinar el contenido de un ion determinado de la muestra, otras pueden ser, el bajo 
coste de la instrumentación requerida, ser aplicables a volúmenes de muestra pequeños, 
etc. Dado que los electrodos proporcionan una variación en el potencial, proporcional al 
logaritmo de la actividad del ion, la exactitud y precisión de las determinaciones son, en 
general, inferiores a las proporcionadas por otras técnicas, especialmente a altas 
concentraciones. 

1.3.3 Técnicas Cromatográficas 

Aunque las técnicas convencionales coloriméíricas, electrométricas o 
volumétricas, son válidas para la determinación de aniones individuales, la 
cromatografía de intercambio iónico, proporciona una técnica sencilla que permite su 
medida rápida y secuencial. Entre las ventajas de la utilización de esta técnica podemos 
citar: requiere volúmenes pequeños de la muestra a analizar, permite análisis simultáneo 
de varios aniones, rapidez en el análisis (unos 20 min) y una mayor sensibilidad y mejor 
reproducibilidad de los resultados. En este método se usan columnas separadoras de 
aniones con resinas de intercambio aniónicas, con una precolumna de aniones y una 
columna supresora, con resina de intercambio de cationes; la reposición periódica de 
estas columnas encarece este método de análisis. 

1.3.4 Análisis por Inyección en Flujo ( FIA) 

Es una modalidad del Análisis en Flujo Continuo. Se realiza una inyección 
directa en el flujo, de volúmenes pequeños y conocidos de muestra disuelta, que es 
arrastrada por los conductos del sistema, pudiendo tener lugar un proceso adicional 
(reacción química, extracción, etc.), entre ésta y el fluido portador. A l pasar este analito, 
o su producto de reacción, por un detector continuo, se origina una señal transitoria que 
es registrada. Una característica muy importante de esta metodología es que el tiempo 
de operación debe ser muy reproducible, pues las medidas se efectúan en condiciones 
de no estabilidad (no se alcanza ni el equilibrio físico, que supondría una 
homogeneización del flujo, ni el equilibrio químico, en el momento de la detección). 

1.3.5 Fotometría de Emisión 

Dentro de la fotometría de emisión la más utilizada es la Fotometría de Llama. 
E l príncipio que sirve de base a esta técnica implica la excitación de los electrones de un 
átomo por la energía térmica de una llama. Los electrones en estado excitado son 
inestables y tienden a pasar a un estado de menor energía cediendo su exceso de energía 
al ambiente, en forma de radiación electromagnética, que puede constar de uno o más 
niveles de energía y por tanto poseer diferentes longitudes de onda. Estas diferentes 
longitudes de onda (líneas del espectro) resultan individualmente características para 
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cada elemento. En condiciones constantes y controladas, la intensidad luminosa de la 
longitud de onda típicamente producida por cada uno de los átomos resulta directamente 
proporcional al número de átomos que emiten energía, lo cual a su vez es directamente 
proporcional a la concentración de interés de la muestra. 

1.3.6 Espectrometría de Absorción Atómica (EAA ) 

Básicamente es el reverso de los métodos de emisión. En la E A A el elemento no 
es excitado en una llama, sino meramente disociado de sus enlaces químicos y colocado 
en un estado atómico base neutro y no ionizado. Esto implica que el átomo se encuentra 
en un nivel energético bajo, en el que es capaz de absorber radiación en una 
estrechísima banda de anchura comprendida entre 0,001 y 0,01 nm. El origen de tal 
radiación se encuentra en la lámpara de cátodo hueco. La energía de la radiación 
absorbida es igual a aquella que el elemento en cuestión emitiría si fuese excitado. A 
diferencia de los métodos de emisión, en los cuales sólo un pequeño porcentaje de los 
átomos quedan excitados, casi todos ellos se transforman en la forma disociada en la 
que son capaces de absorber la luz emitida por la lámpara de cátodo hueco. Aunque se 
trata de una técnica muy selectiva, es posible, en algunos casos, que sustancias 
acompañantes del analito objeto de medida, afecten a la pendiente de la gráfica de 
calibrado, y por tanto a la sensibilidad. 

1.3.7 Análisis de Iones por Electroforesis Capilar 

Recientemente ha surgido una nueva técnica de análisis físico-químico de los 
iones presentes en una muestra de agua; es el denominado Análisis de Iones por 
Electroforesis Capilar. 

La Electroforesis Capilar es una técnica de separación basada en la diferente 
movilidad de especies químicas en disolución cuando se someten a un campo eléctrico. 
El soporte de la separación es un tubo capilar de sílice fundida, tal y como se puede 
observar en la Figura 2. 

Los principales componenetes de un equipo de análisis iónico por electroforesis 
capilar son los siguientes: 
• Capilar Es de sílice flindida recubierta de poliimida. Su diámetro interno varía entre 

25 y 200 |im, y su longitud entre 35 y 200 cm. 
• Fuente de Alimentación: Es de corriente continua, de O a 30 K V . La polaridad 

depende del signo de los iones a separar. 
• Electrólito: Su pH y naturaleza afectan a la separación. Puede contener aditivos para 

controlar efectos secundarios. 
• Detector: Los más empleados son los detectores de absorbancia. La celda de 

detección es una porción de capilar de la que se ha retirado el recubrimiento de 
poliimida. 

La separación depende de la movilidad propia de cada especie química, y ésta a 
su vez depende de la relación carga/masa. Este método permite la detección y 
cuantificación de manera rápida (unos 5 minutos, tanto para los cationes como para los 
aniones) de los aniones y cationes presentes, cambiando la polaridad de la fuente de 
alimentación y el electrólito. Por otro lado, los capilares son mucho más baratos y 
fáciles de usar que las columnas cromatográficas. 

Para un estudio más detallado, véase el Apéndice 2. 
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Miestra 

Chilar de Sílice Fundida 

Electrodos 

Hectrolito 

Fuente de Aumentación 
(OaSOKV) 

Zona de Ir̂ ecdón 
deMiestra 

Detector 

Zona de Recepción 
deMiestra 

Figura 2 

Componentes del sistema de Electroforesis Capilar 

1.3.8 Realización práctica 

De todos las técnicas anteriormente citadas, es ia última la que se ha empleado 
en este trabajo, implementada en un equipo Waters de úhima generación, capaz de 
soportar diferentes métodos analíticos. Nosotros hemos empleado sendos métodos, uno 
para aniones (N-601a) y otro para cationes (método general N-605). Se trata de métodos 
validados intemacionalmente por Waters y que como tales figuran como referencias 
homologadas. Las características más importantes de cada uno de ellos se dan a 
continuación. 

a) Método de análisis de aniones comunes (N-601a) 

Este método emplea un electrólito soporte de alta movilidad, siendo sus 
condiciones de operación las que se recogen en la Tabla 11. Los iones detectados, en 
orden creciente de tiempo de migración, son los siguientes: bromuro, cloruro, sulfato, 
nitrito, nitrato, fluoruro, fosfato y bicarbonato. 
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Tabla 11 
Instrumento empleado Analizador iónico capilar 
Electrólito soporte Cromato sodio 4,6 mM, preparado aniónico 

O F M B T 0,46 mM, pH=8 
Capilar Sílice fundida (60cmx75(im) 
Fuente de voltaje -20 kV 
Corriente 18 a 20 nA 
Modo de inyección Hidrostático a 10 cm de altura, durante 3 Os 
Detección U V a 254 nm (lámpara de mercurio) 
Rango 0,002 A U 
Detector de polaridad Invertido 
Temperatura 25°C 
Manejo de datos Millennium 2010 
Constante de tiempo 0,1 s 
Frecuencia de muestro 20 punto s/s 
Auto purga 2 min 

b) Método general para detección de cationes (N-605) 

Los cationes que detecta, en orden creciente de sus tiempos de migración, son: 
potasio, bario, estroncio, calcio, sodio, magnesio y litio. Las condiciones operativas se 
reseñan en la Tabla 12. 

Tabla 12 
Instrumento empleado Analizador iónico capilar 
Electrólito soporte U V Cat-1 5,0 m M , H I B A 6,5 m M , pH=4,4 
Capilar Sílice fundida (60cmx75|im) 
Fuente de voltaje +20 k V 
Corriente 4 | i A 
Modo de inyección Hidrostático a 9,8 cm de altura, durante 30s 
Detección U V a 185 nm (lámpara de mercurio) 
Rango 0,002 A U 
Detector de polaridad Negativo 
Temperatura Ambiente 
Manejo de datos Millennium 2010 
Constante de tiempo 0,3 s 
Frecuencia de muestro 10 puntos/s 
Auto purga 2 min 

1.4. ÍNDICES PREDICTIVOS DEL "SCALING" 

E l agua en la naturaleza siempre está inmersa en procesos de disolución o 
precipitación de sales. A l fenómeno de precipitación cristalina sobre superficies, se le 
suele denominar como ^'scaling" siendo debido, en general, a la combinación de iones 
para dar compuestos de baja solubilidad, como por ejemplo el CaCOs, que cuando 
exceden su máxima solubilidad precipitan como sólidos. Este fenómeno se puede 
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producir bien debido a cambios en la composición química del agua, o bien a cambios 
en algunos de sus parámetros físicos, como puede ser la temperatura. 

En los procesos de filtración tiene lugar una concentración de sales, presentes en 
el agua de alimentación, cuando ésta se va transformando en salmuera. Durante el 
proceso, se puede exceder el límite de solubilidad de una o varias de las sales presentes, 
produciéndose su precipitación sobre la superficie de las membranas, disminuyendo así 
la productividad de las mismas. 

En aguas salobres, las sales que con más frecuencia producen "scaling''' en las 
plantas de filtración, son el carbonato calcico (CaCO?) y el sulfato calcico (CaS04). En 
aguas marinas la más frecuente es el carbonato calcico. Existen otras sustancias cuya 
concentración es preciso conocer y controlar, tanto en aguas salobres como marinas, ya 
que podrían causar "scaling" en determinadas circunstancias, tales como: sílice (SÍO2), 
sulfato bárico (BaS04), sulfato de estroncio (SrS04) y fluoruro calcico (CaF:). 

Se utilizan dos métodos para determinar el "jca/mg" potencial por CaCOs de un 
determinado tipo de agua, que se plasman en dos índices: el índice de Saturación de 
Langelier (LSI) para aguas dulces y salobres (hasta 5 g/1 de TSD) y el índice de 
Saturación de Stiff y Davís (S + DSI) para aguas salinas y marinas (>5 g/1 de TSD). En 
lo que sigue, nos referiremos al primero de ellos. 

índice de Saturación de Langelier ( LSI) 

Este índice fiíe desarrollado por Langelier en los años 30, inicialmente para 
predecir la precipitación de carbonato calcico en calderas y conducciones de agua. Se 
puede definir de la siguiente manera: para un agua de composición determinada (TSD 
conocido) y presión de CO2 constante, el LSI es la diferencia entre el pH actual del agua 
(pHa) y el pH en el que se produce el equilibrio entre el CaCOs disueho y el CaCOs 
precipitado (pHs): 

pH^ = pH actual del agua 
pHs = pH de equilibrio o saturación LSI = pH^-pHA 

El pHa se mide directamente, mientras que el valor del pHs se obtiene de la 
segunda constante de ionización (K2) del H2CO3 y el producto de solubilidad (Ksp) del 
CaC03 mediante la fórmula 

pH, =log^- loglCa*' 1 - logbíCO; 
K. (1) 

y cuya demostración se da a continuación. 
Para el carbonato calcico precipitado, en equilibrio con los iones COi^ y Ca^^, 

el producto de solubilidad es 

CO-/lCa'' CO-/ = •SP 

Ca +2 
(2) 

La ionización del H2CO3, se lleva a cabo en dos etapas, plasmadas por los siguientes 
equilibrios químicos: 

H,CO, <^ HCO] + H* 
HCO] o CO]' + H^ 

para el segundo de los cuales la constante de equilibrio K2, viene dada por 
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índice de saturación de Langelier 



Apéndice 2 

ELECTROFORE.^'*^ CAPILAR 

SUMARIO: 2.1. Introducción Histórica. 2.2. Fundamentos de la Electroforesis Capilar. 2.3. Instrumentación 
en EC. 2.4. Ejemplos de Aplicación de EC Coelectroosm6tica.2.5. Validación del Método EC Empleado. 

2.1 INTRODUCCIÓN HISTÓRICA 
Actualmente la Electroforesis Capilar representa un cambio de dirección en el avance 

de las modernas técnicas de separación. Las técnicas de separación electrocinética aparecían 
como las peores candidatas para un método popular de separaciones de muestras líquidas, es
pecialmente por la limitada aceptación de la Isotacoforesis. La súbita popularidad de otras téc
nicas electro cinéticas, ñie posible por las primeras separaciones de muestras líquidas en capi
lares de pequeño diámetro, que fueron sorprendentes para la mayoría de los químicos analíti
cos. E l rápido desarrollo de la electroforesis capilar flie posible por la existencia de sus funda
mentos, descubiertos por un gran número de investigadores en el curso de los últimos 200 
años. 

E l resumen de la Tabla 1 muestra los hitos mas importantes en el desarrollo de la elec
troforesis capilar. 
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Tabla 1 
Hitos Históricos de el Desarrollo de la Electroforesis Capilar 

Año Nombres de Autores Contribuciones 

1.791 
1.877 

1.856 
1.897 
1.897 

1.930 
1.923 

1.939 
1.945 
1.948 
1.950 
1.955 
1.958 
1.967 

1.967 

1.969 

1.969 
1.970 

1.970 
1.972 
1.979 
1.981 

Faraday 
Helmholtz' 

Hittorf' 
Nemst̂  
Kohlrausch'' 

Tiselius-
Kendall y Crittenden*̂  

Svenson^ 
Longsworth** 
Tiselius 
Haglimd y Tiselius^ 
Smithiers"' 
Hjerten" 
Martin y Everaerts'' 

Hjerten'-' 

Giddings^' 

Virtanen''' 
Everaerts y Hoving-
Keulemans"^ 
Arlinger yRouts'' 
Verheggen y al."* 
Mikkersyal.'^ 
Jorgenson"" 

1.984 Terabeyal. 21 

Leyes de la Electrólisis 
La capa de disolvente adyacente al interior de una pared y la super
ficie de una partícula cargada tienen carga opuesta 
Definición de los números de transporte para iones 
Propiedades de los iones pequeños 
La fiínción de Kohlrausch describe el orden de la migración 
electroforética de los iones y sus concentraciones relativas 
Método de estudio de la electroforesis de proteínas 
Separación de metales tórreos raros por" ion migration method". 
Primera Isotacoforesis 
Desarrollo de la zona y desplazamiento en la electroforesis 
Desarrollo de la zona y desplazamiento en la electroforesis 
Pernio Nobel por el desarrollo del movimiento en la capa límite 
Electroforesis en tubos llenos de polvo de vidrio (cuentas de cristal) 
Electroforesis en Gel 
Análisis en disolución por Electroforesis 

Desplazamiento electroforético en tubos de vidrio con hidroxietilce-
lulosa 
Eliminación de los efectos de electroósmosis por recubrimiento de 
tubos 
Modelo no di&sional de distribución de concentración en electrofo
resis de zona libre 
Empleo de capilares de vidrio de 0,2-a 0,5 mm de diámetro interno 
Isotacoforesis capilar, equipamiento ITP 

Desarrollo de Detectores-UV 
Detector de conductividad 

Alto voltaje en tubos de Teflón de diámetro estrecho 

Uso de capilares tubulares de vidrio de 75 \xm de diámetro, "iífg^ 
Performance Capillary Electrophoresis (HPCE )" 

Combinación de modos Electroforético y Cromatográfíco. "Micellar 
Electrokinetic Chromatography ( MECC, MEKC )" 
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2.2 FUNDAMENTOS DE LA ELECTROFORESIS CAPILAR 

2.2.1 Elementos de los Sistemas de Electroforesis Capilar (EC) 
Un aparato típico de Electroforesis Capilar representa un abandono radical de los ins

trumentos más convencionales usados en otras técnicas de separación electrocinética y croma-
tográfica, tales como la cromatografía en fase gaseosa o fase líquida, electroforesis en capa fina 
e isotacoforesis. La eficiencia de la separación se mejora mucho y, en su forma actual, la ins
trumentación es menos compleja que, por ejemplo, la de un sistema cromatográfico. 

Como mínimo un sistema EC debe de contener los módulos ilustrados en la Figura 1, 
que comentamos a continuación. 

Controlador y Fuente Regulable de Alto Voltaje Controlador y Fuente Regulable de Alto Voltaje 

Electrodo 

Sistema de 
Invección 

Capilar 

Compartimento 
Termostatado 

Figura 1 
Componentes Básicos de un Sistema de Electroforesis Capilar. 

a) Capilares de Sílice Fundida 
La técnica EC llega a ser viable analíticamente, sólo después de la introducción comer

cial de los capilares de sílice fundida de diámetro estrecho ( 10 - 100 | im), recubiertos de polii-
mida. E l diámetro estrecho facilita la disipación del calor generado por la resistencia eléctrica 
del electrólito dentro del capilar; además el material de sílice fundida de la pared del capilar es 
más conductor del calor que otros materiales empleados para la construcción de tubos capila
res de diámetro estrecho. E l material de poliimida envolvente elimina la considerable fragilidad 
de los tubos de síhce fundida sin recubrir. 

b) Vasos para el Electrólito 
Durante las separaciones, el capilar de sílice fundida esta inmerso por ambos extremos 

en un electrólho conveniente, contenido en sendos vasos. Previamente a la separación, el elec
trólito se introduce dentro del capilar con la ayuda de un dispositivo adecuado, como una bom
ba de vacío que lo aspire, y que también se emplea para el lavado del capilar, y para el 
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acondicionamiento de capilares nuevos, primero con una disolución 0,1N de NaOH, y poste
riormente con agua pura. 

Junto a otras condiciones, la composición empleada del electrólito en EC , también lla
mado electrólito portador, define un método de EC. En un sistema EC los dos vasos contie
nen el mismo electrólito. 

Un problema que se puede presentar con los electrolitos portadores, es la presencia de 
burbujas de aire dentro del capilar, que conducen a las fluctuaciones de la línea base de los 
electroferogramas grabados, obtenidos al realizar las separaciones electrofiDréticas, y en último 
extremo a una interrupción del campo eléctrico necesario para una separación EC. Este proble
ma se puede solucionar mediante la desgasificación del electrólito por cualquiera de los méto
dos conocidos, como por esparcimiento de helio, ultrafiltración a vacío o sonicación. 

Otro requerimiento importante, es que la posición de los niveles de llenado de los dos 
contenedores del electrólito portador, tienen que tener exactamente la misma altura en orden a 
minimizar algún flujo por desequilibrio hidrostático. 

c) Posición de la Muestra 
La introducción de la muestra en el sistema, se lleva a cabo mediante la inserción de 

uno de los extremos del capilar en el contenedor de la muestra, colocado siempre a una altura 
constante sobre el nivel de la superficie del electrólito de los dos vasos contenedores. Solamen
te se puede esperar una reproducibilidad exacta de la muestra, si la posición de los vasos es la 
misma. Los tiempos de inyección de muestra oscilan entre 10 y 30 segundos, aunque se pueden 
minimizar empleando muestreadores automáticos. 

d) Fuente de Potencia 
El voltaje requerido para llevar a cabo separaciones EC , está proporcionado por una 

fiíente de potencia de corriente continua regulada, conectada por un par de cables aislados a 
dos electrodos, usualmente fabricados de platino o de otro material químicamente inerte, in
mersos el electrólito portador. Consideraciones de tipo práctico limitan el valor del voltaje a 30 
K V ( valores superiores provocan descargas en el capilar y pueden deteriorar los instrumentos 
de forma irteversible^'). E l valor máximo de la intensidad de la corriente es de 500 a 1000 \iA, 
y está establecido atendiendo principalmente a medidas de seguridad^^. 

Otra limitación viene impuesta por los grandes niveles de calor que generan las corrien
tes por encima de los 500 | iA. Aún a pesar de la buena conductividad térmica de la sílice fiíndi-
da, ésta no permite la buena disipación térmica a niveles de intensidad de corriente tan 
elevados y puede provocar la ebullición del electrólito portador dentro del capilar. Por esta ra
zón, niveles de intensidad de corriente por encima de 500 | i A no son convenientes. 

Una buena fiíente de corriente debe tener polaridad reversible. La mayoría operan en 
modo potenciostático ( voltaje constante ). Si operasen en modo galvanostático ( corríente 
constante ) podrían dar problemas analíticos, como por ejemplo "ratios" excesivas de concen
tración, como veremos posteriormente. Aplicaciones especializadas^^ pueden requerir la super
posición de una componente alterna sobre el potencial DC. 

e) Detector 
E l método mas común de detección en EC es la Detección-UV. Para permitir el paso 

de la luz, una pequeña porción del capilar ( 0,5 - 1 cm) debe liberarse de la envohura de polii-
mida, lo cual puede llevaree a cabo sencillamente con la brasa de un cigarrillo, aunque existen 
procedimientos más sofisticados. En la mayoría de los casos, es recomendable quitar los pe
queños residuos de poliimida quemada de la superficie del capilar, antes de su exposición al de
tector, con un algodón o un paño empapado en metanol. 
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En los instrumentos comerciales EC, pueden emplearse tipos de detectores de longitud 
de onda variable o fija. Estos últimos, más que compensar por el inconveniente de cambios dis
cretos de longitud de onda lo hacen por las interesantes posibilidades de medida a 185 nm y 
por una energía de salida, generalmente alta, de la lámpara de mercurio en comparación con la 
luz de las fiaentes de deuterio empleadas en los detectores de variación continua. Como la ma-
yoria de los picos en la moderna EC tienen una anchura menor de tres segundos, la constante 
de tiempo del detector debe ser de 0,3 segundos o menor. 

f) Grabador 
En principio todo tipo de medios se pueden emplear para grabar los electroferogramás, 

pero debido a las elevadas velocidades de adquisición de datos se debe de emplear un ordena
dor provisto de un disco duro de al menos 20 Mb y con una unidad de disquéttes. La mayoria 
de los PCs tienen velocidades de adquisición de datos ajustables entre 1 y 50-60 Hz. No se 
debe escoger velocidades menores de 10 Hz para un electroferograma con anchuras de pico 
menores de 3 a 5 segundos. La capacidad de almacenamiento de un disco duro se puede maxi-
mizar transfiriendo los archivos de datos a un disquete o retardando el comienzo de la adquisi
ción de datos. 

Los PCs tienen además la capacidad de efectuar cálculos rutmarios, como por ejemplo 
el cálculo de la calibración con un estándar interno que nos dé una mejor precisión de los tiem
pos de migración y de las áreas de pico, además de eliminar errores corrientes en las rutinas 
analíticas. 

2.2.2 Teoría Básica 
A l principio del proceso analítico, en uno de los extremos del capilar, hay una mezcla 

no resueha de analitos, contenida en un volumen muy pequeño de muestra diluida (introduc
ción hidrostática de muestra ) o de muestra disuelta en un electrólito portador (introducción 
electromigrativa de muestra). La separación en zonas de todos los analitos se produce durante 
la migración hacia el detector. Para la detección de los componentes se emplean sus diferentes 
tiempos de migración desde el comienzo de la separación hasta que son detectados. 

El tiempo de migración ( ) , puede convertirse en velocidad de migración observada o 
aparente ( v;¿^) mediante la ecuación 

Vobs = ^ (1) 
m 

donde ( cm) es la longitud del capilar desde el punto de introducción ae la muestra hasta su 
detección. E l término " observada " hace referencia a que la velocidad no sólo es debida a la 
migración electroforética, sino que puede contener otras contribuciones como las derivadas del 
flujo electroosmótico. La longitud del capilar ( cm ) se debe incluir en las condiciones de 
fiíncionamiento E C , junto con la longitud total del capilar Z/( cm). 

Para comparar los datos de migración, bajo diferentes potenciales eléctricos de separa
ción, !P( V ), es necesario calcular las movilidades electroforéticas observadas (ju^^^), me
diante la ecuación 

l^ofo = - T T - = "ijT]— ( c m W - s ) (2) 

donde se tuvo presente que el cociente ' f ' ( V ) / Z , , ( c m ) define el campo eléctrico aplicado E 
( V/cm ). Los valores de ju^^ son del orden de 10"* cmW-s, para tiempos de migración de 10^ 
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s, a varios minutos, para capilares de 10 cm y voltajes de 10** V , calculados mediante la ecua
ción ( 2 ) . 

La movilidad observada //^^Í ' como se muestra en la Figura 2, es al menos suma de 
dos contribuciones, la movilidad iónica y la movilidad del flujo electroosmótico ÍMEOF) '• 

Figura 2 
Contribuciones posibles a la movilidad observada, n^b,, de un analito. 

La Figura 2 muestra las diferentes contribuciones a la movilidad observada. E l analito 
de interés es transportado hacia el detector principalmente por el flujo electroosmótico. Su mo
vilidad iónica se utiliza en la separación, para obtener una selectividad por el grado de ralenti-
zación diferente de los iones. Un ejemplo de lo dicho anteriormente, se tiene en las separado-' 
nes de aniones en capilares de silice fijndida, sin ningún tipo de tratamiento, en donde los anio
nes muestran una tendencia a migrar hacia el ánodo (parte izquierda de la Figura 2 ), mientras 
que el flujo electroosmótico se dirige hacia el cátodo (parte derecha de la Figura 2 ). 

E l flujo electroosmótico se origina debido a las interacciones entre los componentes del 
electrólito portador y las cargas que están sobre la superficie del capilar, cuando se aplica un 
campo eléctrico. La polaridad de las cargas del capilar puede ser, o positiva o negativa, dando 
como resultado dos direcciones posibles del flujo electroosmótico. 

La velocidad del flujo electroosmótico (v^^^) y la movilidad electroosmótica (JU^OF)^ ^® 

pueden determinar mediante el estudio de la migración de un componente sin carga, bajo con
diciones tales como las descritas en la Figura 3, donde los componentes no ionizados de una 
muestra son transportados por el flujo electroosmótico, siendo su movilidad idéntica a la de 
ellos: = jUj^oF-, aplicándose después la ecuación para el cálculo de ju^¡^^. 

La segunda contribución a la movilidad iónica observada, es la propia movilidad del ion 
(J^ion)' puede calcular por uno de los métodos siguientes : 
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1°) En sistemas EC con [x^^p conocido, la movilidad iónica ( ), se obtiene a partir del tiem
po de migración de un analito iónico í„{s), mediante la ecuación 

Figura 3 
Movilidad observada, p^^s, especie sin carga transportada por el flujo electroos
mótico ( F E O ) . 

|Ll/oM = \^obs - V^EOF = WTf " ^EOF ( 3 ) 

Una fuente usual de valores numéricos para las movilidades iónicas netas ( ) está 
contenida en las tablas de conductividades equivalentes límite de iones, Á^^^^ ( cm^ / equi-
vohm , que se pueden convertir en movilidades con la ayuda de la constante de Faraday 
( IF = 96487 A-s / equiv ) 

|Ll/o« = — ^ (4 ) 

2°) Para los iones que no están incluidos en las tablas de conductividades equivalentes, Á^^.^ se 
puede estimar por una simple medida conductimétrica. E l único requerimiento para la reali
zación de estas determinaciones es tener un conductivímetro y una sal pura con un contraión 
conocido. Antes de realizar la medida, la constante de célula del instrumento tiene que ser 
verificada y ajustada, así como también, el que la temperatura permanezca constante ( en un 
rango de ± T C en tomo a la media ). Los conductivímetros comerciales están equipados 
con sensores de temperatura, y convierten automáticamente el valor de conductividad dado 
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al valor a 20 ó 25 °C. La conductividad equivalente de un ion desconocido se calcula por la 
ecuación" 

donde G es la conductancia dada en /JS ( microsiemens = 10 ohm"'), K, es la constante de 
célula (cm"') y, M, es la concentración en equivalentes por litro. 

Mientras que los valores de la conductividad calculados por esta ecuación son útiles en 
la predicción del comportamiento de la migración en EC, debe recordarse que los valores lista
dos en la mayoría de las tablas son los de las conductividades equivalentes límite ( a dilución 
infinita). 

Veamos ahora todas las posibilidades prácticas de combinación de los dos vectores 
y jUi;op- en un Sistema EC . Los términos " lento " y " rápido " aplicados a los iones se emplean 
en el texto siguiente para describir las magnitudes relativas de ju¡^„ y fx^^p . Con un flujo elec-
troosmótico muy lento como el que se observa por ejemplo en los capilares de teflón a pH en
tre 3 y 5, la mayoría de los aniones se pueden considerar " rápidos", de acuerdo con el marco 
de referencia presente, en principio apto para superar el conflicto entre el flujo electroosmótico 
y su dirección migracional inherente. Si, por otra parte, el flujo electroosmótico se incrementa, 
como por ejemplo en capilares de sílice fiíndida bajo condiciones alcalinas, la mayoria de los 
aniones se pueden considerar " lentos " y en principio no aptos para superar el flujo electroos
mótico, orientado en contra de la dirección de su propio vector de migración. 

La parte superior de la Figura 4 ( Casos A - E ) , muestra la misma orientación del vec
tor de flujo electroosmótico con respecto al campo eléctrico ( igual que en la Figura 3 ). E l 
lado de la inyección es positivo y la pared del capilar está cargada negativamente, generándose 
un flujo electroosmótico hacia el lado del detector. Los aniones " rápidos " migran muy lenta
mente bajo tales condiciones, con un tiempo de retención que es frecuentemente, superior a 10 
ó 20 minutos ( Caso B ). 

La gran mayoria de aniones inorgánicos son " rápidos ", y superan la velocidad del flujo 
electroosmótico bajo la mayoría de las condiciones, en consecuencia migran lejos del lado de 
detección del capilar, es decir hacia el lado de introducción de la muestra ( Caso C ). La confi
guración con la cara de inyección positiva es más conveniente para cationes que para aniones. 
Hasta los cationes " lentos " se mueven con tiempos de retención favorables a través del detec
tor ( Caso D ) , y la gran mayoría de cationes inorgánicos, altamente móviles, se pueden detec
tar con tiempos de retención totales de entre 3 y 5 minutos ( Caso E ) . 

Como ya se ha indicado, la dirección del flujo electroosmótico se puede invertir por 
adición de algunos aditivos electrolíticos o por modificación de la pared del capilar, tales con
diciones son contraproducentes para los Casos F, G, H , I de la Figura 4; sólo los cationes de 
movilidad más alta, son capaces de migrar hacia el detector y producir señal (Caso J ). 

La Figura 5 muestra las configuraciones más convenientes para aniones rápidos. Se ob
tiene una señal analítica siempre para especies aniónicas altamente móviles. Es posible escoger 
entre tiempos de recorrído cortos ( Caso E ) o largos ( Caso J ) para cada especie, teniendo así 
la posibilidad de analizar con éxito un número amplio de distintas especies. Para analizar por 
ejemplo una traza de un anión rápido en presencia de aniones lentos, se podría escoger el Caso 
E. Nótese, que bajo estas condiciones, los cationes también pueden ser separados analítica
mente; los cationes " rápidos " se moverán en una dirección completamente diferente, hacia el 
cátodo ( Caso C ), y los cationes " lentos " llegarán al detector sólo después de un largo perío
do de tiempo ( Caso B ). Los aniones que migran más lentamente, pueden ser separados 
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relativamente bien, pero las opciones son limitadas. La utilidad de las separaciones aniónicas, 
bajo estas condiciones, puede apreciarse en el electroferograma de la Figura 6̂ * 

INYECCIÓN 

(+[ô  Sin Carga 

Sin Carga 

© 
O -

FEO > 
FEO 

> 
FEO > 
FEO > 
FEO 

>• 

FEO 

FEO 

FEO 

FEO 

•»^FEO 

DETECCIÓN 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

G 

H 

I 

- J 

TIEMPO DE MIGRACIO 

Sin Carga 

Sin Carga A Anión 

Sin Carga 

Catión Sin Carga 

Catión Sin Carga 

No Hay Señal para Especies Sin Carga 

No Hay Señal para Aniones 

No Hay Señal para Aniones 

No Hay Señal para Cationes 

Catión 

Figura 4 
Combinaciones de los vectores de movilidad en un sistema E C , con polaridad positiva en la 
parte de inyección de la muestra y negativa en la de detección. La parte derecha del diagra
ma indica las posiciones aproximadas de los picos para especies neutras y cargadas. El di
solvente de la muestra suele detectarse al mismo tiempo de migración que el de las especies 
neutras. Sin contribuciones adicionales de movilidad, las especies neutras no son resueltas 
bajo las condiciones descritas en la Figura. FEO: flujo electroosmótico. 



2.10 CARACTERIZACIÓN. EVALUACIÓN Y OPTIMIZACIÓN DE UNA PLANTA EDR 

INYECCIÓN DETECCIÓN TIEMPO DE MIGRACIO 

( - | Q ^ Sin Carga 

e l 

FEO • 

FEO >. 

FEO > 

FEO > 
FEO ̂  

D A 
Sin Carga 

^ ^ S i n Carga^^atión 

^ D 

Sin Carga 

Sin Carga 

Sin Carga 

»Sin Carga 

G 0 

Go 

FEO 

FEO 

FEO 

FEO 

FEO 

+) F 

i ) ' 
5 J 

No Hay Señal para Especies Sin Carga 

No Hay Señal para Cationes 

Ño Hay Señal para Cationes 

No Hay Señal para Aniones : 

Anión 

Figura5 • 
Combinaciones de los vectores de movilidad en un sistema EC, con polaridad negativa en 
la parte de inyección de la muestra y positiva en la de detección. La parte derecha del dia
grama indica las posiciones aproximadas de los picos para especies neutras y cargadas. E l 
disolvente de ía muestra suele detectarse al mismo tiempo de migración que el de las espe
cies neutras. Sin contribuciones adicionales de movilidad, las especies neutras no son re
sueltas bajo las condiciones descritas en la Figura. FEO: flujo electroosmótico. 
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Figura 6 
Electroferograma de treinta aniones, con 5 mM de Cromato potásico, 0,5 m M de modifi
cador de flujo electroosmótico ( Waters O F M Anion-BT ), pH = 8, capilar de sílice fim-
dida de 50 ¡im de diámetro interno, voltaje de 30 K V ( negativo ), inyección 
electromigrativa durante 15 s a 1 K V y detección U V indirecta a 254 nm. Identificación 
de los picos : 1) Tiosiilfato ( 4 ppm ), 2) Bromuro ( 4 ppm ), 3) Cloruro ( 2 ppm ), 4) 
Sulfato ( 4 ppm), 5) Nitrito ( 4 ppm), 6) Nitrato ( 4 ppm ), 7) Molibdato ( 10 ppm ), 8) 
Acida ( 4 ppm ), 9) Wolframato ( 10 ppm ), 10) Motiofluorofosfato ( 4 ppm ), 11) 
Clorato ( 4 ppm), 12) Ciíraío ( 2 ppm), 13) Fluoruro (1 ppm ), 14) Formato ( 2 ppm), 
15) Fosfato ( 4 ppm), 16) Fosfito ( 4 ppm), 17) Cloríto ( 4 ppm ), 18) Galactarato ( 5 
ppm ), 19) Carbonato ( 4 ppm ), 20) Etanosulfonato ( 4 ppm ), 21) Acetato ( 4 ppm ), 
22) Propionato ( 5 ppm ), 23) Propanosidfonato ( 4 ppm ), 24) Butirato ( 5 ppm ), 25) 
Buíanosulfonato ( 4 ppm ), 26) Valerato ( 5 ppm ), 27) Benzoato ( 4 ppm ), 28) L - glu-
taraio (5 ppm ), 29) Pentano sulfonato ( 4 ppm ),D- gluconato ( 5 ppm) 
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Existe una posibilidad de calcular movilidades iónicas a partir de los radios iónicos hi
dratados r. (radio de Stokes). Así, cuando una partícula cargada se coloca en un campo eléc
trico extemo, E, experimenta una fuerza, , que es igual al producto de su carga neta por el 
campo eléctrico aplicado 

Fe=qE (6) 

Además de esta fuerza eléctrica que actúa sobre la partícula, cuando ésta se empieza a mover, 
experimenta una fuerza fricativa en dirección opuesta a su sentido de movimiento, F^, que es 
proporcional a la velocidad de la partícula 

Fa=fv (7) 

donde la constante de proporcionalidad, / , se llama coeficiente de rozamiento traslacional y 
que para el caso de una partícula esférica viene dado por la fórmula de Stokes {f= 6 n-qr f\ 
De éste modo, la ecuación que describe el movimiento traslacional de una partícula bajo la in
fluencia de un campo eléctrico es 

m •) =qE-fv (8) 

donde, m , es la masa de la partícula. 
Excepto para el instante inicial de aplicación del campo eléctrico, la fuerza electrostáti

ca es exactamente igual que la fuerza fricativa, dado el carácter estacionario del movimiento. 
Así, igualando las ecuaciones ( 6 ) y ( 7), la velocidad en el estado estacionario resultante, v,̂ „, 
se puede relacionar con el cambio en las propiedades fiiccionales de la partícula mediante la 
ecuación 

qE 
V -ion f (9) 

Como la movilidad iónica de una partícula, , en estado estacionario, es su velocidad por 
unidad de campo eléctrico aplicado, se sigue 

^ Vjon _ q 
E f (10) 

La ecuación ( 10 ) pone de manifiesto que las diferencias entre las movilidades iónicas de las 
partículas son consecuencia de sus propiedades fiiccionales, es decir, tamaño, forma y de la di
ferencia en la carga neta de las mismas. La ecuación ( 10) también se puede expresar, para una 
partícula esférica, de la siguiente forma 

(10'z,e) 
l ^ ' « " = 7 ^ 7 (11) 
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donde, r, ,es la carga del ion, determinando con su signo ( + o - ) una de las dos direcciones 
posibles del vector movilidad electroforética, e ,es la carga del electrón (1,602 • 10'" C), r¡, es 
la viscosidad del medio electrolítico en poises, y r^, el radio de Stokes en \im. 

Así, las conductividades equivalentes límite son evaluadas siempre bajo condiciones 
constantes ( disoluciones acuosas diluidas, temperatura constante ), y es posible mostrar que 
los valores tabulados de son justo valores encubiertos de razones carga - radio de hidra-
tación, como vemos en la siguiente ecuación 

Kuiv = = 8,23 • 10-^ X f¿ (12) 

donde se tuvo en cuenta que TI ( agua) es aproximadamente 10"̂  poises. 
La ecuación ( 12 ) es una versión más explícita de la ecuación ( 4 ) que relacionaba /Hig^con 
^cqurv • Empleando la ecuación ( 11 ) y la ecuación ( 2 ) se puede llegar a una relación que co
necta las movilidades iónicas aparentes, / i ^ ^ , con los radios iónicos hidratados, r. , que viene 
dada por la ecuación 

(o 7Ü T| r,) Y tmEOF 

Los valores de las movilidades observadas, ju^^^^ , se pueden calcular muy fácilmente a partir de 
los tiempos de migración obtenidos a partir del electroferograma de la Figura 6 mediante la 
ecuación ( 2 ). E l radio iónico hidratado se puede obtener de las referencias bibliográficas''"^'. 
Esto es de un considerable interés para evaluar la correlación entre los datos de las movilidades 
observadas de los iones de la Figura 6 y sus radios iónicos. 

Se han intentado hacer correlaciones similares en péptidos y proteínas sin éxito"*" '̂ , ya 
que se puede esperar que la interrelación entre el comportamiento electroforético de aniones 
de bajó peso molecular y sus radios iónicos sea más sencilla que en las biomoléculas, que son 
más complejas. Aún en el caso de iones simples tenemos que hacer las siguientes consideracio
nes. Primera : el comportamiento de disociación de aniones débilmente ácidos puede cambiar 
las movilidades observadas en un ampho rango. Segunda : los radios iónicos están calculados a 
partir de conductividades iónicas equivalentes límite, asumiendo que la carga nominal de la es
pecie es igual a la carga efectiva del ion en disolución; mientras que esto puede ser cierto a di
lución infinita, en el electrólito portador usado para obtener el electroferograma de la Figura 6 
( 5 mM de Cromato potásico, 0,5 m M de modificador de flujo electroosmótico ( Waters O F M 
Anion-BT ), pH - 8 ), las cargas efectivas probablemente parecen ser diferentes a las cargas 
nominales. Por estas dos razones ( comportamiento en la disociación y cargas diferentes ), en 
la Tabla 2 sólo aparece la correlación entre diecisiete aniones seleccionados de la treintena se
parados en la Figura 6 
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Tabla 2 
Movilidades Observadas (l^obs') V Radios Iónicos Hidratados (rl') 

para algunos de los aniones de la Figura (6 ) 

Anión ( c m V V - s ) 10". r, ( nm ) 

Bromuro 0,001069 1,0505 

Cloruro 0,0010569 1,075 

loduro 0,001034 1,0679 

Nitrito 0,001025 1,1423 

Nitrato 0,001001 1,1488 

Azida 0,0009683 1,1886 

Clorato 0,0009269 1,2656 

Fluoruro 0,0008888 1,4806 

Formiato 0,000871 1,5021 

Clorito 0,0008293 1,5773 

Bicarbonato 0,0007669 1,843 

Etanosulfonato 0,0007252 2,0711 

Acetato 0,0007046 2,0054 

Propionato 0,0006744 2,291 

Propanosulfonato 0,0006641 2,211 

Butirato 0,0006396 2,515 

Benzoato 0,0006018 2,5317 

a : ju^i,^ se obtuvo por la Ecuación ( 2 ), (Lj= 52 cm, L= 60 cm y 'F= 30000 V ) , usando los 
tiempos de migración de la Figura 6. 
b : Las conductividades iónicas equivalentes obtenidas de la referencia 25 se convirtieron en 
radios iónicos hidratados mediante la ecuación (12 ). 

En la Figura 7 aparecen representados estos datos con su correspondiente ajuste, ob
servándose la correlación existente entre, ^^^^, y , ,̂ • 

E l hecho de que sea posible correlacionar los datos de migración con un parámetro físi
co simple, como es el radio iónico, distingue a la electroforesis capilar de iones de bajo peso 
molecular de todas las otras metodologías de separación llevadas a cabo en fase líquida. Así, 
no sólo es más simple experimentalmente, sino también es mucho mas sencilla en sus fiínda-
mentos teóricos. Esta observación, junto con unos tiempos de análisis mucho mas cortos, in
cremento de la eficacia de la separación, y añade una considerable ventaja práctica sobre todas 
las demás técnicas de separación. 
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0,0005 

•"aniones 1̂0"̂  ( n m ) 

Figura 1 " < ' 
Curva de ajuste basada en los datos contenidos en la Tabla 2 de movilidades ob£>ervadas y 
radios iónicos iiidratados, realizada mediante la ecuación (11) . 

2.2.3 Capilares y Flujo Electroosmótico 

a) Flujo Electroosmótico 
Este tipo de fenómenos son debidos al movimiento relativo de una superficie cargada 

en un medio líquido. Refiriéndonos a la interfase sólido-líquido, al mover el líquido y dejar fijo 
el sólido, arrastraremos la parte difiísa de la doble capa eléctrica dejando la parte rígida. Esto 
origina una diferencia de potencial en la interfase. Cabe la posibilidad de que sean las fases sóli
da o líquida las que se muevan y produzcan una diferencia de potencial, o viceversa, que apli
quemos una diferencia de potencial y como resultado se muevan las fases sólida o líquida. Esto 
da lugar a los tipos de fenómenos electrocinéticos, indicados en la Tabla 3 
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Tabla 3 
Tipos de Fenómenos Electrocinéticos 

NOMBRE EFECTO CAUSA 

Potencial de Flujo Diferencia de potencial 
eléctrico producida 

Movimiento del líquido electrolítico respecto de las 
cargas fijas en un diafragma poroso ; movimiento en 
un tubo capilar cargado 

Electroósmosis Movimiento del líquido 
respecto de las cargas fijas en 
un diafragma poroso; 
movimiento en un tubo capilar 
cargado 

Diferencia de potencial eléctrico aplicada 

Corriente de Rujo Movimiento del líquido con 
flujo de carga 

Gradiente de presión 

Presión 
Electroosmótica 

Gradiente de presión Diferencia de potencial eléctrico aplicada 

Electroforesis Movimiento de partículas 
cargadas de sol respecto del 
líquido 

Diferencia de potencial eléctrico aplicada 

Potencial de 
Sedimentación 

Diferencia de potencial 
eléctrico producida 

Movimiento de partículas cargadas respecto del 
líquido 

En el caso que nos ocupa veremos con más detalle la Electroósmosis, que en esencia 
consiste en el movimiento de un líquido en relación con un sólido fijo cuando se aplica un cam
po eléctrico. E l sólido suele ser un material poroso o un capilar fino. En nuestro caso , como la 
pared de un capilar de sílice fijndida está cargada negativamente en la mayoría de las condicio
nes de pH de trabajo, hay un recubrímiento positivo de contraiones de la disolución adyacente 
a la pared del capilar. Cuando se aplica un campo eléctrico, esta capa delgada de cargas positi
vas es conducida hacia el electrodo negativo, dando como resultado un flujo de la disolución 
hacia dicho electrodo. 

La Electroósmosis está presente, en mayor o menor grado, en todas las fiDrmas de elec
troforesis, pero es particularmente importante en EC. Esto es como consecuencia del elevado 
valor del cociente entre área superficial y volumen, la baja viscosidad del medio electroforético 
y los elevados campos eléctricos aplicados en EC. Veremos, en lo que sigue, una breve des
cripción teórica de la Electroósmosis. 

La Doble Capa Eléctrica 

La primera etapa en la descripción de la Electroósmosis será describir cuantitativamen
te la densidad de carga de los contraiones en la disolución próxima a la pared del capilar. Esta 
región se conoce con el nombre de doble capa eléctrica, y el tratamiento que vamos a desarro
llar se ajusta al de Hiemenz ( 1986 ). Se han considerado las magnitudes sólo en la dirección 
del eje x, perpendicular a la pared. 

La densidad de carga de los iones en la disolución, p(x) , a una distancia respecto de la 
pared del capilar, está relacionada con la concentración iónica por la expresión 

i 
(14) 
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donde, z., es la valencia de cada ion, e , es la carga del electrón, n/x) , es el número de iones 
del tipo /• por unidad de volumen, próximos a la pared del capilar y el sumatorio es sobre todos 
los iones de la disolución. En este análisis se asume que w,. es solamente función de x. Así, para 
poder obtener, p(x) , debemos de encontrar una expresión para n.(x). 

Debye y Hückel propusieron que la densidad numérica de iones fin una disolución pró
xima a una superficie cargada viene determinada por la competencia entre la atracción ( o re
pulsión ) electrostática de los iones por la interfiíse cargada (que tiende a ordenar a los iones), 
y la influencia aleatoria del movimiento browniano ( que tiende a desordenarlos). Esta relación 
se puede expresar en términos de una distribución de Boltzmann, según la ecuación 

donde, n.g ,es el número de iones por unidad de volumen en un punto de potencial cero ( i . e. 
lejos de la pared ), W(x) , es el potencial eléctrico, en el electrólito, a una distancia x de la su
perficie, k ,es la constante de Boltzmann y, T, es la temperatura absoluta. Combinando las 
ecuaciones ( 1 4 ) y ( 15) se obtiene p(x) , como una función de las propiedades de los iones en 
disolución y de T(x). 

Pix) = SZicri i , exp — ^ ^ r — j (16) . 

En este punto hay que hacer una aproximación importante en orden a simplificar el 
análisis posterior, que es la de Debye y Hückel, la cual establece que si z. e *F(x) < kT, (lo que 
quiere decir que la energía potencial interiónica es mucho menor que la energía térmica, o que 
los iones raramente están juntos), el término exponencial de la ecuación (16) se puede desarro
llar en serie de potencias, truncada después del término de primer orden [es decir e" = (1 - x)]. 
Esta aproximación restringe el tratamiento a disoluciones muy diluidas, que son las que cum
plen esta condición. Tomando este resultado aproximado para el término exponencial de la 
ecuación (16 ), se obtiene 

P(x) = S kT 
(17) 

Como n.Q se refiere a las concentraciones en la región en que T(x) = O, donde la distri
bución de los iones es umft)rme y la disolución es eléctricamente neutra, el término EzJsn.g^Q 
y se elimina del sumatorio, de manera que la ecuación ( 17 ) se reduce a 

p „ = - s á ^ 4 ' W (18) 

Para encontrar una expresión explícita para p respecto de x, necesitamos otra expresión que 
relacione a ífx) con p(x) . Esta es la ecuación de Poisson, que da el potencial eléctrico !Pen 
el electrólito a una distancia de la superficie, como una fijnción de la densidad de carga p . 
Como hemos considerado sólo la variación de p(x) en la dirección del eje x, la ecuación de 
Poisson queda como 
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donde, £•, es la constante dieléctrica del disolvente o permitividad eléctrica del medio. E l valor 
de aviene dado por la expresión : s= s^s^, donde, , es la permitividad del vacio ( 8,854 x 
10''^ N ' ' m'^) y, £; ,es la permitividad relativa del medio ( 78,54 para el agua a 25''C ). Susti
tuyendo ( 18 ) en ( 19), se obtiene 

(20) 

Llegados a este punto, el agrupamiento de constantes en el sumatorio de ( 20 ), dentro de una 
única constante, /r , 

(21) 

permite escribir la ecuación (20 ) en la forma 

(22) 

La ecuación ( 22 ) se puede integrar, con las condiciones de contorno : 

( l ) ^ = To cuando x = 0 ;y ( 2 ) ^ = 0 cuando x = oo 

donde, , es el potencial eléctrico en la interfase capilar / disolución. E l resultado de esta in
tegración es 

^(.) = 4^oexp(-K;c) (23) 

Así, conforme nos alejamos de la pared del capilar, el potencial eléctrico decrece exponencial-
mente, lo que se puede apreciar en la Figura 8 . 

10 15 20 
X ( nm ) 

- i K 

Figura 8 
Representación del potencial eléctrico relativo, ̂  / » en función de la distancia des
de la pared del capilar, x . 
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Finalmente, podemos encontrar una expresión explícita para p(x), sustituyendo la ecua
ción ( 23 ) en la ( 18 ), obteniéndose 

P(x) = -SK^^oexp ( - l ac ) (24) 

Así, dado el valor de x:( una propiedad de la disolución electrolítica ) y el valor de ( una 
propiedad de la pared del capilar) se puede calcular la densidad de carga, p(x) , como una fun
ción de la distancia a la pared del capilar. 

En este punto es importante realizar algunas observaciones sobre la ecuación ( 24 ) : 
Primera:. Con respecto a la aproximación del bajo potencial eléctrico en la interfase disolución/ 
capilar, hemos considerado en la ecuación ( 24 ) que ze W<kT,\o que implica que para es
pecies monovalentes^^ 

considerando una temperatura de 25°C. Así, la ecuación ( 24 ) sólo es rigurosamente válida 
para potenciales superficiales menores de 25 mV aproximadamente. 
Segunda: Debemos examinar el significado físico de la constante K. De la ecuación ( 23 ), po
demos ver que para que el término del exponente sea adimensional, K , debe tener las dimen
siones de una longitud inversa, con lo que K' tiene las dimensiones de una longitud. 
Escribiendo la ecuación (23 ) en términos de K' 

^( . )=¥oexp (26) 

podemos ver que cuando x = K' , !P = *Fg /e denominándose a K' " espesor " de la doble 
capa (ver Figura 8 ). Como K' es un parámetro muy importante, es conveniente expresarlo en 
términos de concentraciones iónicas. Así, si C,. es la concentración en moles por litro y dado 
que n. expresa (n° de iones) / m^, podemos poner 

nu = mONACi (27) 

donde es el número de Avogadro. Por tanto la ecuación ( 21 ) quedará como sigue 

K = skT 

-11/2 

S 2,' Cj (28) 

Obsérvese que el sumatorio de la ecuación anterior es igual a dos veces la fuerza iónica de la 
disolución. Hiemenz ( 1986 ) propuso una tabla de valores de fc\ obtenidos mediante la ecua
ción ( 28 ) para disoluciones electrolíticas acuosas a 25°C, en fiínción de la concentración del 
electrólito y de la valencia de sus iones (Tabla 4 ). 
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Tabla 4 
Valores de K' para disoluciones electrolíticas acuosas a 25°C 

Electrólito Simétrico Electrólito Asimétrico 

Molaridad del 
Electrólito 

: Z - K-'x l O ' ( m ) K-'x l O ' ( m ) 

0,001 1 1 9,61 1 2 ; 2 1 5,56 

2 2 4,81 1 3 ; 3 1 3,93 

3 3 3,2 2 3 ; 3 2 2,49 

0,01 1 1 3,04 1 2 ; 2 1 1,76 

2 2 1,52 1 3 ; 3 1 1,24 

3 3 1,01 2 3 ; 3 2 0,787 

0,1 1 1 0,96 1 2 ; 2 1 0,556 

2 2 0,48 1 3 ; 3 1 0,393 

3 3 0,32 2 3 ; 3 2 0,249 

Finalmente es útil, a veces, expresar la ecuación ( 24 ), en términos de la densidad su
perficial de carga, o*. En base a los requerimientos de electroneutralidad, la carga total sobre 
la pared del capilar debe ser igual a la carga total en la disolución cambiado de signo, por lo 
que 

9{x)dx ( 29 ) 

Combinando las ecuaciones (19 ) y ( 29 ), resulta una expresión que relaciona W y o* 

^ = ^ J o ^ ^ (30) 

de cuya integración con las condiciones de contorno : 

( 1 ) ^ = ^ 0 para x = 0 ; y (2)(Í /4^/Í¿C) = O para x = ao 
se obtiene 

CT* = SK^o ( 31) 

De este modo, la ecuación ( 31 ) nos da una relación entre la densidad de superficial de carga y 
el potencial eléctrico en la superficie del capilar para una disolución electrolítica dada. Si susti
tuimos la ecuación (31 ) en la ecuación (24 ), ésta nos queda en fijnción de la densidad super
ficial de carga: 

P(.r) = Ka*exp(-Kx) (32) 

Perfil de Velocidad Electroosmótico 

Ahora que se dispone de una relación cuantitativa para p(x), se puede determinar el 
perfil de velocidad para el flujo electroosmótico. La naturaleza de este perfil es una de las razo
nes fiíndamentales de la gran eficacia de la separación ( o baja dispersión ) que es posible en 
separaciones EC. 
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Este problema fue resuelto en un principio por Rice y Whitehead ( 1965 ) para el flujo 
en capilares cilindricos. El desarrollo que vamos a ver se ajusta al de Rice, aunque lo hacemos 
en coordenadas rectangulares para mejorar la claridad del tratamiento. 

E l fenómeno dé la electroósmosis surge cuando se apUca un gradiente de potencial a 
los extremos de un capilar, dando lugar a que el líquido fluya por él. E l potencial Zeta, 4", es el 
potencial eléctrico en el plano de deslizamiento entre el líquido fijo y el móvil. Con objeto de 
visualizar este plano de deslizamiento se considererá la Figura 9. 
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En la Figura 9 se representa la distribución de los iones en las proximidades de la pared 
del capilar, existiendo una capa de iones de un signo, en este caso positivos, cerca de la pared, 
formando una capa rígida. A continuación existe la capa difiísa, formada por iones de signo 
opuesto, formando una nube iónica, de la que sólo se han dibujado los más cercanos a la pared. 
La distribución ah-ededor de la pared es análoga a la descrita para el modelo de Stem, y el po
tencial asociado con dicha distribución es el representado en la parte inferior de la Figura 9 . A 
una distancia cercana a la pared, representada por la línea de trazos, hay una superficie de des
lizamiento. La capa de líquido comprendido entre la pared y dicha superficie está tan firme
mente adherida al sólido, que no se mueve al aplicar la diferencia de potencial a los extremos 
del capilar. Sólo el líquido dentro de esta superficie es el que se mueve siguiendo el perfil indi
cado por las flechas. Debido a que esta superficie separa la parte del líquido fija de la móvil, es 
por lo que se le llama superficie de deslizamiento. E l potencial que existe en esta superficie de 
deslizamiento, es el potencial zeta, ^, que como se indica en la Figura 9 es un poco inferior al 
potencial, ^ ¿ , que cortesponde al comienzo de la doble capa difiísa. 

La relación entre la velocidad del líquido y el potencial zeta, ^ , se puede calcular como 
sigue. Si fijamos el eje del capilar como eje z ( Figura 10 ), al aplicar un gradiente de potencial, 
E=dV/dz, en los extremos del capilar, cada capa de líquido de espesor, dx, se mueve con velo
cidad uniforme paralela a la pared, solicitada por una fijerza 

dFx =Edq (33) 

F i g ú r a l o 
Esquema gráfico de un capilar. Se observa la capa de líquido de espesor, dx . 

donde, dq , es la carga elemental que hay en el elemento de volumen, dr, que se indica en la 
Figura 10, y que viene dado por la expresión 
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dq =pdx (34) 

donde p es la densidad de carga por unidad de volumen. Para, dz, de acuerdo con la Figura 10, 
se tiene 

dx = ln{a-x)ldx (35) 

donde, a , es el radio del capilar, / , es la longitud del capilar, y , x , es la distancia que hay des
de la pared del capilar hasta la capa de líquido considerada, de espesor, dx. Sustituyendo las 
ecuaciones ( 34 ) y ( 35 ) en la ecuación (33 ) obtenemos 

dFi =Ep2nia-x)ldx (36) 

Por otra parte, a este movimiento del líquido se opone una fuerza de fricción debida a 
la viscosidad, dada por 

dF\_^fdsA 
dS ~^^dxJ 

(37) 

siendo, rj, el coeficente de viscosidad del medio, y donde, v , es la velocidad del líquido. Sobre 
toda capa cilindrica cuyo eje coincida con el eje del capilar, se tiene que : (dv/dx) = cte . Así, 
podemos realizar la integración de la ecuación (37 ) entre, x , y , x+dx, 

con lo que se obtiene 

dF^=¡^{^)dS (38) 

(39) 

ydxJ X-HÍX 

ITÍ (a -x-dx)l (40) 

en donde podemos despreciar el término, dx, correspondiente al espesor entre capas. Por tan
to, la diferencial de la fiaerza , queda como 

,^dxJ x+dx 
- • n (dv) 

ydxy x_ 
2n{a-x)l (41) 

de donde 

dF2 = 
\^dx-\ 

2nia-x)ldx (42) 

Alcanzado el régimen estacionario dF, ^ dF^ = O ( utilizando la notación de escalares con sig
no para las fuerzas ) y por tanto, partiendo las ecuaciones ( 36 ) y (42 ) se obtiene 
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(43) 

Para resolver la ecuación (43 ) se hará uso de la ecuación ( 19 ). Si el capilar es unifor
me, E = dV/dz = V/l, donde, F , es el potencial aplicado y, / , la longitud del mismo. Sustitu
yendo en (43 ) se sigue 

que, integrada entre x e da 

(f-v _ Vz 
dx^ r\l dx^ 

\dv~\ 00 

Idx] X jr\l dx 

(44) 

(45) 

Si el diámetro del tubo es grande comparado con el espesor de la doble capa, , entonces 
para x> K' , se tiene que dT/dx = O y dv/dx = O , ya que lejos de la superficie de desliza
miento ÍPes constante y v también. Por tanto 

dx r\l dx (46) 

que nos indica que el gradiente de velocidad es proporcional al gradiente de f Por esto, el 
perfil de velocidad tiene la forma indicada en la Figura 9 , ya que excepto a distancias cercanas 
a la superficie de deslizamiento, 'F es prácticamente nulo. 

Integrando de nuevo en la ecuación ( 46 ) entre Oy S, donde, S es la distancia a la su
perficie de deslizamiento 

1^1 
(47) 

Puesto que a la distancia x = 0{ plano de corte ), se üene que v= O y IP= 4 ' ; y a l a distancia 
X = S, tenemos que v= v y W= O, queda finalmente que 

V = (48) 

L a característica más notable de la ecuación ( 48 ) es que nos dice que la velocidad del fluido 
no es una fimción de la posición radial, lo que nos conduce a un perfil de velocidad "plano", 
que es el que hace posible la baja dispersión encontrada en los procesos de separación EC. 

La ecuación ( 48 ) se puede emplear para calcular la velocidad del flujo electroosmóti
co en la electroforesis, que es el fenómeno inverso a la electroósmosis en cuanto a la fase móvil 
se refiere ( cuando se aplica un campo eléctrico, en la electroósmosis el líquido se mueve y el 
sólido está fijo, mientras que en la electroforesis el hquido está en reposo y la fase móvil es la 
sólida ). Así, podemos poner para la velocidad del flujo electroosmótico v^^^ 

^l Kn) (49) 
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Si dividimos la velocidad del flujo electroosmótico v^^p por el campo eléctrico E, se 
obtiene la movilidad electroforética (//^^^), resultando 

[lEOF = ( 50 ) 

que es la llamada ecuación de Smoluchowskf- . La gran cantidad de datos existente sobre me
dición y cálculo de potenciales zeta"^- '̂'" ,̂ puede utilizarse directamente para medir la magnitud 
y dirección del flujo electroosmótico v^^p, en electroforesis capilar, de acuerdo con la ecua
ción anterior. 

La Figura 9 muestra esquemáticamente como el signo de las cargas de la pared deter
mina la dirección del flujo electroosmótico. En la zona inmediatamente próxima a la pared del 
capilar, se transportan cargas negativas, y se observan dos tipos de especies: los dipolos orien
tados de las moléculas de agua y, los cationes solvatados relativamente grandes. Así, una 
cantidad de las cargas de la pared está cubierta, sólo relativamente poco, por los dipolos orien
tados con sus caras positivas hacia ellas; es posible que por agitación térmica u otras causas, se 
genere un movimiento de las cargas de ida y vuelta hacia la pared. Esto da lugar a un número 
de cargas negativas, sin sus correspondientes cargas positivas que las contrarresten, en la zona 
inmediatamente próxima a ella produciéndose un valor negativo del potencial zeta. El exceso 
de cargas negativas, sin sus correspondientes cargas positivas que las contrarresten es inmedia
tamente compensado, desde una gran distancia, por el número correspondiente de cationes. 
Esto permite el reconocimiento de dos regiones de perfil de fluido junto a la interfase sólida : 
primero la capa de Helmholtz, relativamente rigida y estancada, pegada a la pared, y segundo 
la capa de Stern, más difijsa, menos organizada y más alejada de la interfase sólido - líquido. 
Si ambas capas se sitúan en un campo eléctrico con una orientación paralela a la superficie sóli
da, es posible inducir un movimiento hacia el cátodo de los pocos aniones solvatados de la 
capa de Stern. Estos aniones solvatados en su movimiento, arrastran moléculas de agua a lo 
largo del capilar, dando como resultado un flujo electroosmótico. 

>> 

>> 

/Espesor de la capa de poliimida : 7,5|im 

A 

§ ^•x...^.,-.'^''''^ Espesor de la pared de síUce : 85|im 

>^ 
O Diámetro interno del capilar de sílice fiíndida: 75 nm 

< -> Diámetro extemo : 260)iim 
B 

Figura 11 



2.26 CARACTERIZACIÓN, EVALUACIÓN Y OPTIMIZACIÓN DE UNA PLANTA EDR 

Como se puede observar en la Figura 11, el perfil hidrodinámico correspondiente al flu
jo electroosmótico ( parte B ), es diferente del perfil que se observa cuando un líquido fluye 
debido a una diferencia de presión hidrostática ( parte A ), entre el interior y el exterior de un 
capilar. Como veremos, este perfil especial del flujo electroosmótico es una de las causas del 
incremento de la eficacia de la separación en la electroforesis capilar, comparada con otras téc
nicas, como por ejemplo la cromatografía líquida en columna. 

b) Capilares 
Como se ilustra en la parte C de la Figura 11, modernamente se emplean los capilares 

de sílice fiíndida envueltos en una capa de poliimida. El que tengan un diámetro interno estre
cho es una precondición necesaria para una disipación eficaz del calor provocado por el efecto 
Joule, a través de la pared del capilar, ya que a diámetros demasiado grandes ( superiores a 
120 (im ) es prácticamente imposible aplicar el campo eléctrico necesario para el movimiento 
de las especies iónicas en la dirección del electrodo correspondiente. Por causa de una disipa
ción del calor insuficiente, el electrólito que esta dentro del capilar se sobrecalienta y comienza 
a hervir, dando como resultado, primeramente unas fiíertes fluctuaciones de la corriente eléc
trica, y finalmente, su interrupción como consecuencia de las burbujas formadas en las últimas 
etapas de la ebullición. La capa de poliimida envuelve al material de sílice fimdida, que por si 
mismo es muy fi-ágií y quebradizo, pero que gracias a la flexibilidad de esta envoltura se puede 
disponer en arrollamientos pequeños. En la superficie del capilar existen grupos silanoles ( áto
mos de silicio unidos a grupos O H ) como se indica en la Figura 12. 

E 

H H 

A 

Figura 12 
Varios tipos de grupos silanoi sobre la superficie de un capilar de sílice fiíndida 
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El valor del pK del ácido ortosilicico en su primera disociación : 

SiiOH)^+H20 ^ SiOiOH)-^+H30^ 

es 9,9 . E l valor del pK de la superficie de los grupos silanol obtenido por datos de infi-arrojos^' 
es aproximadamente de 7,7. La diferencia con el valor para el ácido ortosilicico en disolución, 
se explica por las interacciones TI ( Í / - /?) a lo largo de la cadena de enlaces. Si - O , en la es
tructura de la sílice, dando como resultado, una carga positiva parcial sobre el átomo de silicio 
de los grupos silanoles disociados"*. Debido a la diferencia en el comportamiento químico de 
los grupos silanol, es preferible considerar su valor de pK en un rango alrededor del dado ante
riormente en disolución. En agua pura o en disoluciones neutras o alcalinas, la sílice fiíndida 
exhibe un potencial zeta negativo. E l valor absoluto del potencial depende del número de gru
pos silanoles disociados y se incrementa con el pH. A un pH aproximadamente de 2, la disocia
ción de todos los grupos silanoles de la superficie se suprime completamente y el valor del 
potencial zeta se aproxima a cero. Por consiguiente el flujo electroosmótico a pH = 2 es apro
ximadamente cero. Por debajo de pH = 2 la pared de sílice exhibe una carga positiva de acuer
do con la reacción: 

= Si-OH+XH ^Si-OH^+X-

cuya vaUdez puede ser verificada por medidas electroforéticas directas a pH = 1,2 . 
Esta claro que dependiendo del uso previo de un capilar y de sus condiciones de alma

cenamiento ( humedad, temperatura, duración ), el número y la disociación de los grupos sila
noles puede variar en un rango amplio, dando grandes cambios del potencial zeta. Estos 
cambios del potencial zeta afectan a la reproducibilidad de los tiempos de migración en EC . 
La conversión gradual de los grupos siloxano ( Si - O - S i ) en grupos silanol ( Si - O - H ) que 
se produce según la reacción: 

Si -O-H+Si-0-H ^ Si-O-Si + HiO 

es un proceso lento que en medio seco se mide en semanas más que en días. Sin condiciones de 
limpieza, la conversión hacia grupos silanoles puede ser demasiado lenta, aún si la pared del 
capilar está expuesta a electrólito líquido. Con el fin de lograr im estado imiforme de los capi
lares de silice fundida, al comienzo de su uso en EC, muchos investigadores han adoptado un 
pretratamiento alcalino del interior de la pared del capilar, por ejemplo forzando el paso de 
un volumen de JO a lOOjul a través del capilar . Sin este pretratamiento alcalino, los capilares 
de sílice fiíndida exhibirán un considerable efecto de histéresis, produciéndose una marcada va
riación de p^^p. frente al p t f ' . 

Como está determinado por las propiedades acidas de los grupos silanol, el flujo elec
troosmótico en capilares de sílice fiíndida esta dirigido hacia el electrodo negativo, las especies 
predominantes en la capa fina secundaria de Helmholtz son los cationes solvatados. Como se 
explicó en la Figura 4 , esta dirección del flujo conduce a un análisis rápido de analitos catióni
cos, (Figura 13 ), pero es totalmente contraproducente para el análisis de analitos aniónicos, 
que requieren un flujo electroosmótico hacia el electrodo positivo. Por tanto para analizar 
amones es necesario invertir el flujo electroosmótico hacia el ánodo, así como también la pola
ridad de los electrodos^"*^, esto se realiza mediante la adición de aditivos tales como las sales 
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de alquilamonio de cadena larga, como por ejemplo el C T A B (bromuro de cetiltrimetilamo-
nio), o también por la adición de modificadores de la pared del capilar*^ 

7 

I n ' 2,5 min 
i,u mm Intervalo Temporal de 1,5 min 

Figura 13 
Separación de cationes alcalinos y alcalinotérreos empleando la dirección natural del flujo 
electroosmótico. Se emplea un capilar de sílice fimdida de 50 cm x 65 cm x 75 pm, a 20 
K V , con detección U V indirecta a 214 nm y electrólito portador de 5 m M U V Cat 1 (Wa
ters), con 0,021 mM de citrato. Identificación de picos: 1) Potasio, 2) Bario, 3)Estroncio, 
A) Sodio, 5) Calcio, 6) Magnesio,!) Litio.''' 

El cambio de signo del potencial zeta en los capilares de sílice fiíndida, después de la 
adición de sales de alquilamonio de cadena larga, fiíe estudiado por primera vez por Everaerts 
( 1983 ) que evaluó la efectividad de varios modificadores de flujo electroosmótico, midiendo 
el potencial de corriente para el cálculo del potencial zeta en capilares de teflón (PTFE) y de 
sílice fimdida. De todos los aditivos estudiados sólo el C T A B invierte ia polaridad del flujo 
electroosmótico, es decir, que el flujo va desde el cátodo hacia el ánodo. 

En 1989 Zare investigó otro adhivo que tenía mejor solubilidad en agua que el C T A B , 
el T T A B (bromuro de tetradeciltrimetilamonio ), encontrando que producía una respuesta me
jor que el anterior en los capilares de sílice fimdida. 

Bajo condiciones estándar en E C ( caso B de la Figura 4 ), sólo se detectan los aniones 
lentos, si se invierte la polaridad, pero sin invertir el flujo electroosmótico, sólo se detectarán 
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los amones más rápidos ( casos I y J de la Figura 5 ); las condiciones óptimas para una separa
ción de ambos tipos de aniones, se obtiene inviniendo a la vez la polaridad y el flujo electroos
mótico ( casos D y E de la Figura 5 ). 

Recientemente Altria y Simpson realizaron una investigación completa de la inversión 
del flujo electroosmótico en capilares de sílice fundida, empleando el modificador C T A B , en
contrando un intervalo de movilidades electroosmóticas entre 18 x 10^ y -12 x 10"̂  cmV V- s, 
con lo que se demuestra que la combinación de potencial negativo e inversor de flujo elec
troosmótico C T A B es útil para llevar a cabo el análisis de aniones. 

Se ha visto que el análisis de aniones por EC necesita una inversión de polaridad (nega
tiva) y del flujo electroosmótico ( hacia el ánodo ) con respecto al análisis E C de cationes. En 
ambos casos se emplean.capilares de sílice fundida, que en principio, como ya vimos, tienen 
potencial zeta negativo ( bien por la propia disociación de los grupos silanoles de la pared, bien 
por la adsorción de iones negativos sobre su superficie ). Para explicar la inversión de carga 
sobre la interfase sólido - líquido, en el capilar, se postula la formación de hemimicelas, cuya 
formación depende de la concentración del aditivo. Las micelas son agregados de moléculas 
conocidas como surfactantes o tensoactivos. Un surfactante es una molécula de cadena larga 
(de 10 a 50 átomos de C) que se caracteriza por tener una parte hidrofóbica (cola) y otra hi-
drofilica (cabeza). Normalmente las micelas se forman en disolución acuosa, con la parte hidro
fóbica dirigida hacia su interior y la hodrofílica hacia el exterior de la misma, como 
consecuencia del efecto de hidrofobicidad, y se forman para disminuir la energía libre del siste
ma , y no se producen hasta que no se supera un cierto nivel de concentración denominado 
concentración critica micelar ( C C M ). La C C M depende de varios parámetros, tales como la 
naturaleza del surfactante y su entorno fisico-químico. 

Hay cuatro grandes grupos de surfactantes: amónicos, catiónicos, zewiteriónicos y no 
iónicos, algunos de los cuales se indican en la Tabla 5. De todos ellos los más empleados son 
los amónicos y catiónicos; y dentro de estos últimos, el más empleado es el C T A B . 

Tabla 5 
C C M y número de agregación (N) de algunos surfactantes comúnmente empleados en EC 

Surfactante Estructura C C M ( m M ) N 

Aniónicos 

Dodecilsulfato sódico (SDS) Ci^H^jOSOj-Na" 8,1 62 

Octilsulfeto sódico (SOS) CgH^OSOj-Na" 136 20 

Catiónicos ' 

Cloruro de C,A3NXCH3)3C1- 1,3 78 
hexadeciltrimetilamonio 

(CTAC) 

Bromuro de C,2H25N (̂CH3)3Br- 15 50 
dodeciltrimetilamonio 

(DTAB) 

Zewiteriónicos -

(SB-12) C, ,H25(CH3)2NXH2CH2CH,S03- 1,2 

No iónicos 

Polioxietileno-t-octilfeno) (CH3)3CCH,C(CH3)2C,H,(OCH2CH,)g50H 0,2 143 
(Tritón X-100) 
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La concentración necesaria para la formación de hemimicelas se puede calcular a partir 
de los valores de C C M dados en la bibliografía^^. Una vez que se han formado las hemimice
las, es obvio que se ha cubierto toda la pared del capilar y se ha invertido la carga de la misma 
( Figura 14 ). En EC, en general, es indeseable cualquier interacción de los analitos con la pa
red del capilar, lo que es válido en la mayoría de los casos para los capilares de sílice fimdida 
sin tratar, los modificados con hemimicelas y los permanentemente modificados. La adición de 
modificadores químicos de la pared del capilar tiene, en principio, el único propósito de modifi
car o influenciar al flujo electroosmótico. 

Figura 14 
Hemimicelas unidas a la pared de un capilar de sílice ñindida. 

2.2.4 Modos de Separación en Electroforesis Capilar 
Como hemos visto las principales contribuciones al movimiento de los iones en E C son: 

1*) La movilidad electroforética del ion analito que depende de la razón, carga / radio iónico. 
2 )̂ E l flujo electroosmótico, dependiente de la polaridad y magnitud de la carga sobre la pared 

del capilar. 
Las combinaciones entre los vectores electroforético y electroosmótico ya fiíeron resu

midas en las Figuras 4 y 5. 
Como electroforesis y electroósmosis son las principales fijéntes de selectividad en EC, 

es útil definir dos de los modos de separación principales con la ayuda de las dos posibles con
figuraciones de los vectores, así si los dos llevan lamisma dirección hablaremos de EC 
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Coelectroosmótica y si los dos llevan direcciones contrarias hablaremos de EC Contraelectro-
osmótica. 

Para la mayoría de los iones, la mera combinación de electroósmosis y electroforesis no 
debe ofrecer una selectividad suficiente para una separación satisfactoría de unos picos con 
respecto a otros en la misma mezcla, ya que los analistas se ven forzados frecuentemente a re-
finar las separaciones EC utilizando interacciones del analito con componentes conveniente
mente adecuados en los electrolitos, o como en el caso de separaciones de partículas, por 
interacción inducida entre la partícula que va a ser separada y la pared del capilar. Una visión 
general de las contribuciones a la movilidad observada resultante //̂ ¿^ se dio en la Figura 2 . 

A la vista de todo lo expuesto anteriormente nos podemos preguntar : ¿ Como son las 
distintas combinaciones de los vectores de movilidad que definen un modo de separación E C 
realizado bajo condiciones prácticas ?. ¿ Cual es la interrelación entre los modos de separación 
citados ?. ¿ Es posible combinar más de un modo, para una separación dificultosa ?. Con el fin 
de obtener algunas respuestas a estas cuestiones, consideramos todas las posibles combinacio
nes de los vectores electroforético y electroosmótico dadas en la bibliografía. 

La Tabla 6 muestra los términos descriptivos más comunes para las separaciones EC . 

Tabla 6 
Glosario de Términos para los Modos de Separación 

Nombre Abreviatura Descripción 

Electroforesis Capilar EC 

Electroforesis Capilar de CZE 
Zona 

Análisis Capilar de Iones CÍA 

Electroforesis Capilar de 
Gel 

Electroforesis Capilar C M C E 
Contramigracional 

Cromatografía Capilar M E C C 
Electrocinética Micelar 

Cromatografía l E E K C 
Electrocmética de 
Intercambio Iónico 

Nombre general para todas las separaciones elec-
troforéticas en capilares. También llamada Electro
foresis Capilar de Alta Resolución. (HPCE) 

Originalmente sinónima con EC. Usada mayormen
te para separaciones contraelectroosmóticas. Otra 
versión del nombre es Electroforesis Capilar de 
Zona de Alto Vohaje. (HVCZE) 

EC Coelectroosmótica con detección U V indirecta. 

C G E Separación E C en capilares llenos con gel. 

Tamización molecular de macromoléculas bajo 
condiciones CZE. 

Separaciones C Z E combinadas con interacciones de 
analitos con micelas.Otro término es Cromatografía 
Micelar Electrocinética. (MEKC) 

E C Contraelectroosmótica intensificada por adición 
de intercambiadores iónicos poliméricos a los elec
trolitos portadores. 

A continuación enunciaremos todos los modos de separación : 
1°) Tamización Moleóular Electroforética en Capilares de Diámetro Estrecho. 

- Electroforesis Capilar de Gel. 
- Electroforesis Capilar en Electrolhos Portadores Tamizadores. 

2°) Electroforesis Capilar Contraelectroosmótica. 
3°) Electroforesis Capilar Coelectroosmótica. 
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4°) Modos de Separación Auxiliares. 
- Interacciones de Intercambio Iónico. 
- Interacciones de Complejación. 
- Separaciones EC de Moléculas Neutras Realizada por Asociación de Carga. 
- Interacciones Micelares. 
- Formación de Complejos de Inclusión. 

5°) Separación de Partícidas por Electroforesis Capilar. 
De todos ellos pasaremos a describir más detalladamente, debido a la importancia que 

tienen para nuestro trabajo, los siguientes : La Electroforesis Capilar Coelectroosmótica (CÍA) 
y las Interacciones de Complejación . 

La Electroforesis Capilar Coelectroosmótica es una aproximación optimizada de las 
separaciones E C para un grupo de iones del mismo tipo de carga. La aproximación sistemática 
para los analitos con las mismas cargas fiíe primero introducida bajo el nombre de CÍA ( Capi-
llary Ion Analysis )*'. Los amones son analizados bajo condiciones que son totalmente diferen
tes a las de los cationes. La principal yentaja de esta aproximación es que tanto los iones 
"rápidos" como los "lentos", se pueden separar con un solo electroferograma, con un tiempo 
de análisis mucho más corto que el de algunas técnicas de separación convencionales, como 
por ejemplo la cromatografía líquida ( HPLC ). Si se escogen las condiciones coelectroosmóti-
cas adecuadas, se pueden excluir los iones de carga opuesta y las especies neutras del electro
ferograma, obteniéndose la disminución de las interferencias posibles de la muestra. E l ahorro 
de tiempo de análisis llevado a cabo por esta técnica, proviene de la adición de los vectores de 
movilidad, como puede verse en la Figura 15. 

f^EOF 

O-

(1 ) electroforética en 
disolución libre 

o Carga/Radio( 1 ) 

Carga / Radio ( 2 ) 

Carga/Radio( 1 ) > Carga/Radio( 2,) 
* 

inobservada ~ electroforéticaen + í-^pz-vc 
disolucicm libre CKJr 

*(Signo de Polaridad inverso para CÍA de'Aniones) 

in > 

( 2 ) electroforética en 
disolución libre 

obsen'ada( 1) ^ observada (2 ) 

Los iones con movilidades electroforéticas altas 
se mueven rápidamente hacia el detector. 

observada (2) 

^ ^ observada ( 1 ) ^ 

EOF 

CÍA de Aniones : Electrodo negativo en la izquierda, y positivo en la derecha. 
La pared del capilar exíiibe cargas positivas. 

C Í A de Cationes : Electrodo positivo en la izquierda, y negativo en la derecha 
La pared del capilar exhibe cargas negativas. 

Figura 15 
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Los tiempos de análisis relativamente largos del modo contraelectroosmótico, están 
causados por la sustracción de los vectores de electroforesis y electroósmosis. El decrecimien
to de interferencias, es debido a que los vectores de las especies catiónicas llevan dirección 
opuesta y a la movilidad electroforética nula de los compuestos neutros. Como se puede dedu
cir de los Casos D y E de las Figuras 4 y 5, las especies neutras y con carga opuesta migran 
después del último pico de interés en la EC Coelectroosmótica. A l contrario que en la croma
tografía en columna, en EC no es necesario esperar a que todos los componentes de la muestra 
estén fiíera del sistema; así, un procedimiento estándar en EC, consiste en interrumpir la sepa
ración después de que el último pico de interés haya sido detectado, procediéndose después al 
lavado y llenado con electrólho nuevo del capilar, con lo que el sistema está listo para analizar 
otra muestra. 

Un ejemplo de EC Coelectroosmótica aplicada a una muestra compleja de aniones, se 
da en la Figura 6, hay que notar que la polaridad del extremo de la inyección es negativa y el 
flujo electroosmótico esta dirigido hacia el electrodo positivo, que está situado detrás del 
detector. 

Por otra parte, la confíguración del dispositivo para cationes es similar al de una C Z E 
( empleada para separaciones contraelectroosmóticas ) convencional, es decir con la polaridad 

del extremo de la inyección positiva, pero los vectores de movilidad de los analhos y el vector 
de movihdad electroosmótica Uevan la misma dirección. Esto se puede ver en la Figura 4 en los 
Casos F y G. 

Las Interacciones de Complejación son las que se dan entre los cationes y aniones de 
la muestra con un ligando adecuado para, por una parte, disminuir la movilidad de un ion libre, 
o por otra, inducir selectividad para separar dos o más iones con movilidades similares. Las es
pecies complejadas serán grandes, poseerán una menor carga, y migrarán en general mucho 
inás lentamente que los iones completamente disociados. Como las constantes de estabilidad 
para metales, aún del mismo periodo o grupo de la Tabla Periódica, varian en un rango ampUo, 
es posible modular la migración de un gran número de iones. Así, se pueden realizar buenas se
paraciones en E C de iones con valores muy próximos,de movilidades electroforéticas, que de 
otra forma serían muy difíciles de separar, teniendo en cuenta únicamente sus movilidades elec-
troosmóticas inherentes. 

E l prímer ejemplo de el uso de un ligando orgánico bajo condiciones EC, fiíe la separa
ción de bismuto y cobre con ácido láctico realizado por Hjerten'^ Posteríormente en el año 
1983 Janak y colaboradores"^ usaron cadmio añadido al electrólho portador, para ralentizar la 
migración de los aniones rápidos N 0 3 ' , SO^'^ y Cl ' y hacer posible su separación bajo condi
ciones E C Coelectroosmóticas con la polaridad poshiva en el extremo de la inyección ( convir
tiendo el Caso C en el B de la Figura 4 ). En el año 1990, Boeck y col."*' introducen una 
aplicación de ügandos orgánicos para la separación de cationes, con velocidades similares de 
electromigración. 

En la Figura 16 aparece la influencia de la complejación sobre la movilidad electroforé
tica observada. 

Por otra parte, la formación de complejos de inclusión se observa en moléculas que tie
nen una cavidad bien definida en su estructura. Los dos ejemplos más conocidos de moléculas 
de este tipo son los éteres corona y las ciclodextrinas ( Figura 17). 

La dimensión de la cavidad de los éteres corona los hace ideales para interacciones se
lectivas con los cationes alcalinos. Las ciclodextrinas pueden formar complejos de inclusión 
con un gran número de compuestos orgánicos, neutros o cargados. Sin embargo, parece ser 
que, en principio, son convenientes para su empleo con compuestos cargados, pero si se quie
ren emplear con compuestos neutros deben modificarse con un sustituyeme ionizable. 
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Los complejos de inclusión dan una selectividad adicional para las separaciones E C de 
cationes, aniones y moléculas neutras ( Figura 18 ). Así, se puede mejorar la selectividad en la 
separación de cationes por la adición de éteres corona, también se pueden mejorar las separa
ciones de mezclas racémicais de aminas mediante la adición de ciclodextrinas, etc. 

La mejora de la selectividad en las separaciones E C se debe a que se producen valores 
diferentes dé los equilibrios de complejación entre la molécula secuestrante por una parte, y los 
iones del analito, o las moléculas neutras por otra. La mejora es considerablemente mayor en la 
resolución de analitos iónicos que en los neutros, pero aún así, la mejora en la separación es 
considerable en éste último caso, y por ejemplo se pueden separar isómeros diferentes de las 
ciclodextrinas. 

^»EOF Equilibrio de Complejación 

<— ligando ION + LIGANDO - COMPLEJO 
^ electroforética en 

disolución libre 
K = B / A 
A : Fracción molar de iones en disolución libre. 

catión > B : Fracción molar de iones asociados con ligando (s) 
electroforética en 
disolución libre 

LIGANDO 
observada ,LIGANDO 

> 

+ ^ EOF 

^ observada 
catión 

disolución libre 

Figura 16 
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B 

.O 

Diámetro Extemo 

Diámetro Interno. 
\ 

O o ' 

o V 
n 

Altura 

Figura 17 
Estructura de un éter corona ( A ) y de una ciclodextrina ( B ). 

EOF 

Analito Acido Débil 

HX = H''+X' 
HX no tiene movilidad electroforética 

Equilibrio de Inclusión - Complej ación 
MOLÉCULA + ANALITO = ADUCTO 
SECUESTRANTE 

K = B / A 
^ electroforética 

^ observada, HX *̂  FEO x" , A : Fracción molar de analito N E U T R O en disolución libre. 

C : concentración de HX B : Fracción molar de analito incluido en las cavidades de la 
molécula secuestrante 

^ observada, COMPLEJO DE INCLUSIÓN 
COMPLEJO DE INCLUSIÓN • 

+ K 

HX = H + X' 
observada, HX 

1̂  FEO 

M-observada = A 0^,55^3^3 y x ) + B( ^ observada, COMPLEJO DE INCLUSIÓN ) 
ANALITO 

Figuráis 
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2.2.5 Eficacia y Resolución en EC, Separaciones bajo Condiciones Óptimas 
La eficacia de las separaciones en EC se evalúa por el cálculo de los platos teóricos. 

Este concepto fiíe inicialmente desarrollado para la extracción por destilación en contracorrien
te. Después fiíe aplicado sucesivamente, para evaluar la eficacia de la separación en técnicas de 
cromatografía de gases y de fase líquida. La evolución gradual del término " plato " desde las 
medidas reales en destilación y extracción, al término abstracto " plato teórico " en técnicas de 
columna cromatográfíca, viene en fiínción de la química analítica instrumental'". En un artículo 
publicado en 1967, Giddings"' justifíca la expansión del concepto de plato teórico, como medi
da de la efícacia en electroforesis, y después para medir la eficacia máxima de separación obte
nida por esta técnica. 

El concepto fijndamental, que hace posible la aplicación de los platos teóricos a un am
plio rango de técnicas de separación, es la velocidad de generación de varianza, da^/dL . El 
término varianza, cr , tiene su origen en la teoría de la probabilidad. E l parámetro cr describe 
la desviación estándar de una distribución gausiana, relacionándolo con la anchura de las cur
vas de dicha distribución" a la mitad de la altura máxima. L es la longitud de una separación en 
cm, en nuestro caso, es la longitud del capilar desde la introducción de muestra hasta el punto 
de detección, L^. 

La meta de las técnicas electroforéticas y cromatográficas, es obtener zonas separadas 
tan estrechas como sea posible. Por consiguiente los sistemas con una baja velocidad de gene
ración de la varianza están descritos como los más eficaces. 

La Figura 19 nos muestra dos separaciones de idéntica selectividad. La selectividad se 
mide como la distancia entre los puntos mas altos de los picos ( d) . La separación en A se des
cribe usualmente como incompleta, pues hay grandes porciones de zonas de analito solapadas. 
La separación B tiene la misma selectividad, pero los picos son más estrechos, y por tanto es
tán separados más eficazmente . 

á 
Tiempo de Migración Tiempo de Migración 

Figura 19 



APÉNDICE 2 2.37 

Según Giddings, cuando se tiene unas condiciones óptimas para las separaciones en 
EC, que asumen que la única causa del ensanchamiento del pico es la difiísión molecular, una 
"varianza" o anchura de una zona de sustancia disueha en una fase liquida, transcurrido un 
tiempo t después de su introducción como un segmento estrecho, depende sólo de su coefi
ciente de difiísión molecular D 

G^=2Dt (51) 

La velocidad de generación de la varianza, do^/dL viene dada por 

^ = 2 D 4 (52) 
dL dL 

y como dt/dL es igual a v"\ y la altura de plato teórico esH = 2D/v, resulta 

H=^ (53) 

En cuanto al número adimensional de platos teóricos A'", se tiene 

donde, , es la longitud del capilar hasta el punto de detección, v , es la velocidad de migra
ción y, Z) , es el coeficiente de difiísión de la sustancia en cuestión. La ecuación (54) especifica, 
que la eficacia de la separación mejora, de la misma forma que lo hace la velocidad de migra
ción electroforética, llegando a ser más significativa que la velocidad de difiísión. 

Una vez que se tienen desarrolladas las relaciones teóricas fiíndamentales para la velo
cidad de migración y para los platos teóricos en EC, se puede obtener una expresión que co
necta la eficacia de la separación con parámetros termodinámicos. Si sustituimos D por RT/^ 
en la ecuación ( 54 ) donde, ^ , es la constante de fricción por mol para un medio dado 
(^=J/ju^i,J, i ? , es la constante de los gases y , 7 , es la temperatura absoluta, se obtiene que 

^^'ÍRT^I^ISRT ^^^^ 

Expresando la movilidad //^j,^, con ayuda de la ecuación ( 2 ) ( o el coeficiente de fricción 
como ^ =£/v„t^), se obtiene 

N=^^ (56) 

El producto, LjE, representa el potencial electroquímico (- Aju^,^^) entre el punto de intro
ducción de la muestra en el capilar y el punto de detección 

LdE = -A\le¡ec=ZiF^' (57) 
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donde, z., es la valencia del ion, F , es la constante de Faraday, es el potencial eléctrico. 
Podemos escribir ahora la ecuación ( 54 ) de una forma alternativa, que predice la eficacia de la 
separación en fijnción de parámetros termodinámicos 

2RT 
(58) 

Mediante la aplicación de la ecuación ( 58 ) se llegó a un valor para el límite teórico del núme
ro de platos teóricos en EC y que era de l O ' . 

Jorgenson y Lukacs" llegaron a otra forma de la ecuación ( 58 ), reintroduciendo ju^^ 
y habida cuenta de que D = RTju^^^, obteniendo la ecuación 

N = 
2D 

(59) 

en la que se observa que//es directamente proporcional al potencial de la separación pero 
añadido a esto, la eficacia de la separación también se presenta como una fiínción directa de la 
movilidad electroosmótica observada. Como hemos visto anteriormente, la movilidad elec-
troosmótica observada, resulta de la adición vectorial de todas las contribuciones electroforéti-
cas y electroosmóticas, al movimiento de los analitos iónicos ( o no iónicos ) en un campo 
eléctrico. La ecuación ( 59 ) aporta otra predicción importante, y es que ¡a eficacia máxima de 
la EC, se lleva a cabo sólo en aquellos casos donde los vectores de electroforesis y electroos-
mósis tienen el mismo sentido (ECcoelectToosmóúca). 

Sin embargo la optimización de las separaciones E C es más complicada, debido a una 
divergencia existente entre las condiciones óptimas para la eficacia de la separación, N , y para 
la resolución, R . AI igual que en la cromatografía, la Resolución en EC es una medida cuanti
tativa de la realización de una separación. La resolución, R , se define como la distancia entre 
los centros de los dos picos, dividido por el promedio de la anchura de cada pico (Figura 20 ) 

2 
"oí •T3 

3 

c2 

Tiempo de Migración 

Figura 20 
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^_ X2-X\ 
1 / X (60) 

donde, ,y,x^, son las posiciones de los centros de los picos para las especies 1 y 2 respecti
vamente, y w, , son sus anchuras medidas en la base de los picos'"*. Cuando la resolución es 
igual a 1,5 , la separación de los picos es prácticamente completa, y los picos se consideran re
sueltos en la línea base. 

La posición de un pico, x¡ , viene determinada por su velocidad neta de migración, 
mientras que la anchura, w. , viene determinada por la dispersión. E l hecho de que EC sea una 
técnica de baja dispersión, nos da una base de su excepcional capacidad resolutiva. 

En orden a describir completamente los picos resultantes de una separación EC, necesi
tamos una expresión que describa la concentración de un soluto, como una fimción de su posi
ción dentro del capilar y del tiempo. Esta ecuación se puede obtener partiendo de la ecuación 
de difusión convectiva, dada por Fahien ( 1983 ), y basada en la segunda ley de Fick, 

SCi(x,l) D,fiC,ix,l) dC,(x,l) 

~e¡~-~^^ " " - W -
donde, C., es la concentración, D., es el coeficiente de difusión y, , es la velocidad neta de 
migración de las especies / . La ecuación ( 61 ) plasma la conservación de masas, y establece 
que C. cambia como resultado de un balance entre las moléculas que entran y las que salen de 
un volumen de control elemental, por un mecanismo de difusión / convección. 

Nótese que en el caso de la electrofiDrésis C Z E ( de " zona libre " ) , = ju^^^. E, don
de ju^^, es la moviUdad observada de la especie /, ( ju^^^ = + ju^^p) y E,es el campo eléc
trico. La ecuación ( 61 ) asume que el único proceso dispersivo es la difusión molecular, y que 
el coeficiente de difusión no es una función de la concentración del soluto. 

Para resolver la ecuación (61 ) se puede emplear el método de las transfiarmadas de 
Fourier con las siguientes condiciones de contomo: 

(l)t = 0,x = oo,C = 0;y{2)t>0,x = 0, {dC/dx) = 0 

La primera condición establece, que inmediatamente después de haber sido inyectada la mues
tra, lejos de la zona ocupada por ella, la concentración de soluto es cero; mientras que la se
gunda condición plasma que, debido a que la difusión ocurre a lá misma velocidad en ambas 
direcciones, la zona de muestra permanece simétrica desde el principio hasta el fin de la separa
ción. La condición inicial esqueaí = O ,C = (M/S) 5(x) , donde, ,^, es el área transversal del 
capilar. A / , es la masa inicial de soluto y, d(x) , es la función deha de Dirac. Esto establece que 
inicialmente la zona de muestra es una zona de espesor infinitesimal. L a solución de la ecua
ción (61) es '̂ 

C,(̂ ,0 = - 7 ^ = e x p 
{X-\iobsEt) 

ADit 

2 > 

(62 ) 

Obsérvese, que ésta es la expresión que relaciona la concentración de soluto i, con su posición 
dentro de capilar y con el tiempo. Como puede apreciarse la ecuación ( 62 ) corresponde a una 
distribución normal, o gaussiana 
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P{x) = - ^ exp 
2G' 

(63) 

donde, F(x) , es la densidad de probabilidad, , es el valor promedio de la variable x , y, cr , 
es la varianza de la distribución-^. Comparando las ecuaciones ( 62 ) y ( 63 ), se observa que la 
posición promedio de la zona que va migrando, viene dada por 

Xp = ^obsEt (64) 

y que la varianza es 

Gl=2Dit (65) 

donde el subíndice D, indica que ésta es la varianza resultante solamente de la difusión. 
Queda pues demostrado que la posición promedio de un pico, y su anchura, se pueden 

plasmar en términos de expresiones simples. 
De acuerdo con Jorgenson y Lukacs, se puede escribir en términos del campo eléc

trico E, sustituyendo en la ecuación ( 65 ) el valor de t, por el valor de t„que se obtiene de las 
ecuaciones (1 ) y (2 ) 

/ Ld 

de modo que 

Si ahora se llevan las ecuaciones ( 64 ) y ( 65 ) a la ecuación ( 60 ), se obtiene una expresión 
para la resolución suponiendo que W¡-4G^ 

donde AM,I,S - Mobsj-M obs.2 ' y ' y-Oj son sus coeficientes de diflxsión respectivos. La ecua
ción anterior se puede generalizar, si se combina con la ecuación siguiente 

W = 4 (69) 

resultante de sustituir en la ecuación ( 54 ) la ecuación (51) , donde ahora, cr^., es la varianza 
total de la zona de muestra, que incluye las contribuciones de todos los fenómenos dispersivos, 

Para nuestro caso particular, donde sólo se considera la diñisión, combinando las ecua
ciones ( 66 ),( 67) y (69 ) resulta 
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2A 
(70) 

donde, , es el coeficiente de difiísión promedio, y , //̂ ^^^ = í(M obs.i M cbs.2) movi
lidad electoft)rétíca observada promedio. Si se expresa la ecuación (68 ), en términos del coe
ficiente de difiísión promedio, se llega a 

R = A\Xobs E Jt 

4J2 JD; 
(71) 

Despejando (E[t]"^) en ( 70) y llevando el resultado a ( 71 ) queda finalmente 

4 l^obs,p 
(72) 

La ecuación anterior muestra que la resolución total viene dada en ftmción de un término de 
selectividad , A/u^¡,^ /Mobs,p, y de un término de eficacia, A'^. E l término de selectividad viene de
terminado por las propiedades de los analitos y de la disolución reguladora, mientras que el tér
mino de eficacia viene dictado, principalmente, por las propiedades de la instrumentación. 

De acuerdo con Giddings^* y Jogenson*' la Resolución viene determinada por la si
guiente ecuación 

R = V V y (73) 

donde, (Av/v), es la velocidad de migración relativa de dos zonas de analito que van a ser re
sueltas 

Av^ _ A|Lio¿,5 
y V J ~ ]iobs,p 

(74) 

recordando que ju^^^ = ju¡^„+ JU^QF ' ecuación anterior queda en la ft)rma 

(75) 

de donde se deduce, que un incremento de ju¡^^ y ju^gp. hará decrecer el valor de la velocidad 
relativa para una pareja de picos dada. Con una disminución de la velocidad relativa, la resolu
ción, también se verá disminuida. En aquellos casos donde la movilidad iónica inherente y la 
movilidad electroosmótica son las únicas contribuciones a la movilidad observada, se debe mi
nimizar el término //^j,,. Un buen ejemplo de ello son la C Z E o EC Contraelectroosmótica, en 
donde la movilidad electroft)rética y el flujo electroosmótico llevan direcciones opuestas y por 
consiguiente el resultado es valores muy pequeños de ju^¡,^. 

Como se ha mencionado anteriormente, durante los últimos años, se han descrito múlti
ples vías para modificar las movilidades observadas de los analitos en un rango amplio; ello ha 
traído como consecuencia un aumento del ajuste de la selectividad por los modos auxiliares de 
separación. Así, la selectividad se puede modificar de manera que una disminución de las 
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velocidades relativas no tiene porque llevar asociado una pérdida de resolución. La ventaja del 
uso de modos de separación auxiliares, bajo condiciones coelectroosmóticas es la considerable 
reducción de los tiempos de análisis y un aumento de la facilidad para analizar mezclas compli
cadas, con un gran número de componentes. 

Como se puede observar en la Figura 21, la mejora de la eficacia de la separación ocu
rre simultáneamente con un deterioro de la resolución ( A ) : maximizando, /^^j,^, y , A' ' , para 
una separación con una selectividad limitada; debido a que los picos están muy próximos, se 
produce una pérdida de selectividad, 1- picos aparecen solapados. Ajustando la selectividad 
para hacer posible una buena resolución, bajo condiciones en las que , A'^, también es maximi-
zado. Los picos están más separados que en al caso anterior, apareciendo posteriormente más 
próximos pero totalmente resueltos ( B ). 

Con la disponibilidad de los modos de separación auxiliares se puede considerar un 
cambio en la estrategia general para la optimización en EC. La electroforesis contraelectroos-
mótica, es un método a escoger en todos aquellos casos donde la estrecha migración de los 
analitos no pueda ser mejorada por métodos de separación auxiliares ( como por ejemplo: 
complejación, equilibrios de disociación, etc.), este sería el caso de la mayoría de todas las ma-
cromoléculas biológicas. En todos los otros casos, con valores bastante diferentes de //^^^, po
demos esperar que las condiciones de la electroforesis coelectroosmótica den mejores 
resultados. Este sería el caso de la mayoría de los compuestos iónicos de bajo peso molecular. 

INCREMENTO D E L A EFICACIA D E L A SEPARACIÓN 

A 
La habilidad para 
incrementar N esta 
restringida por una 
selectividad insuficiente 

B 
Selectividad suficiente 
por mejora de la eficacia 

debido a un incremento 

de^»obs 

Figura 21 
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2.2.6 Ensanchamiento de Pico y Pérdida de Resolución bajo Condiciones No 
Óptimas en EC 
E l ensanchamiento y deformación de las zonas de pico pueden ser causados por nume

rosos parámetros experimentales. La optimización de las separaciones, se facilita por el hecho 
de que el fenómeno causante del ensanchamiento de pico se puede reconocer por las formas de 
los picos resultantes. Así, se han descrito en la bibliografía las siguientes causas de deforma
ción y ensanchamiento de pico ; artefactos de inyección-^, flujo hidrostático superpuesto al 
movimiento electrocinético de los analitos'^, gradientes radiales de temperatura''-^'*, adsor
ción de analito sobre las paredes del capila?^, y diferencias de conductividad y/o pH entre 
las zonas del analito y el electrólito portador^^-^'^. Además de estas causas primarias de defor
mación, es posible reconocer varias contribuciones secundarias, tales como por ejemplo, la in
fluencia del diámetro del capilar. Con diámetros grandes, la eficacia de la separación 
generalmente decrece, debido a los gradientes radiales de temperatura elevados. No todas las 
contribuciones son igualmente importantes; así, el flujo hidrostático se reduce fácilmente al 
mínimo, manteniendo las superficies del electrólito al mismo nivel en ambos lados del sistema 
E C ; los iones de bajo peso molecular, el tema central de este trabajo, exhiben usualmente inte
racciones débiles con las paredes del capilar, bajo condiciones estándar EC (las interacciones 
grandes tienen lugar con las biomoléculas de gran tamaño ). 

Las contribuciones al decrecimiento de la eficacia de la separación que vamos a consi
derar, están limitadas a aquellos factores que influyen en la forma de los picos en compuestos 
iónicos de bajo peso molecular. 

a) Artefactos de Inyección 
Grunshka y MacCormick'* obtuvieron una ecuación que relaciona la altura de plato 

teórico jy, (deterioro de la eficacia de la separación) y la longitud de la zona de muestra ("pas
tilla") L^. De acuerdo con los autores se puede esperar que la zona de muestra tenga una forma 
idealmente rectangular, después de una introducción electromigrativa de la muestra. Lo dicho 
anteriormente puede ser cierto, en menor grado , si la introducción de la muestra se hace de 
forma hidrostática. Así, se tiene 

L„ = {2ADHt)'^ (76) 

donde, D, es el coeficiente de difiísión ( cm/s) y , í , es el tiempo de migración ( s ). Para una 
molécula pequeña que tiene un coeficiente de diáisión de aproximadamente 10'' cm/s, se puede 
calcular que la longitud máxima admisible del segmento inyectado es de aproximadamente 0,12 
cm. Este cálculo esta basado en una pérdida admitida de la eficacia de la separación del 10% 
( H = 0,01 ) y un tiempo de migración de 600 s. 

Los mismos autores también describen que puede ocurrir una inadvertida introducción 
de muestra dentro del capilar, aún antes de que se aplique el potencial electromigrativo de 
muestreo o la presión hidrostática, proponiendo tres mecanismos para estas introducciones atí-
picas de muestra: 

V) Desplazamientos de pequeños segmentos de muestra dentro del capilar causados 
por turbulencia durante la inserción del capilar dentro de la disolución. 

2°) Salida (" outflow") del electrólito portador desde el capilar y subsecuentemente en
trada (" inflow ") de un volumen de muestra causado por viscosidad, tensión super
ficial y diferencias de densidad. 
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3°) Difusión de analitos dentro del capilar debido, a una elección incorrecta de los tiem
pos de espera entre inyecciones. 

La inyección de muestra lio detectada, causa longitudes del segmentó de muestra intro
ducido mayores que las esperadas, y en casos extremos conduce a un deterioro de la eficacia 
de la separación. 

b) Calentamiento Joule como una Causa del Ensanchamiento de Pico 
Y a se ha indicado, que son necesarios diámetros de capilar menores de 100|im para 

prevenir la ebullición de los electrolitos portadores, debido a las intensidades de corriente ob
servadas a los valores de potenciales empleados para la separación. Los gradientes de tempera
tura entre el centro del capilar y el entorno próximo a las paredes exteriores del mismo, tienen 
gran interés, porque si se hacen suficientemente grandes, pueden conducir a un excesivo ensan
chamiento de pico. Si la temperatura en el centro del capilar es más aha que la de la capa de lí
quido que está pegada a la pared del capilar, es posible que se observe una diferencia de 
viscosidad entre estos dos puntos ( centro y pared del capilar ). Las ecuaciones ( 11 ) y ( 50 ) 
describen las respectivas dependencias de la movilidad electroforética y electroosmótica con la 
viscosidad. Cuanto mayor es la temperatura menor es la viscosidad, y un decrecimiento de la 
viscosidad conduce a su vez a un incremento de la velocidad de migración en EC. En la Figura 
22(a) podemos ver la distorsión de una zona de pico causada por una mayor velocidad migra-
cional en el centro del capilar, en comparación con la región pegada a la pared. 

Hjerten" describió una relación cuantitativa, que permite predicciones de la magnitud 
de la distorsión de pico para un valor dado de intensidad de corriente, que viene dada por la 
ecuación 

fVr-VR) [BP(R'-r')] • .... 

^ . \AKe7eR'XTl) 

donde, ,y, VR, son las respectivas velocidades a una distancia r del centro y en la pared R , 
/ , es la intensidad de corriente, B , un parámetro que tiene un valor de 2400 K , A; , es la con
ductividad eléctrica, Á ,es la conductividad térmica y, , la temperatura exterior a la pared del 
capilar. , 

Para r = O y haciendo O = [I / ( K^TVI^ )], la Ecuación ( 77 ) se simplifica en la forma 

V Vi? ; \ X J V2ro 
(78) 

donde Vg es la velocidad de un analito en el centro del capilar. Esta ecuación se empleó para 
obtener una representación gráfica de dependencia de la zona de distorsión ( VQ - v^) / con 
el campo eléctrico. Figura 22(b). E l gráfico de esta Figura, puede servir como punto de refe
rencia rápida, para minimizar el ensanchamiento de pico debido a los gradientes de temperatu
ra. Vemos que, por ejemplo, a 20 K V y a una longitud total del capilar de 60 cm, 
correspondiente a 333 V/cm, la zona de deformación térmica es despreciable para un diámetro 
interno del capilar de 75 |im. Por otra parte, para 30 K V y el mismo conjunto de parámetros 
(con 500 V/cm ), la distorsión de pico se aproxima al 5%. 

Es obvio que los capilares de mas de 100 t̂m de diámetro interno, exhibirán una consi
derable distorsión térmica de pico para la mayoría de las combinaciones usuales de los paráme
tros experimentales. 
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Figura 22 
Distorsión de zona por gradientes de temperatura, a) La longitud de las flechas indica la ve
locidad, y se observa que es mayor en el centro del capilar. La anchura inicial de la zona de 
muestra, AX^ a tiempo cero, crece durante la separación hasta AX,, + A X , . A X , es el ensan
chamiento producido en la base del pico por el calentamiento, b) Representación gráfica de 
la ecuación ( 78 ) para varios valores paramétricos del diámetro del capilar, los otros pará
metros tienen los valores: B = 2400 K , = 367 nS/cm, X = 5,73 x lO'^ ( J/s-cm-K ) y = 
274 K.*" , 

c) Deformaciones de Pico Causadas por Diferencias de Conductividad entre la Zona de 
los Analitos y el Electrólito Portador 

En electroforesis de zona ( CZE ), la concentración de los iones del analito se mantiene 
relativamente baja con respecto a la del electrólito portador, en orden a mantener la diferencia 

de conductividad entre la zona de muestra y la del mismo tan pequeña como sea posible. Esto 
es asi, para asegurar que el campo eléctrico a través del capilar sea constante y que cada ion de 
la muestra migre de forma independiente a una velocidad que es controlada por la movilidad 
electroforética. De forma alternativa, si los iones del analito contribuyen significativamente a la 
conductividad de la zona muestra, la migración del analito llegará a acoplarse con la de los io
nes del electrólito portador. Esta forma de electroforesis se conoce con el nombre de isotaco-
foresis. Considerando la C Z E , si el ion del analito contribuye sólo ligeramente a la conduc
tividad de la zona de muestra, aun así, se puede obtener como resultado un ensanchamiento 
significativo del pico. 
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Considerando la separación de alquilsulfonatos mostrada en la Figura 23, distinguimos 
claramente tres tipos de picos. Los picos 1 a 3 presentan un tipo de asimetría que podríamos 
llamar frontal, el pico 4 es simétríco y los picos de 5 a 7 muestran un fuerte colamiento. 

Como explicaron Mikkers, Everaerts y Verheggen" en 1979, estas asimetrías de pico 
pueden predecirse con la ayuda de valores relativos de movilidades electroforéticas o conduc
tividades iónicas equivalentes ( recuérdese que j i ;^ = conductividad equivalente / constante de 
Faraday). Para los analitos que tienen movilidades electroforéticas más altas que la del similión 
príncipal del electrólito portador, se puede esperar que den picos frontales. Los picos con cola-
miento se producen cuando los iones analito tienen movilidades electroforéticas más bajas que 
la del similión príncipal del electrólito portador. Sólo para aquellos componentes de la muestra 
con movilidades electroforéticas muy similares a la del similión de un electrólito portador dado, 
puede esperarse que produzcan picos gaussianos completamente simétricos. 

Hjerten'' desarrolló una explicación cuantitativa de la asimetria de pico causada por las 
diferencias de conductividad / movilidad. La expresión aproximada para describir el ensancha
miento del pico es: 

2 (P-obsEtf fAKe^ ^ 

Donde <j¿^J , es la varianza causada por diferencias de conductividad ( m^), [î ^ ,̂ es la movili
dad electroforética observada (m^-s"'-V'), E , es el campo eléctrico ( V/m ), t, es el tiempo (s), 
A K ^ , es la diferencia de conductividades entre la zona de muestra y el electrólito portador 
(Q"'-m'), K^, es la conductividad del electrólito portador (Q''-m"^). Así, para obtener el menor 
ensanchamiento de pico posible, se debe lograr que A K ^ sea lo más pequeño posible, en la prác
tica se tiende a que ( AK^ / ) < 0,5%. 
La diferencia de conductividad entre una zona de muestra y el electrólito portador se describe 
por la ecuación 

(\IA-^B)-(IIR-[ÍB) ( 7 9 ) 

donde los subíndices B,AyR corresponden respectivamente al ion de la muestra, similión del 
electrólito y contraión del electróUto, ^ , representa la movilidad electroforética para cada es
pecie y Cg la cantidad de carga, en C / c m ^ transportada por el ion del analito [Cg = ( valencia 
X concentración molar de B x constante de Faraday ) / 1000 ]. De acuerdo con la convención 
ampliamente aceptada, las movilidades de cationes tienen signo positivo, mientras que las de 
los aniones tienen signo negativo. 

Para expücar el mecanismo de la distorsión de pico, consideraremos primero un caso 
donde la conductividad de la zona de muestra es más baja que la de la disolución del electrólito 
portador. Esto se debe frecuentemente a una movilidad mayor de los iones del electrólito por
tador ( > HB )• Vamos a asumir también, que la velocidad de diñisión es menor que la velo
cidad de migración electroforética : > ( velocidad de difusión ). Esto se puede observar 
en la Figura 24, donde vemos la zona de ensanchamiento causada por una diferencia de con
ductividad entre las zonas de muestra ( a ) y del electrólito portador ( p ). 
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Figura 23 
Separación de alquilsulfonatos homólogos. E l electrólito portador es 5 mM de benzoato, a 
pH = 6, que contiene 0,5 mM de reactivo O F M B T de Waters como inversor del flujo elec
troosmótico; el voltaje de separación es de - 20 K V , la detección es U V indirecta a 254 nm, 
y las dimensiones del capilar son 52 cm x 60 cm x 75 |im. Identificación de los picos: 1) 
Metanosulfonato, 2) Etanosulfonato, 3) Propanosulfonato, 4) Butanosulfo- nato, 5) 
Pentanosulfonato, 6) Hexanosulfonato, 7) Heptanosulfonaío."^ 

La parte superior de la Figura 24 representa dos situaciones para una misma zona de 
muestra, dentro del capilar. En la parte de la izquierda vemos la zona de muestra antes de la 
aplicación del potencial de separación. En ausencia de una inyección de muestra no detectada, 
la zona de muestra tendrá una forma rectangular y una anchura de A X ^ . E l movimiento de io
nes por difiísión es independiente de la aplicación del voltaje de separación, y la difiísión ocu
rre, por consiguiente, antes de que de comienzo la separación. Esto se representa por tres tipos 
diferentes de iones del analito, M , en la Figura: M j son los iones difimdidos dentro del segmen
to de electrólito que está a la izquierda de la zona de muestra, M^ son los iones que no pueden 
escapar de la zona de muestra y M , son los iones que se han difiíndido dentro del electrólito 
portador hacia el interior del capilar. 
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Figura 24 

En la parte de la derecha de la Figura 24 , vemos la zona de muestra pasado un tiempo 
después de la aplicación del potencial de separación. Los tres tipos de iones están siendo some
tidos ahora a valores diferentes del campo eléctrico, como consecuencia de las diferencias de 
conductividad entre la zona de muestra y la del electrólito portador. Bajo las condiciones de 
este experimento, la zona de muestra a , tiene menor conductividad y por consiguiente experi
mentará un campo eléctrico mayor que las zonas que llenan el resto del capilar con electrólito 
portador |3. Los iones que tengan movilidades electroforéticas idénticas podrán, migrar con ma
yor rapidez cuando se expongan a campos eléctricos más altos. L a velocidad de los iones del 
analito en la zona de muestra, v" , es, por consiguiente, mayor que la de los iones del analito 
que están dentro del electrólito portador, v^. Los iones M , serán, por consiguiente, sobrepasa
dos por los iones Mj que migran a la misma velocidad que la zona de muestra. Esta situación 
conduce a la creación de una zona límite ( I ) bien definida. En la representación de la parte in
ferior de la Figura 24 viene indicado por una línea perpendicular. Los iones M 3 , como migra-
ron desde la zona de muestra a hacia dentro del segmento del electrólito P, que sigue a la zona 
de muestra, experimentarán un campo eléctrico menor y su velocidad de migración será 
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también, por consiguiente, más baja que la de los iones del analito que permanecen dentro de la 
zona de muestra. Sin embargo debido a su posición relativa con respecto a la zona que esta mi-
grando, los iones M 3 se quedarán detrás, a una distancia A X ^ , que viene dada por la ecuación 

(80) 

donde, AK^, es la diferencia de conductividad calculada por la Ecuación ( 79 ) , x^, , es la con
ductividad del electrólito portador y, L , es la distancia a la que un ion M 3 va viajando en el 
electrólito, detrás de la zona de muestra. Los iones se difunden no sólo antes del comienzo del 
análisis, sino también, a través de la zona límite (11) que separa la zona de muestra del electró
lito portador. Los valores diferentes de L , causados por la difusión de los iones M 3 , explican la 
pendiente de la línea en la zona límite (II) . En la representación de la parte inferior de la Figu
ra, está indicado por una línea inclinada. 

Los electroferogramas están representados frente al tiempo de migración. En este mar
co de referencia, la zona límite ( I ) podria registrarse primero (iones que viajan una mayor 
distancia durante un tiempo determinado se detectarán primero ), y el pico detectado tendria 
una forma característica de colamiento, esto lo podemos observar en los picos de baja movili
dad ( 5 a 7 ) de la Figura 23. Una explicación análoga se puede desarrollar, bajo el mismo su
puesto simplemente invirtiendo los valores relativos de v" y v^, para explicar los picos 
frontales. 

En la misma publicación, Hjerten discute el caso en que la velocidad de difusión es ma
yor que la velocidad de electromigración, < v^jg., mostrando que la asimetría resultante pue
de ser mucho menos pronunciada que la vista anteriormente. 

También es interesante notar, que las asimetrías producidas por el pH se pueden expli
car usando un marco de referencia similar al anterior. Estas se presentan para ácidos débiles, 
como por ejemplo el ácido bórico, donde se observan acortamientos de los tiempos de migra
ción, y tipos cambiantes de asimetrías para el pico del borato dependiendo del pH del 
electrólito. 

d) Resolución de los Picos bajo Condiciones No Óptimas en E C 
Una deformación de un pico tiene usualmente más de una causa. Empleando una apro

ximación similar a la de Jorgenson"" , Hjerten '̂* llegó al establecimiento de una ecuación, en 
donde se resumen todos los parámetros que afectan a la resolución bajo condiciones no ópti
mas. Como vimos anteriormente, bajo condiciones óptimas, la única causa de ensanchamiento 
de pico en EC es la difusión molecular; la existencia de causas adicionales de ensanchamiento 
de pico convierten un sistema EC de las condiciones óptimas a las no óptimas. Como podemos 
ver en la siguiente expresión dada para la Resolución (R) 

R = 1 
1-1/2 

RQ 
KlTl) + .L¡J (81) 

De esta ecuación se deduce que bajo condiciones no óptimas, la resolución se incrementa con 
el decrecimiento de la movilidad observada, fi, anchura de la zona de muestra, AX^, coeficien
te de diftisión, D , y conductividad del electrólito portador, . Por otra parte la resolución se 
deteriora con el aumento de la longitud del capilar, L, , y de la conductividad térmica del 
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electrolito portador. E l término, A, es una constante de proporcionalidad entre la altura de un 
plato teórico y el campo eléctrico. 

La ecuación ( 81 ) se puede simplificar a una forma similar a la que da la resolución de 
la ecuación ideal que resulta de la combinación de las ecuaciones ( 59 ) y ( 73 ). E l término 
AXQ se puede minimizar reduciendo el volumen de muestra o utilizando un tratamiento por iso
tacoforesis del segmento de muestra, previamente a la separación. La influencia de los efectos 
de conductividad eléctrica y térmica se eliminan, en gran medida, igualando las conductivida
des equivalentes del analito con las del electrolito portador; las distorsiones térmicas también 
se reducen escogiendo pequeños diámetros de capilar. 

2.3 INSTRUMENTACIÓN EN E C 

Una vez que hemos visto una descripción introductoria de los módulos de EC, en las 
siguientes secciones veremos la operación de los Sistemas E C con mas detalle. 

2.3.1 Introducción de Muestra 
El volumen de muestra viene determinado por el tiempo (s) que dura el procedimiento 

de introducción de la misma. En consecuencia, la mayoria de los operadores de E C descono
cen el volumen de muestra introducido, para una determinada separación. Si se reahza correc
tamente la separación de muestra sobre la zona positiva, se puede incrementar la detectabilidad 
en uno o dos ordenes de magnitud. El efecto responsable de la preconcentración de la muestra 
bajo condiciones optimizadas se conoce como electroapilamiento ("electrosíaciríng") 

Las técnicas de introducción de muestra son : 
1̂ ) Introducción Hidrodinámica de Muestra . 
2*) Introducción Electromigrativa de Muestra . 
3*) Aproximaciones Alternativas al Muestreo ("split flow injectiort", "sample 

loops injecíors", "sample gaíing", "electric sample spliítítig", etc.). 
Antes de discutir las técnicas de muestreo, estudiaremos que es esta característica única 

de EC que es el Electroapilamiento, que de una forma u otra se puede observar con todos los 
métodos de inyección de la muestra en EC. 

a) Electroapilamiento 
El fenómeno fije descríto en 1979 por Mildcers, Everaerts y Veheggen" . Sin conoci

miento previo del fenómeno del electroapilamiento, un operador con experiencia en C L , disol
verá las muestras de forma automática en el electrolito portador. En E C , los resultados serán 
en la mayoria de los casos ( excepto para pequeños volúmenes de muestra ) no muy buenos : 
se obtendrian electroferogramas con picos poco resuehos ( anchos, redondos,...). 

Los picos agudos y la mejora de la sensibilidad se pueden explicar en el marco teórico 
de la sección 2.2.2 . De acuerdo con la ecuación (2 ), la velocidad electroforética y también la 
velocidad de migración bajo condiciones EC , aumentan en proporción directa al campo eléctri
co aplicado. Observando la Figura 25, que representa el papel del Electroapilamiento en EC, 
apreciamos que, antes de la aplicación del voltaje de separación, los componentes de la mues
tra están distribuidos en un segmento relativamente ancho, lleno predominantemente, por 
muestra disueha y por disolvente, (Figura 25-A). Dentro del capilar, la resistencia eléctrica de 
una muestra diluida es más alta que la del electrolito portador. Después de la aplicación del 
voltaje de separación, el campo eléctrico actuante sobre el segmento de muestra es mucho más 
elevado que el correspondiente al electrólho portador [ V = IR ( Ley de Ohm ) ], resuhando 
una velocidad considerablemente más aha para los iones de la muestra que están dentro del 
segmento de muestra. Por tanto, los iones se mueven rápidamente, dirigiéndose hacia el limite 
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entre el segmento de muestra y el electrolito; de esta forma, es como los iones de la muestra de 
esa zona límite, comienzan su migración hacia el detector (Figura 25-B ). 

Una vez dentro de la zona del electrolito, los iones llevan una velocidad menor, deter
minada por un campo eléctrico más bajo y compartida por todos los iones de la misma identi
dad química (Figura 25-C ). 

A 
0 MUESTRA 

0 
0 0 

ELECTROLTTO 
0 ° ° 0 ° 

, . , . , Rmuestra^^^dectrolito 
velocidad de migr (muestra)» velocidad de migr. (electrolito) 

B 
. Anchura de Zona ' Anchura de Zona 

sm Electroapilamiento con Electroapilamiento ' ' « Disolvente de 
la Muestra 
(Agua) 

'o 
0 0 
0 0 
o o 

Figura 25 

En la mayoría de las separaciones EC, el ancho del pico del disolvente es indicativo de 
la longitud original del segmento de muestra. En la Figura (C) el segmento de muestra se re
presenta moviéndose detrás de la zona de migración, mas rápida, del analito iónico. La movili
dad de la zona del disolvente está determinada usualmente por el flujo electroosmótico. 

Bajo condiciones ideales, la zona de componentes iónicos de muestra durante su migra
ción a través del capilar, retiene su carácter estrecho rindiendo altas eficacias de separación. 
Sin embargo, también es posible que haya zonas de analito que sean deformadas y / o ensan
chadas durante su migración ( condiciones no ideales). 

E l tratamiento cuantitativo de la sensibilidad ganada por electroapilamiento, implica 
algo más que la representación presentada en la Figura 25. El campo es un factor relevante. E l 
cociente entre los respectivos campos eléctricos que atraviesan la zona de muestra {E¡) y la 
zona de electrolito (Eg), viene dada por la ecuación*^' 

Eo [yx+{Lt-x)] 
( 8 2 ) 

donde, Z-̂  ( cm ) , es la longitud del capilar, x , es el cociente entre la longitud de la zona de 
muestra y L¡ y, y, es la razón de conductividades del electrolito con la zona de muestra. La 
complejidad del fenómeno de electroapilamiento proviene del hecho de que Ej /Eg no perma
nece constante; cambia constantemente, debido a los cambios de concentraciones iónicas cau
sados por electromigración y electroósmosis. 
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b) Introducción de Muestra por una Presión Diferencial 
Es el método mas usado en EC, y es el que vamos a tratar, por ser el empleado en este 

trabajo. Hay tres formas de obtener presión diferencial, las cuales se esquematizan en la Figura 
26. 

vacío 

A B 

Figura 26 

c 

El Método hidrodinámico, sifonante o método hidrostático, ( Figura 26-A): Para la in
troducción de la muestra se enrasa un vial a un nivel definido ( Ah ), sobre el nivel del otro 
vaso con electrolito que está en el otro extremo del capilar. Como el capilar contiene una co
lumna ininterrumpida de electrolito líquido, el volumen de electrolito líquido introducido en la 
unidad de tiempo, ( cmVs), viene dado por la Ley de Poiseuille 

71 r dVg _ (83) 

donde, , es el volumen de electrolito introducido, t^ , es el tiempo que el contenedor de la 
muestra está elevado una altura Ah, r , es el radio interno del capilar, r¡, que es la viscosidad 
del agua ( 0,01 poise a 20 °C ), Z , , es la longitud total del capilar, z l P , es la presión hidrostáti
ca derivada del peso de líquido asociado a la altura de columna /Sh { AP p g Ah, p , es la den
sidad del electrolito, y, g , es la aceleración de la gravedad ), lo cual conduce a una velocidad 
de muestreo, v̂ ^̂ ^ (cm / s), que viene dada por la ecuación. 

Ov pgr^Ah 
(84) 

E l volumen de muestra introducido viene determinado por el intervalo de tiempo que el conte
nedor de la muestra esta elevado una altura Ah. La ecuación ( 84 ) es una relación clásica que 
describe el flujo de un fluido a través de un tubo y está reproducida en la misma forma que lo 
hicieron Rose y Jorgenson*^ en su artículo de 1988. Estos mismos autores discuten otra rela
ción estándar que permite la predicción de la cantidad, en moles, introducida por una presión 
hidrostática conocida dentro de un capilar con una geometria definida. Dado que [n° de moles 
de muestra introducida = volumen de muestra x concentración de muestra], podemos poner 
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dn ^ dVg ^ 
dt dt 

siendo, C , la concentración molar, y que de acuerdo con ( 83 ) se transforma en 

dn 

(85) 

dt C (86) 

Integrando a lo largo del tiempo de introducción de la muestra, /, ( s ), resulta 

C (87) n — 

Antes de discutir los otros métodos de presión diferencial, debemos hacer una salvedad 
sobre otro uso importante de la ecuación ( 84 ). Durante una separación EC los niveles de lí
quido dentro de los vasos de electrolito deberán estar a un mismo nivel. Si los dos niveles no 
están debidamente ajustados, el resultado puede ser un flujo hidrodinámico que afecte a la efi
cacia de la separación, y también a la reproducibilidad de los tiempos de migración, ya que 
como vimos en el apartado anterior la alta eficacia de las separaciones EC se basa en el perfil 
plano del flujo electroosmótico. 

Si la contribución de flujo hidrodinámico llega a ser significativa, el perfil del flujo será 
marcadamente parabólico, contribuyendo al ensanchamiento de las zonas separadas de anaUto. 
El uso combinado de las ecuaciones ( 2 ) y ( 84 ) hace posible comparar velocidades relativas 
de flujo electroosmótico e hidrodinámico en las mismas unidades ( cm / s) . Otro cálculo fácil 
permite evaluar la máxima diferencia de altura que puede tolerarse entre dos niveles de 
electrolito. 

Las otras dos vías de generación de flujo hidrodinámico de muestra dentro del capilar 
son, por presurización del vial de muestra, ( Figura 26-B ) , o por aplicación de vacío al vaso 
del electrolito del extremo final del capilar, ( Figura 26-C ) . E l vial de muestra al que se apli
ca directamente Ap, debe estar sellado herméticamente. La velocidad de muestreo ^, viene 
expresada por la ecuación 

71 • A/7 • 

donde, , es la presión diferencial aplicada. 
En la mayoría de los instrumentos comerciales de EC, la presión diferencial no sólo se 

aplica al muestreo, sino también para purgar los capilares y llenados con una nueva porción de 
electrolito portador. En EC es posible interrumpir la separación después de haber detectado ios 
picos de interés; como el purgado se puede dar a velocidades de flujo que superan en gran me
dida a la de migración electroforética y electroosmótica, se puede obtener un considerable aho
rro de tiempo de análisis. La ecuación ( 83 ) se puede emplear para el cálculo de velocidades 
de flujo de purga y volúmenes de lavado en los instrumentos EC , equipados con mecanismo de 
purga a vacio. 

Si no hay electroapilamiento, ( como por ejemplo, en el caso en que la muestra se di
suelve primero en el electrolito portador ), la longitud de los segmentos de muestra introduci
dos, está severamente restringida*^ . Una gran mayoría de trabajos en EC utilizan tiempos de 
inyección de 30 s con áh = 10 cm , como nuestro caso. En un capilar de 60 cm / 75 \im esto 
genera zonas de muestra de aproximadamente 5 mm de longitud ( ecuación ( 82 ) ). Sin 
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embargo, aún con longitudes de segmentos de muestra que exceden mucho de los valores má
ximos admisibles para condiciones de no electroapilamiento, las eficacias de la separación están 
dentro del máximo rango teórico de entre 100.000 hasta 500.000 platos teóricos. E l electroapi
lamiento se emplea ampliamente para posibilitar volúmenes de muestreo, que de otra manera 
no serían posibles debido a las restricciones impuestas por las eficacias de separación 
esperadas. 

El único pico que no se estrecha por electroapilamiento es el perteneciente al disolvente 
de muestra ( ej., el pico del agua ). Los picos de disolvente no se registran con frecuencia bajo 
condiciones de E C Coelectroosmótica; estos picos marcan la movilidad electroosmótica y se 
encuentran migrando bastante detrás de los picos pertenecientes a los analitos de interés. En 
EC Coelectroosmótica, la separación se interrumpe normalmente antes de que el pico del disol
vente alcance el detector. Las zonas que contienen el disolvente son subsecuentemente elimina
das por el purgamiento a vacío en el procedimiento de reemplazo del electrolito gastado por 
uno nuevo. 

La longitud efectiva de la zona de muestra está determinada, no sólo por el tiempo de 
muestreo (introducción), sino también por la difiísión y flujo hidrodinámico inadvertido como 
consecuencia del desajuste de los niveles de electrolito entre las dos partes del capilar**. Inme
diatamente después de que se haya establecido la concentración límite entre la zona de muestra 
y la columna de electrolito, dentro del capilar, la muestra comienza a difiandirse dentro del capi
lar. La introducción de la muestra por difiísión puede tener proporciones significativas aún en 
ausencia de flujo hidrodinámico no detectado. Los capilares largos reducen este problema, ya 
que el flujo hidrodinámico decrece linealmente con el aumento de la longitud del capilar. Otro 
factor que hace que los problemas de difiísión sean menos importantes, es la longitud típica de 
los segmentos de muestra (entre 5 y 10 mm ), que posiblilitan un electroapilamiento de la zona 
del analito. 

c) Preconcentración de Muestra en E C 
Recientes descubrimientos han revisado los conceptos preestablecidos que considera

ban la sensibilidad de EC obsoleta. Hasta alrededor de 1990, la E C se consideraba inherente
mente menos sensitiva que ¡a HPLC, mientras que le fiíe reconocida la sensibilidad absoluta 
( ng o timóles inyectados ), la sensibilidad de concentración ( mol / litro , ppm , ppb ) le fiíe 
juzgada pobre. Solo para compuestos fluorescentes (fluorescencia inducida por láser) o activos 
eléctricamente ( detección amperométrica ) se creía que podía llevarse a cabo con una sensibili
dad significativa. 

En la actualidad la sensibilidad de EC se puede aumentar considerablemente. Mejoras 
de la sensibilidad por electroapilamiento ya fiíeron estudiadas en uno de los primeros trabajos 
de C E ' * , Burgi y Chien'^' citan siete artículos entre 1964 y 1990 sobre el electroapilamiento, 
sin embargo, éste es sólo uno de los distintos métodos de concentración empleados por los 
usuarios de EC , y que son : 

r) Electroapilamiento. 
2°) IsotacofoTQÚs i" off lim" n"on lim" y-^'-^'-'K 
3°) Capilares de Concentración (capilares que incorporan un segmento de paquete retentí-

vo)̂ '̂̂ .̂ 
En la introducción de la muestra por electroapilamiento, como vimos anteriormente, 

los componentes de la muestra pueden ser "comprimidos " desde una zona relativamente an
cha de segmento de muestra hacia una zona verdaderamente estrecha, antes de que de comien
zo la separación ( Figura 25 ). Las separaciones E C realizadas bajo condiciones óptimas 
generan zonas de ensanchamiento mucho menores que la H P L C convencional. Es interesante 
notar que, en la mayoría de ios casos la eficacia de la separación mejorada, aumenta la 
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detección. Bajo condiciones óptimas, la efícacia de la separación en EC es aproximadamente 
de 10* platos teóricos aún en aplicaciones rutinarias. Asumiendo que los picos sin electroapila
miento exhiben eficacias de separación de sólo 10̂  platos teóricos y que estos picos tienen fiar-
mas gausianas, se puede mostrar***̂  que la eficacia de la separación mejorada conduce a una 
altura de pico de aproximadamente 30 veces la anterior: 

(altura de pico con electroapilamiento / altura de pico sin electroapilamiento) = (10* /lO^ =31,6 
La elevación de la altura de pico así calculada, se aplica al muestreo hidrodinámico. 

Para las introducciones de muestra electromigrativa la mejora de la sensibilidad está acompaña
da por un mantenimiento de un alto campo eléctrico relativo entre las zonas de muestra y el 
electrolito portador, de acuerdo con la ecuación ( 82 f . 

2.3.2 Selección y Manipulación de Capilares 
En el apartado anterior, discutimos las propiedades químicas de los capilares y los ori-

genes del flujo electroosmótico, así como que, por causa de el calentamiento Joule, el diámetro 
de los capilares debía de ser estrecho. 

Ahora comentaremos brevemente la geometría de los capilares. Los capilares cilindri
cos ya se usaron en las primeras aplicaciones CE'"*, y los capilares cilindricos de sílice íundida 
envuehos en poliimida, se emplean actualmente por la mayoría de los usuarios de EC. Ahora 
bien, también se emplean capilares con geometria cuadrada y rectangular, que disipan mejor el 
calor y por tanto admiten campos eléctricos más intensos a la vez que acortan en 10 veces el 
tiempo de análisis^' y mejoran la sensibilidad™, respecto de los anteriores de geometría cilindri
ca. Con el fin de incrementar la sensibiüdad en los capilares cilindricos, se puede extender la 
longitud del camino óptico, haciendo que una cierta porción de la longitud del capilar cilindrico 
sea una parte del camino óptico" (tal y como se hace en este trabajo ). 

Para acondicionar una parte del capilar como camino óptico es necesario quitar una 
parte del envohorio de poliimida, esto de puede hacer por tres métodos: a) Térmico, b) Quími
co y c) Mecánico. 

El método empleado en este trabajo es el térmico, donde para quitar el envoltorio le 
aplicamos una fixente de calor (ej. brasa de un cigarrillo, llama, etc.) durante 10 s; una vez que 
se ha descompuesto la fijnda de poliimida, se inspecciona el capilar con lupa y si se observan 
residuos negros pegados a la superficie de vidrio se eliminan con un paño empapado en meta-
nol. De esta fiDrma se obtiene una ventana de 5 mm aproximadamente. Se pueden emplear mé
todos más sofisticados para obtener estos resultados'*. 

2.3.3 Detección en EC 
En un primer vistazo, la detección en EC parece tener una gran cantidad de problemas, 

con volúmenes de muestra que no exceden de 100 nanolitros y caminos ópticos extremada
mente cortos ( del orden de 100|am o menores ). Ahora bien, debido a la casi completa defi
ciencia de difiísión longitudinal en EC optimizada, las zonas de analito llegan al detector 
esencialmente en el mismo volumen que al comienzo de la separación. Además, debido al elec
troapilamiento, un volumen inicial puede ser del orden de diez a cien veces más pequeño que el 
volumen original de muestra, y con la introducción de detectores de células de camino óptico 
extendido, se puede poner a la EC en ventaja con respecto a otras técnicas de detección. 

Basándonos en estos factores vamos a enunciar las técnicas de detección en E C : 
1*) Detección óptica a Longitudes de Onda del U V y Visible. 
2*) Detección U V Indirecta. 
3*) Detección de Fluorescencia Directa. 
4 )̂ Detección de Fluorescencia Indirecta. 
5̂ ) Detección Conductimétrica. 
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6̂ ) Detección Amperométrica. 
7̂ ) Detección por Espectrometría de Masas. 

Como el aparato empleado en nuestro trabajo emplea el método de Detección U V Indi
recta, será esta técnica la que veremos con detalle. 

La detección indirecta mide la disminución de un nivel relativamente alto de señal de 
fondo, en un medio de separación, causado por zonas de analito que tienen sólo una respuesta 
despreciable, o que no la tienen. La detección U V indirecta emplea, para el medio de separa
ción, compuestos que tienen un nivel de absorción relativamente alto de la luz U V . Bajo las 
condiciones mas favorables, la concentración de la sustancia absorbente U V en el medio de se
paración ( ej. eluente en HPLC o electrolito portador en E C ) y la longitud de onda de la de
tección están escogidos para maximizar la absorvancia U V y minimizar el ruido. La 
absorvancia puede incrementarse simplemente aumentando la concentración del compuesto 
que provee el fondo UV. Sin embargo a concentraciones demasiado altas de este compuesto, 
la señal del ruido aumenta sobrepasando un nivel aceptable. En casos extremos, el cambio de la 
señal del detector no es una función lineal de la concentración de la sustancia proveedora del 
fondo, o incluso puede llegar a ser independiente de tal concentración. 

En ausencia de analito, como se ilustra en la ( Figura 27-A ), la absorvancia del medio 
de separación es grande, ya que sólo una pequeña porción de la luz proveniente de la fiíente 
penetra a través del fluido, y llega al elemento fotodiodico de detección. Si una zona de mues
tra pasa a través de la zona del detector, el nivel original de absorvancia alto decrece, debido a 
la dilución del compuesto, que absorbe mucho la luz U V , y a las moléculas más translúcidas 
del analito, (Figura 27-B ). L a gran cantidad de luz que, en el caso anterior pasaba a través del 
medio que fluye, ahora contiene las moléculas de muestra, y llega al detector. La transmisión 
de luz a través del fluido es de un alto nivel. Después de que la zona de muestra pase a la parte 
izquierda del detector, el camino de la luz es menos translúcido otra vez, y la absorvancia del 
fondo ha vuelto a su nivel original, que era el que tenía antes de que pasara la zona de muestra 
a través de la célula del detector, ( Figura 27-C ). Como antes del paso de la zona de muestra, 
sólo una pequeña cantidad de luz incidente, atraviesa todo el camino entre la fuente de luz y el 
elemento sensor. 

La detección U V indirecta se aplica en EC desde hace algún tiempo^"" y vamos a ex
ponerla aquí con un poco mas de detalle. En un diseño adecuado de detección U V indirecta en 
EC, el analito no absorbente reemplaza al similión del electrolito que provee el fondo U V so
bre una base de equivalente por equivalente. E l componente que absorbe en U V empieza a ser 
remplazado por el analito dentro de la zona de muestra disuelta. E l operador, en EC , tiene la 
opción de, escogiendo condiciones coelectroosmóticas, permitir que la zona del disolvente de 
la muestra migre siempre lejos de las zonas de los analitos de interés. En EC Coelectroosmóti
ca la zona del disolvente de la muestra migra a la velocidad del flujo electroosmótico, mientras 
que la velocidad de migración de los analitos viene dada por el vector suma de las respectivas 
movilidades electroforética y electroosmótica. E l cambio de equivalente por equivalente en 
EC, viene forzado por una corriente constante y opuesta de contraiones y por la condición de 
electroneutralidad. Después de la aplicación de un voltaje de separación a través del capilar, 
que está lleno con electrolito portador y que contiene un volumen de muestra, los cationes y 
los aniones son obligados a migrar en direcciones opuestas. Aún durante la migración resultan
te, la concentración de contraión permanece constante, y predeterminada por la concentración 
original de electrolito. Los contraiones de la muestra se eliminan de los alrededores del capilar 
por electroapilamiento y no juegan ningún papel durante la separación. Una vez que la migra
ción opuesta comienza después de la aplicación del voltaje de separación, cada segmento de 
electrolito contiene un número de contraiones constante. Por esta causa la suma de equivalen
tes de similiones e iones analito, también tiene que permanecer constante ( electroneutralidad ). 
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E l hueco creado por un ion del analito que se mueve hacia delante tiene que llenarse por un si-
milión del electrolito del mismo segmento, dentro del que el ion del analito se está moviendo. 
La representación esquemática de este proceso viene dada en la Figura 28, ( y el mismo no 
debe comenzar con la muestra todavía disuelta en su disolvente original (ej. el agua)). 
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Figura 27 
Detección U V - Indirecta en un medio separador. L , fuente de luz; círculos grandes, compues
to proveedor del fondo; cuadrados, analito; f, fotodiodo; \ , intensidad de la luz incidente; I, 
intensidad de la luz después de atravesar el medio; T, transmitancia; A , absorvancia . 
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Migración Electroforética 
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Cuarta Etapa 

Figura 28 
Movimiento de la zona de los iones del analito no cromóforo a través del electrolito porta
dor que contiene similiones absorventes U V . Las cruces representan al disolvente de la 
muestra. Los cuadrados y los circuios son respectivamente los componentes del analito y 

La primera etapa representa la situación después del electroapilamiento; todos los cons
tituyentes de la muestra, han sido llevados desde la zona de alto campo eléctrico hacia dentro 
de la zona de bajo campo eléctrico, más allá del limite de concentración, hacia el interior del 
electrolito portador. Solamente se puede discernir en esta etapa el movimiento del analito muy 
móvil (cuadrados). Durante la separación, la zona del disolvente de la muestra (cruces), no so
lamente tiene moléculas del disolvente no iónicas , sino que también contiene una pequeña por
ción de similiones del electrolito que se mueven allí para compensar a los iones del analito, que 
se transfieren al interior del electrolito durante el electroapilamiento. En suma, el flujo constan
te de contraiones en EC , cumple una función similar a la capacidad de intercambio iónico cons
tante en cromatografía iónica; éste mantiene constante un número de cargas opuestas por 
segmento de volumen de electrolito portador, dentro del capilar de sílice fimdida. La distancia 
entre el analito y las zonas de disolvente va incrementándose gradualmente con cada una de las 
etapas de la Figura 28. Debemos destacar, sin embargo, que sólo con flujo electroosmótico 
cero, podemos esperar que la zona de disolvente permanezca en su posición actual. Bajo con
diciones coelectroosmóticas el movimiento electroforético, inherente de la zona del analito, se 
incrementa por la velocidad de electroósmosis; en este caso, la zona de disolvente podrá mo
verse también, pero la distancia relativa entre las zonas de muestra y disolvente permanecerá 
igual que en ausencia de electroósmosis. 
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Los principios básicos, empleados para predecir y discutir la realización de las técnicas 
indirectas de detección, fueron introducidos por Yeung". La concentración mínima detectable, 

f̂im ' puede expresarse como una función de la concentración de las especies que proveen el 
fondo U V , c„ , la relación de transferencia, i?r , y la reserva dinámica, RD , según la 
ecuación. 

= (Riy^iRD) ^^^^ 

La relación de transferencia es el número de equivalentes de los iones que proveen el 
fondo U V , y que van siendo desplazados por cada equivalente de iones del analito. Por ejem
plo, en el electrolito portador Cromato: RT = 1 para sulfato ( misma carga que cromato ) y RT 
= 0,5 para cloruro ( mitad de carga que cromato ). La relación de transferencia predice que, a 
igualdad de factores, la sensibilidad molar para iones divalentes, viene a ser dos veces la de io
nes monovalentes. Además, también podemos sacar la conclusión de que, a igualdad de otros 
factores, la sensibilidad de detección en electrolitos con similiones monovalentes, puede espe
rarse que sea dos veces más alta que en electrolitos con similiones divalentes. De acuerdo con 
la teoría*^ el término RT de la ecuación ( 89 ), es el mismo para todos los iones del analito, si y 
sólo si la muestra se introduce por electromigración, y en este caso se puede hablar de la " cali
bración universal" (calibración usando un solo estándar para cuantifícar varios compuestos di
ferentes) para todos los iones de la muestra. Si la muestra se introduce de forma hidrostática, 
la calibración en detección U V indirecta no esta afectada, salvo porque es necesario calibrar 
con un estándar para cada analho, con el fin de llevar a cabo una mayor precisión y eliminar la 
tendencia a valores altos de RT para iones de baja movilidad. 

La reserva dinámica es la razón entre la intensidad de la señal y el ruido de la señal del 
fondo. Para detección fotométrica indirecta, la reserva dinámica se puede definir por la 
ecuación"' 

J^^ÍML^ ( 9 0 ) 
/tJK. 

donde, ,es la absortividad molar ( unidades de absorvancia / mol.cm ), í , , es el camino óp
tico (cm ), c^ , es la concentración del compuesto que genera el fondo U V en el electrolito 
portador (M) y, AR ^ es la absorvancia del ruido (unidades de absorvancia ). L a ecuación (90) 
describe la reserva dinámica, como una combinación de la calidad del diseño del detector y una 
elección adecuada del compuesto que provee el fondo U V . Se intenta optimizar la reserva di
námica eligiendo un compuesto conveniente ( la movilidad electroforética tiene que ser optimi
zada con la de los analitos ), con un valor máximo de absortividad molar y preparado a la 
mayor concentración posible ( el electrólho tiene que ser de baja conductividad para minimizar 
el calentamiento Joule ), para su empleo en el electrolito. La opciones están limitadas por el 
tope impuesto por las características del detector fotométrico. E l ruido de fondo podrá ser sólo 
independiente del valor de la absorvancia del fondo dentro de un rango determinado de c„ . E l 
valor máximo del producto ( £„Lc^) a que el raido es aún constante y sin cambios, compara
do con los valores bajos de absorvancia del fondo, se puede usar para evaluar la idoneidad de 
los detectores para detección fotométrica indirecta. 

Como en todos los detectores, el camino óptico y el nivel de ruido definen el límite de 
detección del sistema óptico. El límite de detección viene expresado, como aquel nivel de señal 
que es doble de la señal del ruido. El rango dinámico üneal de un detector puede definirse 
como su rango lineal de respuesta desde el límite de detección hasta el punto donde la respues
ta comienza a ser una meseta ( "platean " j , debido a la saturación del detector o al exceso de 
masa de soluto en el sistema. Este hecho se pone de manifiesto, en E C , por la aparición de una 
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perturbación en el pico o de picos con frontal ("fronting " ) . E l rango dinámico en EC es úni
co, debido al hecho de que la sobrecarga de masa del sistema, ocurre antes de que la respuesta 
por absorvancia comience a saturarse. 

Si se sustituye el término reserva dinámica ( RD ) de la ecuación ( 89 ) por RD en la 
ecuación ( 90 ) y si asumimos que RT = 1 , obtenemos la ecuación 

Clim = ~ ^ (91) 

En la relación de la ecuación anterior, la concentración mínima detectable se puede cal
cular independientemente de la concentración del componente del electrolito que provee el fon 
do. Además, en contraste con otras técnicas indirectas, no es necesario usar concentraciones 
muy bajas de iones del fondo, lo que da como resultado un rango dinámico amplio por absor
vancia indirecta. Nótese que las relaciones, discutidas sólo emplean la versión lineal estándar 
de la Ley de Beer". Los resultados obtenidos así, no son transferibles entre las diferentes geo
metrías de células ópticas. 

El mejor de los detectores U V que se puede obtener de forma corriente, lleva a cabo 
niveles de ruido de alrededor de 10'' unidades de absorvancia, con un compuesto de fondo que 
tenga E„= 10̂  (anión cromato^') y con un capilar de diámetro interno de 75 ̂ im, podemos cal
cular una concentración límite de detección de : c^^ = 10' (10^ x 75 x 10"*) = 1,33 x 10"* M . 

Este cálculo aproximado, está subordinado a varios supuestos que no es necesario te
ner en cuenta en todas las instancias, pero como podemos ver en la Figura 29, se predice más 
bien correctamente el orden de magnitud de sensibilidad, llevada a cabo por detección indirecta 
bajo condiciones optimizadas. Así, encontramos que los valores para sulfato y carbonato están 
de acuerdo con los calculados teóricamente. 

Para los aniones monovalentes la razón de transferencia RT == 0,5 y de acuerdo con las 
ecuaciones ( 89 ) y ( 91 ) la concentración mínima teórica es de 2,66 [.iM. 

Los valores observados están en el rango entre 4 a 7 pM, que por consiguiente difieren 
de los teóricos, lo que nos indica que éstos son válidos para un cálculo estimado dando mera
mente un orden de magnitud; esto sugiere el hecho de que hay factores adicionales que influ
yen en los límites de detección, tales como el electroapilamiento, el grado de incremento de la 
asimetría de pico con tiempos de migración grandes y la variación de las velocidades de migra
ción de zonas del analito a través del detector. 

Por último destacar que las ecuaciones ( 89 ) y ( 91 ) son válidas sólo para casos en los 
que los analitos no absorven de una forma medible la luz, a la longitud de onda seleccionada 
para ¡a detección U V indirecta. Si esto no fuese así, decrece la reserva dinámica y nos encon
tramos con una detectabilidad peor que la esperada; además, se veria afectado el rango de li-
nealidad de la calibración. 

La utilidad del cromato para detección fotométrica indirecta en EC, se puede observar 
viendo la Figura 30. El anión tiene un amplio espectro de absorción a través del rango entero 
del U V . El cromato, en comparación con otros aniones, puede ofrecer una longitud de onda 
conveniente para muchos iones, incluyendo aquellos muy absorbentes. Además, la movilidad 
del cromato iguala a la movilidad de un gran número de aniones de bajo peso molecular, lo que 
proporciona un bajo grado de asimetria de pico. 
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Figura 29 
Electroferograma de ocho aniones inorgánicos obtenido con detección U V indirecta a 
254 nm. El electrolito portador es 5 m M de Cromato potásico, 0,5 m M de modificador 
de flujo electroosmótico ( Waters O F M Anion-BT ), añadido para invertir la dirección 
del mismo, pH = 8,1, capilar de sílice fiíndida de 75 [im de diámetro interno y 52 cm x 60 
cm, voltaje de - 20 K V ( negativo ), inyección hidrostática durante 30 s a 10 cm de altura 
sobre el nivel normal. Identificación de los picos y los límites de detección (tres veces el 
ruido en |tM), son: 1) Bromuro ( 2 ppm y 4,8 n M ), 2) Cloruro ( 2 ppm y 4,2 | i M ), 3) 
Sulfato ( 2 ppm y 1,8 ^ i M ) , 4) Nitrito ( 2 ppm y 7,2 | i M ) , 5) Nitrato (2 ppm y 5,6 J Í M ) , 
6) Fluoruro ( 1 ppm y 5,2 | i M ), 7) Fosfato ( 4 ppm y 4,0 ( i M ) , 8) Carbonato ( 2 ppm y 

En resumen, podemos decir que un método de detección U V indirecta, diseñado ópti
mamente, posibilita una mayor sensibilidad de análisis de un gran número de iones de bajo peso 
molecular. La sensibilidad de detección se optimiza escogiendo iones de fondo con grandes va
lores de absortividad molar. E l rango dinámico y la linealidad de la calibración, se ven incre
mentados con el número de los iones que proveen el fondo que absorben U V ; el límite a este 
incremento, viene impuesto por el aumento serio de los problemas de calentamiento Joule a 
fiíerzas iónicas altas y por la linealidad del detector. 
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Figura 30 
Espectro U V de algunos aniones inorgánicos y orgánicos. De todos los amones se ha in
yectado un volumen de 100 ni tomado de una disolución acuosa de 1 m M de cada uno. 
El espectro se ha obtenido entre 200 y 400 nm. E l rango de sensibilidad está entre O y 1,1 
unidades de absorvancia™. 

2.3.4 Métodos Cualitativos y Cuantitativos en EC 
Las técnicas de análisis cualitativo y cuantitativo en EC implican la interpretación de 

los datos en dos vertientes: por un lado la información cualitativa, que corresponde al el tiem
po de migración, contado desde el origen de coordenadas sobre el eje de tiempos ( eje X ); y 
por otro la información cuantitativa, es decir, altura y área de pico, que vienen representadas 
por una forma de pico gaussiano, perpendicular al eje de tiempos y dadas en función del voltaje 
de salida del detector. La razón de éstos métodos es la identificación y cuantificación de los 
componentes de una mezcla, que se lleva a cabo mediante el emparejamiento de los tiempos de 
migración con los de unos estándares químicos y posterior comparación de la respuesta relati
va del detector (p.e., área de pico) de un pico desconocido, con la de los estándares anteriores. 

a) Métodos Cualitativos en E C 
Aún cuando, en algún caso particular, los tiempos de migración sean parejos, todavía 

es significativa la probabilidad de que el tiempo de migración para la sustancia desconocida 
esté dentro del mismo intervalo de tiempo con el que aparecen otras especies. Para aumentar la 
fiabilidad estadística de la identificación de una sustancia desconocida son necesarios varios 
análisis bajo condiciones diferentes, es decir, temperatura, composición de la disolución regula
dora y pH. Si la identificación de substancias, en la muestra, se limita solamente a unas pocas 
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especies ( por ejemplo en un número menor de 10 ) entonces aumenta la fiabilidad de la identi
ficación de cada uno de los componentes de la misma*^ 

Precisión y Exactitud del Análisis Cualitativo 
Los elementos más importantes en un análisis tanto cualitativo como cuantitativo, son 

la precisión y la exactitud de los aparatos de medida. Los términos precisión y exactitud son 
una medida respectivamente, de la aleatoriedad y de los errores sistemáticos del sistema. Los 
errores aleatorios en E C son el resultado de imprecisiones en el sistema de inyección, regula
ción de temperatura del sistema y los debidos al ruido del detector, etc., mientras que los erro
res sistemáticos son el resultado de una calibración e integración del sistema inexactos. 

La optimización de la reproducibilidad puede ser perfecta para un análisis de la forma 
del pico en un amplio rango de concentraciones de muestra. U n valor típico para la eficiencia 
de un pico en E C para moléculas pequeñas ( masa molecular < 2000 ) es de 250000 platos 
teóricos / m. Esto corresponde a una anchura de pico en la base de 0,085 minutos para un pico 
con un tiempo de migración de 10 minutos. Si visualizamos el pico como una distribución 
gaussiana de la concentración de soluto con respecto al tiempo, en donde 2cr representa a un 
intervalo alrededor del valor medio de dicha distribución, coincidente con el tiempo de migra
ción y donde el 66% del soluto debería eluirse bajo condiciones ideales" , entonces, asumiendo 
que la anchura en la base es de 4o, el valor de 2a es igual a 0,043 minutos, que representa un 
valor relativo del 0,4% del tiempo de migración anterior del pico. Si queremos utilizar éste va
lor como intervalo de tiempo de migración ( es decir, que si el tiempo de migración del pico 
cae dentro del intervalo ( 10,00 ± 0,04 min. ) se identificaría el mismo ), entonces un instru
mento preciso debería ser capaz de colocar el tiempo de elución del soluto dentro del 95% de 
dicho intervalo de tiempo. O sea, que si un instrumento da una reproducibilidad de las medidas 
de tiempo de migración en términos de la desviación estándar relativa [ % D E R = (desviación 
estándar ( o ) del tiempo de migración) / ( promedio de tiempo de migración ) x 100 ], menor 
del 0,1%, entonces por definición estadística, ( es decir, 4o , representa el 95% del área bajo 
una distribución gaussiana de probabilidad ), se ajustaría a éste criterio. Empleando éste razo
namiento, la instrumentación en EC (integrador o sistema de datos incluido ), debería de dar 
una medida cualitativa menor del 0,1% de DER. 

E l flujo electroosmótico del capilar es un factor predominante que afecta a la variabili
dad de los tiempos de migración^*'". Si normalizamos la variación del flujo electroosmótico 
con un estándar interno y calculamos una movilidad electroforética, entonces la precisión analí
tica mejora en algún orden de magnitud. 

Salida de Datos 

La salida de datos analíticos en EC, emplea el mismo formato que es común a H P L C y 
CG. Es decir interesa que aparezca la información referente a los tiempos de migración, o de 
retención, de las especies presentes. Sin embargo hay que hacer una distinción concerniente a 
tiempo de retención y tiempo de migración, estrictamente hablando. E l tiempo de migración 
describe mejor la posición en el dominio de tiempos para los solutos en electroforesis en " di
solución libre ", y tiempo de retención es una descripción mejor del tiempo de separación en 
cromatografía electroforética micelar ( M E C C ). Como la reproducibilidad de los tiempos de 
migración, o tiempos de retención en el último caso, está enormemente influenciada por las va
riaciones de flujo electroosmótico, una expresión más precisa de los datos cualitativos viene 
dada respectivamente, en términos de la movilidad electroforética o tiempo de retención relati
vo. En orden a que uno u otro de los métodos sea útil, la muestra se debe mezclar o coinyectar 
con un marcador "neutro", que dé una respuesta que no venga afectada por el campo eléctrico 
o el fi-accionamiento cromatográfico. Para la electroforesis en " disolución libre ", de la expre
sión de la movilidad dada por la ecuación ( 2 ), se obtiene la expresión siguiente 



2.64 CARACTERIZACIÓN. EVALUACIÓN Y OPTIMIZACIÓN DE UNA PLANTA EDR 

L^Ltf l 1 
4^ \t„ tJ 

( c m W . s ) (92 ) 

donde, Lj{cm) es la longitud del capilar, Z, ( cm ) es la longitud total del capilar, "PC V ) es 
el potencial de separación, (s ) es el tiempo de migración del analito y ( s ) es el tiempo de 
migración del marcador neutro, en donde se asume que la dirección de la migración electrofo
rética se opone a la del flujo electroosmótico. Esta expresión se puede ampliar para incluir la 
movilidad de un estándar interno, bajo condiciones en las que el flujo electroosmótico es pe
queño o no existe. En éste caso se sustituye ( s) por s) y //^ se añade al término principal 
de la ecuación anterior". Para M E C C , el tiempo de retención relativo se puede expresar como 
la relación entre el tiempo de retención del soluto í „ , y el del estándar interno t^, {t^l ). 

b) Métodos Cuantitativos 
La tarea de la determinación cualitativa y cuantitativa requiere la calibración del instru

mento con una serie de estándares de concentración conocida. La calibración requiere la prepa
ración de los estándares en un disolvente y disolución reguladora compatibles con el método 
de separación, y además su concentración debe ser exactamente medida. E l sistema electrofo
rético debe estar suficientemente estabilizado para permitir la reproducibilidad de los análisis. 
Primeramente se requiere que la superficie interior del capilar, la concentración de la disolución 
reguladora y el pH estén en un estado de equilibrio para permitir una velocidad del flujo elec
troosmótico consistente. Una corriente eléctrica constante es un buen indicador del equilibrio. 
Después de que se haya realizado la calibración con los estándares y se hayan obtenido los da
tos de los tiempos de migración y las áreas de pico, entonces podemos determinar los interva
los de tiempo de migración y los factores de respuesta. Esto se lleva a cabo con un ordenador 
y el " software " adecuado. 

La calibración del tiempo de migración se realiza estableciendo un intervalo de tiempo 
en donde se espera detectar el pico calibrado. Esto se lleva a cabo tomando un incremento de 
tiempo antes y después del tiempo al que aparece el vértice del pico. El incremento se puede 
basar en un porcentaje del tiempo de migración del pico, o en una cantidad absoluta de tiempo. 
Si un pico detectado en un análisis posterior, cae dentro del intervalo definido por la calibra
ción, entonces el pico se identifica como del mismo elemento químico ( o la misma sustancia 
molecular) que el estándar, y si cae fiíera se considera como desconocido. 

El desplazamiento del tiempo de retención ( migración ) es un fenómeno característico 
de todos los sistemas de separación, y no sólo de EC. Una forma de compensar este fenómeno, 
es el empleo de componentes de referencia o de estándares, que se definen como una o más 
sustancias que están siempre presentes en la muestra que va a ser analizada. E l objeto de su 
presencia es asegurar un ajuste proporcional de los tiempos de migración de todos los compo
nentes de la separación. Por ejemplo, si el pico del componente de referencia se desplaza desde 
el centro del intervalo de cahbración aproximadamente un 0,5%, entonces el algorítmo de iden
tificación del pico del " software " varía proporcionalmente el intervalo de tiempo para todos 
los picos que no son de referencia. Como la identificación del pico de referencia es crucial, el 
intervalo para el reconocimiento de dicho pico es generalmente un 50% mayor que el de los pi
cos que no son de referencia. La necesidad de compensar el desplazamiento del tiempo de mi
gración con el uso de un pico de referencia, es esencial para la reahzación de un método 
cuanthativo y se debería usar siempre (ver Figura 31). 
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Figura 31 
Intervalos empleados para el reconocimiento de picos en los métodos de identificación 
cualitativa y de calibración. 

La calibración de la respuesta de un pico es el proceso de determinación del cociente de 
respuesta del área o altura del pico, con respecto a la masa de muestra inyectada, o a su con
centración para un volumen inyectado. Esta cantidad se define como.^c/or de respuesta FR 

El FR representa la pendiente de la respuesta, presuntamente lineal, del sistema de detección. 
En el caso de una respuesta no lineal, representa la pendiente con respecto a un punto dado de 
la curva de respuesta resultante. 

Se emplean cuatro métodos para la determinación cuantitativa de un componente en 
una muestra, basados en el área o en la altura de pico. 

1°) E l método de porcentaje de normalización, requiere que todos los componentes 
que resulten de una separación dada sean calibrados, y sus factores de respuesta ge
nerados. Este método sólo tiene significación cuando todos los componentes de una 
muestra estén representados en el sistema de calibración. Si una sustancia no identifi
cada aparece como resultado de la separación, entonces los datos obtenidos tienen 
poco valor. 

Con este método se emplea la fórmula siguiente para el cálculo del porcentaje 
de normalización de un componente," / " . 

FR = Cantidad (93) 
Área ó Altura 
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%Norm= ^ ' (94) 
i =u 

Este método se emplea para el análisis de mezclas bien caracterizadas en las que una 
parte de los componentes están ya calibrados y se pueden analizar. 

2°) El método del estándar extemo, requiere la calibración de sólo los constituyentes 
de la muestra de interés, se emplea cuando sólo es interesante la determinación de 
algunos de los componentes de la muestra. La fórmula siguiente se emplea para los 
cálculos del método del estándar extemo. 

Cantidad =AreaixFRi (95) 

Este método requiere, sin embargo, una medida precisa del volumen de inyección de 
la muestra. 

3°) El método del estándar interno, es parecido al método del estándar extemo, en que 
sólo los constituyentes de interés de la muestra necesitan ser calibrados; sin embar
go, en este caso, el volumen no es un parámetro muy crítico porque el uso de un es
tándar interno normaliza el cambio en la respuesta debido a variaciones en el 
volumen de muestra inyectado. E l criterio para la elección de un estándar interno in
cluye la necesidad de un estándar comercial que sea químicamente similar ( es decir, 
similar coeficiente de extinción y solubilidad ) que los componentes presentes en la 
muestra y que sea químicamente estable en las condiciones de la disolución regula
dora empleada para la separación. Un estándar interno nunca debe estar presente de 
forma natural en la muestra; debe estar presente en el mismo rango de concentración 
que la muestra y debe de eluirse lejos de los picos de interés. Finalmente, el estándar 
interno debe ser calibrado como cualquier otro estándar y debe ser exactamente aña
dido a cada muestra. La fórmula empleada para los cálculos del método del estándar 
interno es. 

^ , , Área,- x FRj x CantidadCEINT) 
Cantidad = — m) 

Area^EiND^^PR(EiNDi 

3°) El método de adición del estándar, es una variante de los métodos del estándar ex
terno e interno, y se emplea cuando la muestra contiene una cantidad relativamente 
alta de material interferente. Frecuentemente, la muestra matriz puede influenciar la 
respuesta del detector causando el fenómeno de extinción, particularmente en el caso 
de detección por fluorescencia. E l uso del método, involucra para el análisis de una 
muestra dada, primero la adición de una cantidad conocida de estándar de calibra
ción, seguida del análisis de la muestra original. E l factor de respuesta para el están
dar de calibración esta determinado por el cálculo de la diferencia de áreas de la 
muestra con el estándar añadido y de la muestra original. La cuantificación final se 
lleva a cabo usando los cálculos de los métodos del estándar extemo o interno. 

E l empleo de uno u otro de estos métodos, puede variar de un integrador o de un siste
ma de computadoras a otro; sin embargo, es recomendable que al principio del empleo de esta 
metodología, se consulte el manual de instmmentación para detalles concretos. 
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c) Integración y Medios de salida de datos 
Fundamentos 

Sea cual sea el caso (integradores, ordenadores, etc.), una señal analógica que viene 
desde detector del instrumento analítico se convierte en una señal digital antes de que sea ex
traída alguna información cualitativa o cuantitativa. 

La velocidad a la que la señal analógica es digitalizada depende totalmente del tipo de 
señal electroforética que va a ser procesada. Una regla general empleada por muchos fabrican
tes de desarrollo de " software " cromatográfíco es, que un pico debe de estar representado por 
un mínimo de 10 puntos de datos en orden a representar el área con una precisión del ±0,5% 
( Figura 32 ). Para un pico típico de HPLC, que tiene una anchura en la base de entre 10 y 60 
s, la velocidad de muestreo de datos mínima es del orden de 1 a 0,2 puntos de datos por 
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Figura 32 
Representación gráfica del error promedio de muestreo en fiínción del número de puntos 
por pico ( ciclos). La línea continua representa el cálculo basado sobre picos gaussianos, 
mientras que la línea discontinua representa a un pico típico con colamiento ("tailmg"f*. 
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segundo ( 1 a 0,2 H z ) . La elevada eficacia de las separaciones EC, en donde el rango de la an
chura de pico está entre 0,2 y 5 s, requiere una velocidad de muestreo de datos de 50 a 2 pun
tos por segundo. E l algoritmo computacional procesa estos datos por el análisis de la variación 
de la respuesta con respecto a un cierto valor de umbral, o como una velocidad de cambio en 
la respuesta del detector. 

En nuestro caso la salida del pico se determina, en principio, cuando el algoritmo de 
detección la busca realizando un test de umbral sobre la señal recibida. Compara la elevación 
de la señal con el umbral especificado por el usuario para localizar el punto de despegue del 
pico. El parámetro relativo al umbral define la velocidad de cambio ( pendiente ) de la señal en 
pV / s. La pendiente de la señal se promedia considerando dos intervalos de datos agrupados, 
comparándose con el umbral para determinar el punto de salida del pico. Así ( Figura 33), un 
punto de sahda posible, se determina cuando la pendiente promedio de la señal entre los datos 
agrupados B, y B 3 es mayor o igual que el valor umbral; cuando esto ocurre el algoritmo de 
detección señala B, como el posible punto de salida. Los puntos individuales que contiene el 
agrupamiento se examinan por el algoritmo de detección, para encontrar el punto de despegue. 

Pendiente 1 = (B2 - Bi) / (t2 - ti) 

Figura 33 
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Posteriormente, el algoritmo de detección busca el vértice del pico ( máximo ), después 
de que se ha confirmado la salida del mismo, y va comparando la señal hasta que la pendiente 
cambia de signo; en ese instante, asigna al primer punto correspondiente a ese agrupamiento el 
valor del vértice, pero el valor real del mismo lo asigna cuando ha terminado el proceso de in
tegración y se ha determinado la línea base (Figura 34 ). 

Punto del Vértice 

Pendiente 
Positiva 

Pendiente 
Negativa 

Punto de 
Salida de Pico 

Línea Base Teórica 

Figura 34 
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Una vez que se ha determinado el vértice del pico, el algoritmo de detección busca el 
final del pico, comparando la pendiente de la señal con el umbral especificado por el usuario y 
cuando dos pendientes consecutivas son menores que dicho valor, señala el último punto del 
último agrupamiento como el posible punto final. Examina los puntos del siguiente agrupa-
miento para encontrar el punto final del pico (Figura 35 ). 

Pendiente del Umbral de bajada 

Linea Base Teórica 
B3 

B2 

El final del Pico se encuentra 
dentro de esta zona 

Figura 35 

La segunda parte del procedimiento en la determinación de picos es su integración, que 
emplea los valores del principio y del final identificados para obtener la linea base de los picos 
aislados y de los que están solapados. En éste último caso, el algoritmo de integración, para 
distinguir entre los picos adyacentes ( muy próximos ) y los que están solapados, compara la 
anchura que hay entre el punto final y el de salida de dos picos muy próximos ( W 3 ) , con la an
chura de cualquiera de ellos ( W, o W , ) ( Figura 36 ). Para determinar si estos picos están so
lapados o no, computa la anchura de cada pico respecto del espacio existente entre los dos. Si 
el cociente es menor o igual a 3,0 los picos se consideran solapados y si no, totalmente resuel
tos, ya que 3,0 = [ 6a ( anchura de pico en la base) ] / [ 2a ( distancia entre los picos ) ]. 

Salida 

Línea Base 

Final Salida 

W3 Final 

Wi 

Figura 36 

W2 
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Una vez que el algoritmo de integración determina que picos adyacentes están solapa
dos, dibuja una línea base proyectada desde el punto de salida del primer pico al punto final del 
último de ellos, y del punto inicial al final de cada pico individual, en todos los picos del 
electroferograma. 

Cuando se ha construido la línea base, el algoritmo de integración asigna el tiempo co
rrespondiente al dato más elevado tomado desde la línea base, (tiempo de retención ( T R ) ) . 
La altura del pico se calcula como la distancia ( en pV ) desde la línea base al vértice del pico 
(Hy). E l área total del pico ( A,) se calcula por la adición de las áreas de los intervalos alrede
dor de cada dato entre la salida y el final del pico. La región que hay por debajo de la línea base 
( ) se resta del área total ( A, = Ap + A^) para obtener el área de pico propiamente dicha 
(Ap)( Figura 37). 

Línea Base 

Señal Mínima (A/D) del Detector 

Área de Pico ( Ap ) 

Área de la Línea Base ( Ab ) 

t b l TR tb2 

Figura 37 
Datos empleados para el cálculo del área de pico: t̂ , es el tiempo de salida de pico, h, es el in
cremento de altura a la salida de pico, es la altura de pico, tb, es el tiempo de final de pico 
ĥ  es el incremento de altura al final de pico y es el tiempo del vértice del pico. 
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El área de pico da una mejor información cuantitativa que la altura de pico. La peor l i -
nealidad exhibida por el empleo de la altura de pico se atribuye a la sobrecarga del soluto, que 
da como resultado un ensanchamiento del pico y un achatamiento concomitante de la altura del 
mismo. Si todos los componentes en una muestra dada están completamente resueltos, enton
ces es relativamente fácil dar una extrapolación cuantitativa a partir de una curva obtenida con 
unos estándares dados. Sin embargo, cuando los picos están mezclados o existe sobre todo una 
línea base inestable y cambiante , entonces la determinación con precisión del área o la altura 
pueden ser muy difíciles. Los distintos métodos que se emplean para asignar líneas base en es
tos casos fueron discutidos por Dyson" y Katz*'. 

Optimización de la Integración 
La optimización de la señal de integración en E C contempla el elevado ruido que es ca

racterístico del detector de absorvancia empleado. E l incremento del ruido es una consecuencia 
de la corta longitud del camino óptico que viene dictado por los diámetros internos ( 50 a 100 
nm ), típicos de los capilares empleados en EC. La supresión del ruido puede maximizar mu
cho la exactitud del área de integración. La Figura 38 ilustra la relación entre exactitud de la 
integración y nivel de ruido"". Este efecto se observa con más fi-ecuencia cuando se mide la re
producibilidad del área con análisis repetitivos. Para concentraciones de muestra que dan valo
res elevados del cociente señal / ruido, se experímentan pequeñas ambigüedades con la 
asignación de líneas base durante la integración. Conforme decrece la razón señal / ruido, la al
tura relativa de la línea base va cambiando comparada con el incremento de la altura de pico, 
obteniéndose diferentes asignaciones de línea base de un análisis a otro. 
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Figura 38 
Precisión de la medida del área de pico en fiínción de la relación señal (S)/ ruido (R). La 
anchura de pico en la base es de 10 s con un intervalo de muestreo de 1 s. La curva E M G 
se obtiene según el modelo matemático conocido como función gaussiana modificada ex-
ponenciahnente ^ . 
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La precisión de un análisis dado se puede optimizar con el conjunto de filtros detecto
res de la señal ( " constante de tiempo " (TC) o" tiempo de elevación " (RT) ) y factores de 
agrupamiento ( parámetro " anchura de pico " (PW) ). Los filtros detectores de la señal pro
veen un medio de amortiguamiento del ruido del detector, por ralentización de la velocidad a la 
que la señal cambia mediante la manipulación de un tiempo electrónico constante. Si se emplea 
una velocidad filtrante demasiado alta, la sensibilidad ( señal / ruido ), se mejora significativa
mente, pero a expensas de la eficacia y la resolución, debido a la distorsión del pico. E l error 
cuantitativo de muestreo debido al excesivo ruido, puede manejarse mejor mediante el uso de 
filtros electrónicos de señal del detector. En el primer caso, el tiempo de elevación se define 
como el tiempo en el cual el detector responde a un cambio en la señal en un intervalo com
prendido entre el 10% y el 90% del máximo de la misma. Los tiempos de elevación normales 
están en el rango de 0,02 a 5 s. Si se emplea un valor de 0,1 ó menor, entonces el detector está 
posibilitado para responder muy rápidamente a los cambios en la concentración de la zona de 
muestra. Este tiempo de elevación será el apropiado para formas electroforéticas de picos con 
un tiempo de elución promedio de 0,6 s, desde inflexión a inflexión de la línea base. L a elución 
de picos de esta velocidad es el resultado de una elevada eficacia de la separación, del orden de 
un millón o más platos teóricos, o de separaciones que tienen lugar en capilares muy cortos ( < 
50 cm ) y a altos voltajes ( > 20 k V ). Bajo estas condiciones, los niveles de ruido resultantes 
observados serán altos y así esto se convierte en una demarcación entre sensibilidad y efica
cia*"* . En EC, la eficacia típica es menor de 500.000 platos / metro, con anchuras de pico ( en 
la base) en el rango de 2 a 5 o más segundos. En el caso de una anchura de pico de 5 s., el va
lor óptimo de tiempo de elevación (RT̂ ^̂  = PW^^^ 16), será de 1 s. L a selección de este valor 
reduce en efecto el ruido del detector en un factor de tres o cuatro veces, respecto a cuando se 
emplea el valor de tiempo de elevación de 0,1 s . E l empleo de tiempos de elevación que exce
dan la mitad de la anchura de pico dan como resultado picos distorsionados, pérdidas de reso
lución y pérdida de precisión analítica. 

El factor de agrupamiento en la integración es una fiínción que promedia datos digitali-
zados en orden a suprimir ruido de la línea base. Similarmente, la consecuencia de una elección 
de un excesivo agrupamiento es la distorsión de la forma del pico, que da como resultado un 
decrecimiento de la resolución. Como regla general, el factor de agrupamiento empleado no 
deberá incrementar la anchura de pico más de un 10 % del que resulta de una velocidad de 
muestreo de datos correspondiente a 10 puntos a través de la base de un pico. Una vez que los 
filtros de la señal del detector y los factores de agrupamiento están optimizados la exactitud 
dependerá de la calidad del integrador comercial o del algoritmo de datos utilizado. En térmi
nos generales, la calidad del integrador o del sistema de datos está determinada por su capaci
dad para detectar rápidamente picos muy estrechos, y por la sofisticación del algoritmo 
empleado, lo que mide su capacidad para determinar con precisión los puntos extremos de los 
picos. 

2.3.5 Instrumentación y Representación del SistBtna 
En todos los instrumentos comerciales, las partes en contacto con alto voltaje están co

locadas en un recinto detrás de una puerta. E l operador puede acceder a las mismas solamente 
si interrumpe el circuito de alto voltaje entre los electrodos y la fiíente de potencia, lo cual se 
lleva a cabo por una variedad de medios que usualmente involucran a un interruptor de contac
to entre la puerta que conduce al interior del compartimento por una parte, y al cuerpo del ins
trumento por otra. La Figura 39 muestra una vista del interior del compartimento de un 
electroferógrafo capilar comercial. Los viales llenos con electrolito portador se alternan con los 
viales de la muestra en el carrusel de la parte izquierda de la Figura 39(A). Durante una separa
ción y en el tiempo entre análisis, el capilar se coloca en uno de los viales del electrolito. Un 
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cambio de la posición del capilar entre los viales se lleva a cabo por elevación de la parte final 
del capilar sobre la cara superior de la bandeja, colocación de la bandeja en la nueva posición y 
bajada de el extremo del capilar a esa posición. E l brazo que eleva el capilar es discemible 
como un dispositivo blanco que reposa sobre la mitad posterior de la bandeja de muestra. To
dos los movimientos de la bandeja de muestras y de subida del brazo, están completamente au
tomatizados. Desde la bandeja de muestra el capilar alcanza, atravesando la célula del detector 
colocada en la mitad superior derecha del compartimento, el interior de un contenedor de elec
trolito colocado en otro carrusel. Este también posee movimientos automáticos. E l cable de 
alto vohaje, convenientemente aislado, se conecta, por una parte, al electrodo de alto voltaje 
unido al brazo elevador, y por otra a la fiiente de aho voltaje, que está encerrada en una caja 
colocada en la pared derecha del compartimento. 

E l muestreo hidrostático se inicia por elevación del carrusel a la posición mostrada en 
la Figura 39(A). El carrusel se mantiene en esta posición elevada durante un tiempo programa
do por el operador. A l final del tiempo de muestreo, el carrusel se baja completamente otra vez 
a la posición mostrada en la Figura 39(B). Las subidas y bajadas del carrusel se llevan a cabo 
por un mecanismo que fimciona suavemente conducido por un motor con etapas programa-
bles, y en consecuencia con una precisión que no puede ser igualada en una actuación manual. 
La precisión típica de las áreas de pico medidas directamente se sitúa entre un 1 - 2 % de RSD. 
Con procedimientos de normalización que eliminan los efectos de conductividad de la muestra, 
fluctuaciones de temperatura, etc., es posible llevar a cabo una reproducibilidad por debajo del 
1 % RSD. 

Con el carrusel en la posición más baja y el capilar dentro del electrolito, el instrumento 
comienza a elevar el potencial hacia el valor programado para la separación. Los tiempos están 
controlados por el software con una precisión medida en milisegundos. La precisión resuhante 
de los tiempos de migración medidos directamente están, en general por debajo del 1 % RSD y 
puede mejorarse por normalización, a valores por debajo de 0,1 % RSD. 

Los diseños completamente automatizados de los instrumentos comerciales eliminan 
cualquier razón para dudar de la competencia para la determinación cuanthativa de la muestra. 
La buena precisión de los tiempos de migración y las áreas de pico, sin embargo, se deriva no 
solamente de la ejecución controlada por microprocesador de la introducción de la muestra y 
de los ajustes de vohaje, sino también de otras contribuciones, como el ajuste y control de la 
temperatura, el cambio programado de corriente y vohaje durante las separaciones, que mejo
ran notablemente la precisión de los resultados. También son importantes, entre otras cosas, la 
elección de la velocidad de adquisición de datos y los diversos procedimientos de normaliza
ción. En los apartados siguientes trataremos con más detalle algunas de estas fiinciones. 

a) Efecto de las Fluctuaciones de la Temperatura 
En un experimento i lustrativo, se midieron los cambios producidos en la temperatura 

ambiente en la proximidad inmediata a la pared de un capilar de sílice fimdida de 75 pm de diá
metro interno, observándose que los picos tenían un cambio considerable en los tiempos de mi
gración ( entre un 2 - 3% ) y que la secuencia de migración de los picos permanecía invariable 
en el rango de temperatura considerado. 

Ambas observaciones están de acuerdo con la ecuación ( 2 ), que relaciona los tiempos 
de migración con las movilidades electroforéticas y con la ecuación ( 6 ), que expresa la movi
lidad electroforética como una fimción de la viscosidad. E l primer efecto de la temperatura es a 
través de la viscosidad y sus variaciones afectan a todos los iones de la misma forma. La tem
peratura induce cambios notables en la viscosidad que se aproximan a un 2 % por grado cel
sius. En el experimento sólo se observa un cambio en el traslado de los tiempos de migración 
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de aproximadamente un 0,5 % por grado, permitiéndonos concluir que la temperatura del elec
trolito está cambiando en menor grado que la del agua del medio. 

Fluctuaciones de temperatura entre 25 y 32 °C se observan frecuentemente en laborato
rios sin regulación con aire acondicionado. Un cambio de los tiempos de migración mayor de 
aproximadamente un 3 % conduce a la no identificación de picos con migración emparejada, y 
esto no es aceptable en una rutina de uso. Asi, se tienen dos caminos diferentes para la elimina
ción del efecto de la temperatura sobre el tiempo de migración: el primero consiste en la apli
cación de procedimientos de normalización, y el segundo involucra la termostatación de los 
capilares de separación. Sobre éste último aspecto, veamos ahora como se controla la tempera
tura en los aparatos comerciales de EC. 

La corriente eléctrica necesaria para conducir la electromigración de los iones en capi
lares puede causar un incremento considerable en la temperatura de los electrolitos portadores. 
En la sección anterior ya vimos las razones de porqué una disipación del calor adecuada sólo 
es posible en capilares con diámetros internos pequeños ( < 100 jxm). Aún con este tipo de ca
pilares, la temperatura de un electrolito portador durante un análisis rara vez es idéntica a la 
temperatura ambiente. En un instrumento que depende sólo de la convección natural de calor 
entre la pared del capilar y el aire estancado, la diferencia entre la temperatura ambiente y la 
temperatura promedio en el capilar durante el análisis puede ser mayor de 45 °C'' . Los cam
bios de temperatura no afectan sólo a la precisión de las áreas de pico y tiempos de migración, 
sino que también pueden degradar a los compuestos lábiles térmicamente. Por tanto, el objeti
vo del control de temperatura en sistemas EC es estabilizar las fluctuaciones de temperatura, y 
llevar a cabo la mayor reducción posible de la diferencia entre la temperatura ambiente y la del 
electrolito portador. En nuestro caso, para el control de temperatura, se utiliza circulación rá
pida de aire dentro del compartimento cerrado, que contiene no sólo el capilar, sino también el 
electrolito portador, los vasos y la célula del detector. Este diseño permite a un gran número 
de elementos del sistema estar incluidos en un entorno controlado. Los viales de muestra están 
expuestos a las mismas temperaturas que el electrolito portador fuera del capilar. E l operador 
puede fácilmente adaptar los capilares para su uso con el instrumento. Como el intercambio de 
aire con el entorno está minimizado, el instrumento exhibe suficiente capacidad térmica para 
que no le afecten las fluctuaciones rápidas de temperatura ambiente. 

Por último comentar que mientras la disipación del calor y estabilización de temperatu
ra son completamente suficientes, cuando en el laboratorio se pueden experimentar cambios de 
temperatura importantes, será necesario utilizar uno de los procedimientos de normalización 
que veremos posteriormente. 

b) Efecto de la Diferente Conductividad de la Muestra 
El problema de la cuantificación siguiendo la introducción electromigrativa de la mues

tra con diferentes conductividades está reconocido y discutido en la bibhografia" . Un proble
ma similar al de electromigración se observa también para algunas muestras introducidas por 
una presión diferencial ( hidrostática, presión y vacio ). Para ilustrar este hecho consideramos 
las muestras de la Tabla 7 . 

Esta Tabla contiene cinco muestras con idénticos niveles de cloruro y sulfato en pre
sencia de fluoruro, cuya concentración se incrementa de muestra en muestra en razón de 1 : 75 
( ppm Cr a ppm de F"). Si se analizan las cinco muestras con el Sistema EC se obtienen los 
cinco electroferogramás de la Figura 40. Como vemos se observa un significativo traslado de 
los tiempos de migración que hace imposible la identificación de los picos. Por otra parte los 
tiempos de migración parecen tener un cambio regular dependiente de la concentración de 
fluoruro, hecho que sugiere que pueden ser causados por cambios en la conductividad de la 
muestra debido al aumento de la concentración de fluoruro. Es de notar que la conductividad 
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del electrolito portador, que es 5 mM de Cromato, a pH 8, que también contenía una sal de al-
quilamonio (Waters O F M BT Anión) para la inversión del flujo electroosmótico, es de 1131 
p,S / cm , valor que es superado por la quinta muestra, y que explica las diferencias entre su 
electroferograma y los demás ( el pico que antecede al C l ' es el del Br' que se emplea como 
anión del Waters O F M BT Anión ). 

Tabla 7 
Cinco Muestras Diferentes para Evaluar la Influencia de la Conductividad de la Muestra sobre 

los Tiempos de Migración^'. 

Muestra Cloruro ( ppm ) Sulfato ( ppm ) Fluoruro ( ppm ) ( t iS / cm) 
1 4 4 4 55 

2 4 4 30 203 

3 4 4 60 356 

4 4 4 100 574 

5 4 4 300 1519 

V O L T A J E C O N S T A N T E : - 20 K V 

C l S O / r ( 4 p p m ) 

cr so;' 
F (30 ppm ) 

cr so;' 
_AA_ 

r (60 ppm ) 

cr so;' 
F (100 ppm ) 

Cl- S0;= . 1 1 F Q O O p p m ) 

2,00 2,20 2,40 2,60 2,80 
Minutos 

Figura 40 
Modo de potencial constante. Desplazamiento de los tiempos de migración debido a los cam 
bios en la concentración de un componente mayoritario. Electrolito portador : 5 mM de ero 
mato sódico, 0,5 m M O F M B T ( modificador de flujo electroosmótico de Waters ), pH 8 
Muestreo: hidrostático durante 30 s a 9,8 cm de elevación. Capilar: 52 cm x 60 cm x 75|im 
Voltaje de separación: -20 K V . Detección: U V indirecta a 254 nm, costante de tiempo 0,1 
y 20 Hz de velocidad de adquisición de datos. Las concentraciones son las indicadas en h 
Tabla 7 ' ' . 
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De acuerdo con Fuch'' el capilar empleado anteriormente ( TS^m x 52 cm x 60cm ) se 
puede tratar como una disposición en serie de dos resistencias eléctricas: = resistencia de la 
zona de muestra y R ,̂ = resistencia de la columna de electrolito portador dentro del capilar. 
Una vez que la migración comienza, ocurre que los iones analito marchan de la zona de mues
tra y son recolocados con los iones del electrolito de fondo ( portador), lo que significa que la 
resistencia de la zona de muestra cambia en cierta cantidad, por causa de la diferencia de con
ductividad de los iones analito y del fondo. También la difiísión puede difiíminar los bordes de 
la zona de muestra. Todavía la zona de muestra podrá mantener su identidad como una región 
de conductividad que es diferente de la conductividad del resto del capilar; esta región podrá 
migrar con la velocidad del flujo electroosmótico detrás de los analitos de interés. A l principio 
de una separación, la resistencia total del capilar R,„, se puede calcular a partir de las resisten
cias de dos zonas principales en el interior del mismo 

Rtot=Rs + Rei (97) 

La longitud requerida de una zona de muestra, para cálculos posteriores de R, y R^„ se 
obtiene a partir de la ecuación ( 84 ) para velocidades de muestreo ( Av ), tomando para Ah = 
= 9,8 cm y para L, 60 cm. De la velocidad de muestreo resultante de 2,82 x 10"̂  cm / s, se 
obtiene la longitud de zona de muestra L^ = Av x tiempo de introducción de la muestra 
(muestreo) = 2,82 x 10'̂  cm / s x 30 s = 0,842 cm. Las dos resistencias en serie se pueden 
calcular, a partir de la conductividad específica listada en la Tabla 7 y habida cuenta de que L^ 
= 0,842 cm , L, = 60 - 0,842 = 59,158 cm 

R = — ^ = _ 5 i 8 4 2 _ 
' (Gnr^) (GTC 0,003752) 

Leí 59,158 
Rel= = • 7- (99) 

(Gnr^) (GTÜ 0,003752) ^ ' 

Con estas expresiones y para las distintas muestras consideradas, se pueden calcular los valores 
de resistencias en el sistema EC mostrados en la Tabla 8. 

Tabla 8 
Resistencias de Zonas en el Capilar Durante las Separaciones Mostradas en la Figura (40)^^. 

Muestra R, X 10-' ( a) R„xlO-'(a) R . „ . x l O - ' ( Q ) 
1 34,71 1,18 1,53 
2 9,39 1,18 1,27 
3 5,37 1,18 1,23 
4 1,33 1,18 1,21 
5 1,26 1,18 1,19 

Mediante la Ley de Ohm se puede determinar la caída de tensión para cada una de las 
dos zonas, a partir del vohaje de separación total de 20000 V , habida cuenta de que dicho 
voltaje es la suma de los voltajes parciales ( y ), correspondientes a las dos zonas del 
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capilar, lo que permite determinar la corriente eléctrica a través del mismo, y por tanto esos 
voltajes parciales. A partir de ellos se obtiene la intensidad del campo eléctrico en cada zona 
{E^ = = ^JL^ ; E^, = / L^,) resultando, para cada muestra, los valores indicados en la Ta
bla 9. 

Tabla 9 
Distribución de Campo Eléctrico en el Capilar Durante las Separaciones Mostradas en la 

Figura ( 40 y ^ 

Muestra E , [ V / c m ] E,, [ V / c m ] 

1 5390 260 

2 1756 313 

3 1037 323 

4 654 329 

5 250 335 

Como se puede apreciar en la Tabla 9 y a tenor de la ecuación (2 ), el cambio del tiem
po de migración en la Figura 40 se actualiza como consecuencia de dos tendencias contradicto
rias. E l campo en una zona de muestra decrece con el incremento de la conductividad de la 
muestra, lo que sólo contribuirá a alargar los tiempos de migración; sin embargo la zona de 
muestra es mucho más corta que la zona del capilar que está llena con electrolito portador, y la 
dirección del cambio de fuerza eléctrica con el electrolito es así decisiva. La fuerza del campo 
dentro del electrolito portador aumenta al ir desde muestras de más baja conductividad a mues
tras de más alta conductividad, causando altas movilidades y cortos tiempos de análisis. 

c) Efecto de las Velocidades de Migración sobre las Áreas de Pico 
En las dos secciones anteriores hemos visto como la temperatura y la conductividad de 

la muestra pueden influenciar a los tiempos de migración en EC. En esta sección analizaremos 
el efecto de los cambios en los tiempos de migración sobre las áreas de pico. Por motivos de 
simplificación, asumimos que la zona electroforética tiene una anchura constante y una concen
tración de analito constante, esto es razonable porque el ensanchamiento de la zona por difií-
sión longitudinal es mínimo. Evaluaremos la magnitud de la variación de las áreas de pico para 
la misma cantidad de analito, registrado a diferentes velocidades de migración; en la mayoría 
de los casos estos cambios en los tiempos de migración ocurten por cuatro mecanismos 
diferentes: 

Primero, por cambio de la intensidad del campo eléctrico ( diferentes voltajes de sepa
ración, diferentes conductividades de la muestra, diferentes diámetros de capilar, diferente: 
temperaturas, etc.). 

Segundo, por cambios de viscosidad ( debido a cambios de temperatura, composiciói 
del disolvente orgánico, etc.). 

Tercero, por cambios en el flujo electroosmótico ( ej: pH, viscosidad, cambio del nú 
mero de cargas de la pared del capilar, etc.). 

Cuarto, por cambios en las movilidades electroforéticas de los analitos debido a cam 
bios en los equilibrios de disociación, paridad iónica, interacciones con la pared, etc. 

Obviamente los picos en EC se pueden aproximar a curvas gausianas. Una curva d 
distribución gausiana muestra los efectos de una difusión longitudinal. Las zonas de analito n 
sólo se ensanchan en la dirección de migración sino también, como vimos anteriormente e 
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dirección opuesta. En consecuencia, el problema es registrar la misma distribución de concen
tración sobre diferentes longitudes de tiempo. Una zona de analito de distribución longitudinal 
de concentración, produce los mismos valores, sin cambios de máximas y mínimas deflecciones 
de la señal del detector, independientemente de la rapidez con que se mueva. Estos cambios 
son de anchura de zona. En términos de parámetros caracterizadores de las curvas gausianas, 
podemos llamarla una distribución de altura constante, h y con cambios en la varianza o^. 

d) Efecto de las Velocidades de Adquisición de Datos 
La resolución a lo largo de la coordenada del tiempo se determina por la frecuencia de 

muestreo de un convertidor A/D. En orden a preservar la integridad de una señal analógica, el 
operador se inclina naturalmente a escoger la frecuencia más alta posible que es de 50 a 60 
puntos por segundo en la mayoría de los instrumentos. Esta aproximación crea una gran de
manda de almacenamiento de datos en un laboratorío computerizado, por ello y para evitar el 
traslado de datos en exceso, por ejemplo de disco duro a un disco flexible, muchos operadores 
trabajan a bajas velocidades de muestreo. Según la fórmula deducida por Rosi '" , las velocida
des de muestreo apropiadas se pueden estimar a partir de anchuras de pico 

33 3 
% £ = ^ ^ 7 f - (100) 

donde % E es el porcentaje de error cometido en la medida de un área de pico gaussiana, n es 
el número de puntos de datos que describen un pico a lo largo del eje x (velocidad de mues
treo), h es la altura de una curva gausiana, e At es el intervalo de tiempo del pico. 

Para un pico gaussiano de altura unidad y anchura un segundo, se puede probar por 
ejemplo, primero una velocidad de muestreo de 5 puntos / s; el error generado por el muestreo 
es 1,33 %. Si se incrementa la velocidad de muestreo a 10 puntos / s, el error en el área medida 
por el muestreo viene a ser solo de 0,33 %. En sentido estrícto la ecuación ( 100 ) es admisible 
sólo para picos gaussianos, y sólo bajo condiciones óptimas los picos en E C son gaussianos. 
Un modelo útil de la función gaussiana modificada exponenciahnente ( E M G ) se desarrolló 
por modelización matemática de picos cromatográficos distorsionados, en este trabajo Rosi'" 
estableció e l " software " para la integración numérica de curvas E M G (ver Figura 38 ). 

e) Procedimientos de Normalización en EC 
Los parámetros experimentales fluctuantes pueden causar variaciones en los tiempos de 

migración y en las áreas de pico. Dentro de un margen estrecho de tiempos de migración, po
demos esperar que las áreas de pico sean función lineal de los tiempos de migración. En la ma
yoría de los casos las áreas de pico pueden ser así normalizadas, simplemente por división con 
los tiempos de migración correspondientes. Según Grossman y colaboradores'^ para fluctua
ciones más complejas de los tiempos de migración, se tienen que emplear las correcciones más 
apropiadas desarrolladas por Ackermans, Everaerts y Beckers'^''^. 

Inicialmente los cálculos de las movihdades iónicas efectivas ( 3 ) fiíeron sugerídos 
como una buena aproximación a la normalización de los datos de migración. 

Lee y Yeung'^ apuntaron que la movilidad electroforética también está afectada por los 
cambios en la viscosidad de un electrólho portador ( 10 ), y además estos cambios de viscosi
dad con la temperatura son las causas más fi-ecuentes de imprecisión en los tiempos de migra
ción. Por otra parte mostraron que un cálculo del cociente de movilidades o de tiempos de 
migración de los picos en una misma separación, es un camino efectivo para elmiinar la influen
cia de la viscosidad sobre los datos de migración. Así por ejemplo, se puede dar lugar a un 
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cociente de movilidades efectivas para un analito y un pico de referencia de especies monova
lentes pertenecientes a un mismo electroferograma. Si empleamos la ecuación ( 6 ) , obtenemos 

o4l) ^ion{referencia) 
\^ion{referenciá) ^ion(\) (101) 

Si por simplicidad se asume que el término ligoF ecuación ( 3 ) es despreciable, podemos 
extender la validez de la ecuación (101 ) a los tiempos de migración observados 

tion{referencia) _ M-;o«(l) îon(referencia) 
tjonil) \^ion{referencia) fionil) (102) 

donde los tiempos de migración para el pico analito y el pico de referencia corresponden a los 
valores obtenidos a flujo electroosmótico cero. Las ecuaciones ( 101 ) y (102 ) no incluyen un 
término dependiente de la viscosidad. Aún en los casos donde la magnitud del flujo electroos
mótico no puede considerarse despreciable, los cálculos numéricos muestran que una normali
zación de los tiempos de migración, por el uso de un pico de referencia, eliminan efectivamente 
alguna influencia de la viscosidad. 

Considerando la influencia de la temperatura para un sistema de separación empleado, 
que exhibe una contribución significativa del flujo electroosmótico sobre la movilidad aparente 
de los iones analitos, se obtienen los datos de la Tabla 10.^' 

Tabla 10 
Tiempos de Migración (min) de Aniones a Diferentes Temperaturas. 

Temp. 
f C) 

B f , cr N O ; , . F- HPO;^ H C O ; 

60 1,984 1,913 1,944 1,974 2,015 2,305 2,353 2,595 
. .55 1,918 1,938 1,971 1,998 2,041 2,331. . 2,373, 2,618 
50 1,951 1,971 2,003 2,031 2,073 2,368 2,418 2,661 
45 1,976 1,997 2,033 2,058 2,101 . 2 , 4 0 3 2,448 2,701 
32 • , 2,031 2,053 2,094 2,117 2,158 2,485 2,538 • \ 2,793: 
29 2,057 2,081 2,121 2,143 2,184 ' 2,515 • 2,568 ' : 2,823• 
25 2,096 2,116 2,162 2,184 2,224 2,568 2,623 2,881 

Ahora si se calculan las razones de los tiempos de retención, en este caso, prueban ser 
un método efectivo de eliminación de los desajustes inducidos por la temperatura. Si se toma 
como referencia el pico del Br" se obtienen los datos de la Tabla 11 ̂ ^ También se incluyen los 
% RSD para cada uno de los aniones 
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Tabla 11 
Normalización por Razones de Tiempos de Migración (min) de Aniones a Diferentes 

Temperaturas/' 

Temp. 
(°C) 

Br cr N O ; NOj- F HPO;^ HCO3-

60 1 1,01 1,026 1,042 1,064 1,217 1,242 1,37 

55 1 1,01 1,027 1,042 1,064 1,215 1,237 1,365 

50 1 1,01 1,027 1,041 1,063 1,214 1,239 1,363 

45 1 1,011 1,029 1,042 1,063 1,216 1,239 1,366 

32 1 1,011 1,031 1,042 1,063 1,224 1,25 1,375 

29 1 1,011 1,031 1,042 1,063 1,223 1,248 1,372 

25 1 1,01 1,031 1,042 1,061 1,225 1,251 1,372 

% RSD 0,053 0,213 0,036 0,101 0,383 0,468 0,342 

Los datos de migración normalizada que se obtienen fluctúan alrededor de un 0,5 % 
para las temperaturas ambientes investigadas. Así la normalización por razones de tiempos de 
migración mejora la precisión de los resultados para un gran número de situaciones. Además 
este tipo de cálculo se puede realizar automáticamente por la mayoría de los integradores 
como parte de su rutina estándar interna. 

2.4 EJEMPLOS DE APLICACIÓN DE EC COELECTROOSMÓTICA 
La E C Coelectroosmótica depende de las diferencias de movilidad de los iones de bajo 

peso molecular, que normalmente son mayores, o se pueden hacer más grandes que las de las 
moléculas biológicas más importantes. Las separaciones coelectroosmóticas hacen uso de el 
flujo electroosmótico para aumentar la movilidad electroforética. 

La aproximación coelectroosmótica a las separaciones electroforéticas de iones se ha 
desarrollado recientemente en el marco de una metodología comprensible, que también incluye 
la detección U V indirecta. Para esta técnica se propuso un nombre nuevo: Electrophoretic 
Capillary Ion Analysis : CÍA E l método CÍA viene definido por una realización óptima de 
las condiciones siguientes: 

P) La Condición del Flujo Electroosmótico : Para satisfacer esta condición, el analito 
debe ser obligado a migrar en la dirección del flujo electroosmótico. Para el análisis 
de cationes, esto se realiza mediante la asignación de polaridad positiva a la zona de 
inyección de la muestra, y utilizando la dirección natural de la electroósmosis en los 
capilares de sílice fiandida, que es hacia la zona negativa del sistema. Para el análisis 
de amones, la zona de inyección de la muestra tiene polaridad negativa, y la direc
ción natural del flujo electroosmótico en el capilar de sílice fundida se invierte hacia 
la zona positiva del sistema, mediante adición de un aditivo conveniente o por la mo
dificación química de la pared del capilar. 

2*) La Primera Condición del Similión : La movilidad de los iones del analito debe ser 
lo más parecida posible a la de los similiones del electrolito portador. La desigualdad 
de movilidades da como resultado picos con deformaciones, y deterioro de la resolu
ción de los picos, que migran estrechamente. 
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3̂ ) La Segunda Condición delSimilión : La longitud de onda de máxima absorción U V 
de los similiones del electrolito debe ser lo suficientemente mayor o menor que la de 
los iones del analito. La sensibilidad estará comprometida a menos que los similiones 
del electrolito portador generen una absorción U V de fondo a una longitud de onda 
a la que la absorción de los similiones del analito sea mínima o inexistente. 

4 )̂ La Condición del Electroapilamiento : La sensibilidad de la detección se optimiza y 
se eliminan los picos del sistema, si hacemos que la fijerza iónica total de la muestra 
sea menor que la del electrolito portador. 

1. TiosuUato 19.0-ftalato 
2. Bromuro 20. Galactarato 

3. Cloruro 21. Carbonato 

4. Sulfato 22. Acetato 

5. Nitrito 23. Ooroacetato 

6. Nitrato 24. Etanosulfonato 

7. MoUbdato 25. Propionato 

8. Crido 26. Propanosulfonato 

9. VVolframato 27. DI - aspartato 

10. Monofluorofosfato 28. Crotonato 

ll.aorato 29. Butirato 

12. a t r a t o 30. Butanosulfonato 

13. Fluoruro 31. Valerato 

14. Fonniato 32. Benzoato 

15. Fosfato 33. L - glutamato 

16. Fosfito 34. Pentanosulfonato 

17. aorito 35. D - glnconato 

18. Glutarato 36. D - galactouronato 

< 

O 

1.40 1.60 1.80 2 . 0 0 2 . 2 0 

Minutos 
2.40 2 . 6 0 2 . 8 0 

Figura 41 
Separación de 36 aniones por CÍA. L a concentración de todos los componentes está dentro 
del rango entre 0,3 y 3,3 ppm. La muestra fiíe introducida por electromigración durante 15 s 
a 1 K V . Electrolito portador: 5 mM de cromato, 0,4 mM de O F M BT ( modificador de flu
jo electroosmótico de Waters ), pH 8. Capilar: 52 cm x 60 cm x 50 pm, de sílice fimdida. 
Vohaje de separación: - 30 K V . Detección: U V indirecta a 254 nm.™ 
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5") La Condición de Kholrausch : La introducción de muestra electromigrativa se pue
de optimizar más allá de las mejoras llevadas a cabo por electroapilamiento, si las 
condiciones analíticas se aproximan a un estado estacionario isotacoforético. 

A causa de que los detectores U V predominan en los instrumentos comerciales de EC, 
la CÍA tiene una muy frecuente utilización en metodología coelectroosmótica. A continuación 
veremos algunas reglas adicionales de optimización y algunos ejemplos de aplicación de este 
método.Las capacidades generales de CÍA quedan ilustradas en la Figura 41 y en la Tabla 12. 

Tabla 12 
Orden de Migración de los Aniones en CÍA* 

1 tiosulfato 19 o-flalato 

2 bromuro, cromato 20 galactarato, perclorato 
3 cloraro 21 carbonato, metanosulfonato, glicolato, 

selenito 
4 sulfeto. sulfuro 22 acetato, oxalacetato, piruvato 

5 nitito, ioduro 23 cloroacetato 
6 nitrato, seleniato. oxalato 24 etanosulfonato, trifíuoroacetato, propionato, 

dicloroacetato, lactato 
7 molibdato, ortovanadato 25 propanosulfonato, glicerato 
8 azida 26 DL-aspartato 

9 wolframato 27 crotonato 

10 monofluorofosfato 28 butirato, a-hidroxibutirato 
11 clorato 29 butanosulfonato 

12 citrato, isocilrato, tramaconitrato, 
metavanadalo, sulftto 

30 valerato, 2-hidroxivalerato 

13 fluoruro, maléate, malonato,fitmarato 31 benzoato 

14 formiato. cianuro, brómalo 32 L-glutamato, sorbato 
15 fosfato, a-cetoghitarato, succinato, 

tartrato, arseniato, trimesato 
33 pentanosulfonato 

16 fosfíto 34 pentanosulfonato 

17 clorito 35 D-gluconato, shikimato 
18 glutarato, tiocianato 36 D-galactouronato, gliicouronato, hexano, 

heptanosulfonato 

° - Los aniones referidos en letra normal corresponden a los picos de la Figura 36. 
- Los aniones referidos en negrita tienen comportamiento migracional sensible a los cambios del mo

dificador del flujo elearoosmótico. 
- Los aniones referidos en itálica son aniones no incluidos en el electroferograma de la Figura 36 pe

ro que tienen ima migración aproximada a ellos. 

- Los aniones subrayados son separados mejor a pH distinto de 8,0.™ 
- Los datos de migración para los aniones referidos en negrita y en cursiva son sólo aproximados y 

están fuertemente influenciados por el pH y/o cambios en las condiciones analíticas. La mayoría de 
los picos vecinos están resueltos solamente en capilares de 50 (im y no en capilares de 75 ixm (ej. 
glicolato y cloroacetato). 
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2.4.1 Ajuste de la Selectividad de Separaciones Aniónicas 
Las diferencias mínimas entre las movilidades electroforéticas de los iones, fiíe un argu

mento que se dio para no permitir la separación de mezclas complejas. Esta percepción preli
minar se ha ido reemplazando gradualmente por la realización de numerosos mecanismos de 
separación auxiliares, enumerados anteriormente, que se pueden emplear para aumentar la se
lectividad, más allá del grado permitido por la mera adición de los vectores electroforético y 
electroosmótico. 

La influencia del pH del electrolito portador sobre el comportamiento de migración de 
los iones de los ácidos débiles es uno de los primeros mecanismos utilizados para el ajuste de la 
selectividad. La Figura 42 representa la dependencia de los tiempos de migración de los anio
nes de ácidos débiles y fuertes con el pH. Como es de esperar sólo los aniones de los ácidos 
débiles, borato y carbonato, exhiben grandes cambios de los tiempos de migración con la varia
ción del pH. La disminución uniforme que se observa en los tiempos de migración más allá del 
pH= 11,5 está causada por el incremento de la contribución del flujo electroosmótico a las mo
vilidades observadas para los distintos iones analitos ( ecuación ( 8 ) ). La velocidad del flujo 
electroosmótico se incrementa con el pH porque hay un mayor grado de disociación de los 
grupos silanoi sobre la pared del capilar. Este incremento en el número de grupos silanoi diso
ciados conduce a la vez a un correspondiente incremento de la densidad hemimicelar y a valo
res de potencial zeta más altamente positivos. 

7 T 

8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 

pH del electroUto 

Figura 42^' 
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Algo inesperados son los cambios ocasionales en la selectividad debido a la variación 
de concentración de los electrolitos portadores. Así en la Figura 43 vemos que a bajas concen
traciones de electrolito, el ion sulfato migra junto al cloruro y conforme va aumentando la con
centración de cromato, gradualmente se va separando del cloruro hasta que se mezcla con el 
nitrito. Este cambio de la movilidad del sulfato esta causado probablemente por el cambio de la 
carga efectiva debido al incremento de la fuerza iónica. L a tendencia general al alargamiento de 
los tiempos de migración con el incremento de las concentraciones de cromato se puede expli
car por un incremento en las corrientes de separación y el correspondiente incremento del cam
po eléctrico en el capilar lleno con electrolito portador. 

1.B -J . 1 . , , 1 , , , , . ¡ . , , 

2 3 4 S 5 7 3 9 1 0 

Concentración de cromato ( m\I) 

Figura 43 ^ 

Se pueden inducir cambios pronunciados en la selectividad mediante la variación de las 
concentraciones de los modificadores de flujo electroosmótico, que usualmente es una sal de 
alquilamonio. Esto se puede apreciar en la Figura 44, donde se han empleado valores normali
zados de los tiempos de migración (los respectivos tiempos de migración fueron divididos por 
el tiempo de migración del cloruro obtenido a la misma concentración del modificador ), para 
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separar el prolongamiento gradual de todos los tiempos de migración con el incremento de la 
conductividad del electrolito, de los efectos específicos observados para Br*, SO;^ y NOj" . 
Estos iones se comportan gradualmente como un grupo y muestran una variación distinta hacia 
tiempos de migración mayores conforme aumenta la concentración del modificador. L a dife
rencia entre los datos de migración de estos tres iones por un lado y el resto por otro, se debe 
probablemente a las diferentes tendencias que pasan a través de la paridad iónica con el modifi
cador de flujo electroosmótico"*". 

Concentración de modificador de flojo electroosmótico ( mM ) 

Figura 44 

La adición de disolventes orgánicos a los electrolitos portadores puede conducir a cam
bios pronunciados en el orden de migración. Este hecho fije estudiado por Buchberger y Ha-ádñé"^ y la tendencia general hacia un alargamiento de los tiempos de migración con el 
incremento de un disolvente parece justificar una explicación basada en la influencia de la pari
dad iónica. Así, las variaciones llevadas a cabo por los disolventes orgánicos, representan una 
herramienta muy útil para la adaptación de las condiciones analíticas, de acuerdo con las nece
sidades de los diferentes tipos de muestras. 
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Un cambio en el componente principal del electrolito portador raramente cambia el or
den de migración, sin embargo las separaciones pueden verse influenciadas por una mejora o 
un deterioro de la resolución entre picos vecinos. De gran valor práctico es la posibilidad de 
ajustar el orden de migración con la ayuda de las interacciones metal - ligando. 

La selectividad de los aniones de baja movilidad (como carbonato, fluoruro, carboxila-
to, sulfonatos, etc.) se puede modificar invirtiendo completamente el orden de migración, cam
biando del modo coelectroosmótico al modo contraelectroosmótico. 

En resumen, un usuario de EC Coelectroosmótica tiene a su disposición una gran 
variedad de herramientas para el ajuste de selectividad. La resolución de picos vecinos se opti
miza escogiendo diferentes electrolitos o empleando la complejación, como modo auxiliar de 
separación. Una inversión del orden de migración de picos emparejados, se resuelve completa
mente por el cambio de la concentración del modificador de flujo electroosmótico, o por adi
ción de disolventes orgánicos al electrolito portador. Un cambio acompasado del orden de 
migración se puede completar para analitos de baja movilidad por un cambio del modo coelec
troosmótico al modo contraelectroosmótico. 

2.4.2 Modulación de la Selectividad para Separaciones EC Catiónicas 
El primer trabajo de separación electroforética capilar de cationes data del año 1967 y 

fue realizado por Hjerten, que describió la separación de Bi y Cu bajo condiciones coelectroos
móticas, empleando ácido láctico como componente principal del electrolito portador. Contra
riamente al caso anterior, el número de trabajos que discuten separaciones E C de cationes 
inorgánicos^''*^'^"'"" ha sido relativamente bajo. La razón de ello puede ser la dificuhad conside
rable encontrada en el desarrollo inicial de las separaciones de cationes. La estrecha correlación 
del orden de los tiempos de migración de pequeños iones con valores de movilidades electrofo
réticas (ii¡), que a su vez son directamente proporcionales a las conductividades iónicas equi
valentes ( ) disponibles en la bibliografia, se ha discutido anteriormente. Esta correlación 
indica que algunas parejas de iones, de idénticas o similares conductividades pueden ser difíci
les de resolver dependiendo sólo de su comportamiento de migración cuando están libres, o 
cuando están en forma incompleta. Esto se puede ver en la Figura 45. 

Las conductividades iónicas equivalentes del amonio y el potasio son idénticas y los pi
cos para los dos cationes comigran en una separación basada únicamente en las movilidades 
electroforéticas ( Figura 45(a)). Como se muestra en la Figura 45(b) este problema de separa
ción se mejora variando el pH a un nivel donde la protonación del amonio, que es una base dé
bil (pK=4,75), sea parcialmente suprimida. Asi se resuelve el problema cambiando el pH de 
6,15 a 8,5 , con lo que la velocidad de migración aparente de este catión se reduce, mientras 
que la de el potasio permanece invariable ya que el comportamiento migracional de los catio
nes más fuertemente básicos permanece sin cambios. Además, este cambio de pH hace que los 
tiempos de migración de todos los cationes sean más cortos, debido a que la velocidad del flujo 
electroosmótico se ve incrementada a pH alto. 

El gráfico de la Figura 46 representa los valores tabulados de las conductividades ióni
cas equivalentes límite, frente a los números secuenciales de los metales, asignados dentro de 
grupos arbitrarios de acuerdo con los valores de las conductividades iónicas equivalentes^'. Ve
mos que hay dos parejas de iones ; Sr - C a , que tienen valores muy próximos de conductividad 
equivalente y Na - Mg , que difieren sólo muy ligeramente en sus respectivos valores de con
ductividad equivalente, por tanto podemos predecir, de acuerdo con lo dicho anteriormente, 
que Sr comigra con Ca y que Na no podrá ser resuelto completamente de M g , en una separa
ción coelectroosmótica, como se puede ver en la Figura 47(a). Si, de acuerdo con lo dicho an
teriormente, intentamos cambiar el pH para mejorar la falta de resolución, podemos causar la 
precipitación de los cationes del analito, con lo que se evitaría su separación electroforética. 
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Sin embargo si se aflade el ácido cítrico al electrolito, los cationes alcalinotérreos podrán parti
cipar en grado diferente, de acuerdo con sus respectivas constantes de estabilidad, en un equili
brio de complejación con el ligando citrato. E l efecto neto de tales interacciones es una 
disminución de la concentración de catión libre y un correspondiente ralentizamiento de la ve
locidad de migración aparente. Así Ca""̂  y Sr*^ son ralentizados de forma diferente y resueltos, 
y la resolución de Na"̂  y Mg""^ se realiza por la ralentización del Mg*^ sin afectar al Na"", como 
se muestra en la Figura 47(b). 

P 

00 

(a) 
pH = 6,15 

1,2 

Ion A . 
Li" 38,6 

Na* ' 50 

NH,-" • 73,5 

73,5 

4-
1,6 

< 

00 

(b) 

1,8 2,0 

Minutos 

pH = 8,5 

2,2 2,4 

1 

A 

1,2 1,4 , „ • 1,6 
Minutos 

1,8 

^ Comigración 

Figura 45 
a) separación de cationes alcalinos en presencia de amonio. Se emplea un capilar de sílice 
fiíndida de 52 cm X 60 cm x 75 jxm, a + 25 K V , con detección U V indirecta a 214 nm y 
electrolito portador de 5 m M de morfolinoetanosulfonato ( M E S ), ajustado a pH=6,15, e 
introducción hidrostática de muestra durante 30 s a una altura de 9,8 cm; b) todos los pará
metros se mantienen excepto el pH que se ajusta a 8,5. L a concentración de los cationes en 
ambos casos es de 0,4 ppm. Identificación de picos: 1) Potasio, 2) Amonio , 3) Sodio, 4) 
Litio}' 
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Metales colocados en orden creciente de conductividad iónica equivalente 

Figura 46 99 

El alargamiento de los tiempos de análisis por la deceleración introducida por la com
plejación de los cationes del analito, se puede prevenir incrementando un poco el pH del elec
trolito, lo que conduce a un incremento compensatorio del flujo electroosmótico. E l efecto de 
el equilibrio de complejación sobre las velocidades de migración, junto con los correspondien
tes vectores electroforético y electroosmótico, se muestra en la Figura 48, donde se observa la 
modificación de la movilidad iónica p por complejación. La movilidad del catión M se reduce 
por la complejación con el ligando A"*'. 

Llegado a este punto haremos un breve comentario sobre el papel del similión del elec
trolito portador. E l reactivo U V CAT1( Waters) es un catión que absorbe en el U V , haciendo 
posible la detección indirecta de los cationes del analho. Su absortividad molar es alta a 214 
nm, pero su movihdad electroforética es demasiado lenta para efectuar una separación como la 
de la Figura_45(a), que es demasiado rápida para él; pero después de la adición de un agente 
complejante que ralentize la velocidad de migración de los iones del anaUto, se produce un em
parejamiento mejor de las movilidades electroforéticas y como consecuencia de ello, una mejo
ra de la forma de los picos que antes poseían una asimetría fi-ontal. 

Por últúno en las Figuras 49 y 50 vemos los electroferogramas obtenidos para una 
mezcla de metales alcalinos, alcalinotérreos y de transición que fiaeron generados con un elec
trólho que contenía ácido hidroxibutírico ( H I B A ) como agente complejante. 
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SinCitrato 35 "̂ '̂  

A 
1,6 min 3,0 min 

Intervalo temporal de 1,4 min 

a) 

0,021 mM de Citrato 

4 5 6 

b) 
1,0 min 

Intervalo temporal de 1,5 min 
2,5 min 

Figura 47 
Dos electroferogramas que representan la separación de una mezcla de cationes de los gru
pos I A y II A ; a) se emplea un capilar de sílice fiíndida de 52 cm x 60 cm x 75 |im, a + 25 
K V , con detección U V indirecta a 214 nm y electrolito portador de 5 m M de U V C A T 1 ( 
Waters ), a pH = 5,2 e introducción hidrostática de muestra durante 30 s a una altura de 
9,8 cm; b) todos los parámetros se mantienen excepto la composición ( 5 mM de U V C A T 
1 , 0,021 mM de ácido cítrico ) y el pH ( 5,5 ) del electrolito portador. Las concentraciones 
e identidades de los picos son: 1) Potasio (0,5ppm), 2) Bario (1,0ppm), 3) Estroncio (0,6 
ppm), 4) Sodio (0,5 ppm), 5) Calcio (0,4 ppm), 6) Magnesio (0,2 ppm), 7) Litio (0,5 
ppm)""''' 
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Movilidad de Cationes en el Capilar 

Vector Movilidad 

Figura 48 

8. 
7. 

3,3 min Tiempo (min) " '^ 

Figura 49 
Separación de una mezcla de amonio con cationes de los grupos I A y II A. Se emplea un 
capilar de sílice fundida de 52 cm x 60 cm x 75 pm, a + 20 K V , con detección U V indirecta 
a 185 nm y electrolito portador de 5 m M de U V C A T 1 ( Waters ), 6,5 m M de ácido a -
hidroxiisobutírico (HIBA) y 2,0 mM de éter 18 - corona - 6, e introducción hidrostática de 
muestra durante 30 s a una altura de 9,8 cm. Las concentraciones e identidades de los picos 
son: 1) Amonio (1,0ppm), 2) Potasio (1,0ppm), 3) Calcio (0,7ppm), 4) Sodio (0,6ppm), 
5)Magnesio (0,4ppm), 6)Estrottcio (1,5ppm), 7) Bario (2,0ppm), 8) Litio (0,2ppm).'^ 



APÉNDICE 2 2.93 

13 

3,0 min Intervalo temporal de 5,0 min 

Figura 50 
Separación simultánea de una mezcla de metales alcalinos, alcalinotérreos y de transición 
por electroforesis capilar. Se emplea un capilar de silice fundida de 32 cm x 37 cm x 75 
[im, a + 20 K V , con detección U V indirecta a 214 nm y electrolito portador de 5 mM de 
U V CAT 1 ( Waters ), 6,5 m M de H I B A a pH = 4,4, e introducción hidrostática de mues
tra durante 30 s a una altura de 9,8 cm. Las concentraciones e identidades de los picos son: 
1) Potasio (0,8 ppm), 2) Bario (1,5 ppm), 3) Estroncio (1,5 ppm), 4) Calcio (0,7ppm), 5) 
Sodio (0,6ppm), 6) Magnesio (0,4ppm), 7) Manganeso (0,8ppm), 8) Cadmio (0,8ppm), 
9) Hierro(II) (1,0 ppm), 10) Cobalto (0,8 ppm), 11) Plomo (1,0 ppm), 12) Níquel (0,6 
ppm), \3)Litio (0,2 ppm), 14) Zinc (0,4 ppm), 15) Cobre (0,6ppm)''' 
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2.5 VALIDACIÓN DEL MÉTODO EC EMPLEADO 
Cuando se trata de analizar una muestra determinada, se debe validar el método em

pleado. Para ello, partiendo de la base de que todas las muestras se hayan preparado de la mis
ma forma, se incluyen tres parámetros en el test de viabilidad de resultados del sistema, para 
una muestra analizada por un método EC determinado ( CZE, M E C C , etc.), y que correspon
den a la reproducibilidad del tiempo de migración, de la respuesta del pico y de la resolución. 

Asi, se inyecta una disolución de un estándar determinado seis veces, para el conjunto 
de estas inyecciones se calcula la desviación estándar ( D E ), la desviación estándar relativa 
(%DER) para cada área de pico ( V-min ), la altura de pico ( V ) y el tiempo de migración 
(min), de cada inyección. Se considera el método validado si % D E R < 2 para éste análisis en 
continuo. 

Adicionalmente, se debe verificar la preparación del estándar que se emplea, preparan
do un duplicado del mismo con las mismas concentaciones. Uno de ellos se emplea como el es
tándar analítico ( estándar externo ) y el otro se emplea para validarlo ( como si fiíese muestra 
desconocida ). Se comparan las respuestas promediadas de área de pico de los dos estándares 
y su resultado se convierte en tanto por ciento. Los resultados de las seis inyecciones ( de cada 
uno de los seis estándares ) deben estar en el rango de 98 a 102%. 

Además, se debe comprobar la linealidad de respuesta del detección del sistema em
pleado ( U V indirecta ). Para ello se construye una curva de calibración, empleando cuatro o 
más concentraciones de soluto en el estándar ( p. e., 4 estándares iguales ( con los mismos io
nes ) a 4 concentraciones distintas ). Se calcula la regresión lineal y se determina la pendiente 
correspondiente a cada estándar, obteniéndose también su varianza, su ordenada en el origen, 
sus intervalos de confianza y su coeficiente de correlación. 
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Apéndice 3 

ASPECTOS ECONÓMICOS EN PROCESOS ED 

SUMARIO: 3. l.Factores Económicos en ios Procesos ED. 3.2.Análisis de Costes. 

3.1. FACTORES ECONÓMICOS EN LOS PROCESOS ED 
La elección de un proceso de membrana u otro para una separación dada, se basa 

por completo en consideraciones de tipo económico. ¿ Qué factores determinan la 
economía de un proceso ?. No existe una respuesta totalmente clara; de hecho los costes 
tienen que calcularse para cada problema de separación en concreto y por ello las 
consideraciones que veremos aquí son generales. 

Así, por ejemplo, para el tratamiento de aguas residuales, la economía ED es 
mas favorable en el caso de aguas de alimentación con contenido en sólidos totales 
disueltos (STD) no muy alto. Como el rechazo de sales varía entre un 45 a 55% por 
etapa, una alimentación con alta salinidad necesitará un niimero elevado de etapas 
sucesivas para la producción de un agua purificada con un contenido en STD bajo, con 
el consiguiente incremento de costes. 

Además de la naturaleza del agua de la alimentación y del grado de desalación 
deseado, existe otra característica importante en un estudio económico, tal cual es el 
tamaño de la planta. Para plantas de gran capacidad podemos hacer las siguientes 
consideraciones económicas: 
V) E l niímero de pilas disminuye empleando membranas de mayor área. 
2̂ ) En una pila se pueden incorporar varias etapas. 



3.2 CARACTERIZACIÓN, EVALUACIÓN Y OPTIMIZACIÓN DE UNA PLANTA EDR 

3*) Una sola bomba puede alimentar a varias etapas en serie. 
4*) Un sólo panel de control puede servir a un número de pilas que comprendan un 

bloque único de producción. 
Para el caso de plantas extremadamente grandes, es ventajoso tener una cantidad 

de bloques de producción independientes, cada uno provisto de sus bombas, 
rectificadores y paneles de control. Esto permite flexibilidad en la transfiarmación de la 
planta, y aislamiento de los bancos de membranas para limpieza y reemplazo de las 
mismas. Consecuentemente el coste de planta por unidad de producto se estabiliza 
conft)rme aumenta el tamaño de la planta. 

En general el coste de una instalación dada viene determinado por dos 
contribuciones: los costes de inversión y los costes de operación y mantenimiento 
[Larson-1979 y GIueckstern-1984]. 

3.1.1 Costes de Inversión 
Los costes de inversión en la instalación se pueden dividir en tres partes: 

a) Módulos de membranas 
b) Coste de tuberías, bombas, electrónica y depósitos 
c) Pretratamiento y postratamiento 

En orden a calcular el precio por litro, m' o K g de producto, los costes de 
inversión se contemplan durante un período finito, generalmente de 10 años, 
amortizándose el interés de capital durante el mismo. 

3.1.2 Costes de Operación y Mantenimiento 

Los costes de operación y mantenimiento de la instalación se pueden dividir en 
cuatro partes: 

a) Consumo de potencia 
En ED se separan las sales del agua y en este proceso se emplea C.C. procedente 

de un rectificador que opera usualmente con una eficiencia elevada. Como los iones de 
la disolución transportan la mayor cantidad de corriente eléctrica, la potencia requerida 
es directamente proporcional a la sal eliminada. 

b) Operación de Planta 
Las plantas ED, tienen varias partidas que requieren el esfiaerzo de uno o más 

operarios: 
1) Preparación de disoluciones acidas e inhibidoras de precipitación, cuando 
sean necesarias. 
2) Preparación de las disoluciones de limpieza y verificación de dicho 
proceso mientras este en fijncionamiento la planta. 
3) Detección y localización de fallos en las celdas electrodialíticas. 
4) Desmontaje de la pila para el reemplazo de membranas, espaciadores y 
juntas defectuosas. 
5) Limpieza manual de las membranas cuando sea necesario. 
6) Análisis químico del agua producto. 

Además de estas partidas se debe incluir el trabajo empleado en el manteni
miento y reparación de tuberías y bombas. 

Conforme aumenta el tamaño de la planta disminuyen los costes de operación y 
mantenimiento. Se debe hacer notar que estos costes asumen un pretratamiento 
adecuado del agua de alimentación y una correcta operación de la planta ED, lo 
contrario acarrearia un aumento drástico de los mismos. 
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c) Mantenimiento de materiales 
El mantenimiento de las bombas es una partida importante. Las presiones 

liberadas por el fluido circulante y las bombas de alimentación son de 90 psig o 
menores, si bien, el suministro no es severo, la alimentación es corrosiva y se requiere 
un reemplazo de los impulsores, sellos, soportes y contenedores de las bombas de 
alimentación y recirculación. 

Una partida corriente y que no suele tenerse en cuenta, es el recambio de los 
cartuchos de los filtros. Su fi-ecuencia de cambio viene determinada por las 
caracteristicas y composición química del agua de alimentación, asi como por la bondad 
de su pretratamiento. Puede variar desde una vez cada dos semanas hasta tres o cuatro 
veces al año. 

Un tercer componente es el coste de los limpiadores químicos. Aún con un buen 
pretratamiento, según el caso, puede ser necesario efectuar una limpieza en marcha cada 
dos o cuatro semanas. 

d) Recambio de membranas 
Como su deterioro no es uniforme, de la experiencia se puede extraer la 

conclusión de que como norma de seguridad se puede estimar un recambio de 
membranas de entre un 10 a un 14% del total por año. La mayoria de los fallos ocurren 
en las membranas amónicas. Además, las membranas próximas a los electrodos fallan 
con mas frecuencia debido a que la contaminación química es más severa allí, y más 
elevada la temperatura, y consecuentemente puede ser necesario reemplazarlas con una 
frecuencia de 8 a 12 meses. Durante el recambio de las membranas, también se 
cambiarán los espaciadores y juntas defectuosos, cuyo deterioro se estima en un 5% 
anual. Además, los electrodos de la pila E D requieren un recubrimiento una vez cada 
cinco años. 

3.2. ANÁLISIS DE COSTES 

A través de la fianción de producción relacionamos los factores de producción 
{"'inpuís") con las unidades de producto Coutpiíts"). 

Factores de 
Producción Proceso Productivo Unidades de 

Producto 

La eficiencia de una planta (o de una empresa en general), tanto desde un punto de vista 
técnico como económico, vendrá medida por el volumen de "'ojitpiíís" que se pueden 
alcanzar para un volumen determinado de ''inputs". 

Podemos definir una función de producción Q, para un determinado producto X , 
como dependiente de las cantidades ( q i , q 2 , , qn ) de cada uno de los factores de 
producción ( x i , X 2 , , Xn ) empleados: 

Q = f ( q i , q 2 , , qn ) 

donde Q representa la cantidad obtenida del producto X . 
En otras palabras, la cantidad de producto (nivel de producción) se ve afectada 

por las canridades de los recursos empleados, así como por su combinación. En el caso 
que nos ocupa, la cantidad de agua desalada (producto) será fianción de la energía 
utilizable, precio de las membranas, duración de las mismas, etc. 

Definiremos tres conceptos básicos relativos a la productividad de un factor x: 
a) Productividad Total: Es la cantidad de producto que se puede obtener 
aumentando arbitrariamente dicho factor, manteniendo los otros factores 
constantes. 
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b) Productividad Media: Es el cociente entre la productividad total y la cantidad 
empleada de dicho factor. 
c) Productividad Marginal: Es el incremento de producto obtenido al 
incrementar en una unidad dicho factor: (dQ/dx). 
Así pues, la función de costes de una unidad económica va a depender de la 

función de producción y del precio de los factores de producción. 
También se debe distinguir entre el gasto, que es la expresión monetaria de la 

adquisición de bienes y servicios por parte de la unidad económica, y el coste, que es el 
gasto consumido en la actividad productiva. El gasto que se consume en más de un 
período temporal se llama inversión. Por ejemplo, si se adquieren 200 membranas a 
100.000 pesetas por membrana, el gasto sería de 20.000.000 de pesetas; si el proceso 
productivo consume 10 membranas, el coste por membrana para ese nivel de producto 
es de 1.000.000 de pesetas. 

Se tiene entonces, que el coste total d (Q), para una determinada cantidad de 
producto es la suma de los costes fijos (CF) más los costes variables (Cv (Q)) 

C T ( Q ) = C V ( Q ) + C F 

donde C F , no depende de la producción, y Cv (Q), es función del volumen de 
producción, pudiendo ser esta dependencia proporcional, progresiva o regresiva. 

Si consideramos una función de costes, como la que se ilustra en la parte A de la 
Figura 1, en la que se representa el coste total de producción (CT) frente al nivel de 
producción (X), puede apreciarse que la curva es siempre creciente (dCj/dX > 0), y que 
presenta dos tramos típicos: uno cóncavo (d^Ci/dX^ < 0) hasta X i (que comprende a un 
punto de inflexión con pendiente positiva), y otro convexo (d^Cj/dX^ > 0), a partir de 
éste punto, y dividido en dos subtramos, el primero hasta X3, y donde dCx/dX < 1, y el 
segundo a partir de él, con dCj/dX > 1. Hasta el nivel de producción correspondiente a 
X i se obtienen rendimientos crecientes, ya que debido a la concavidad de la curva, 
cualquier incremento de producción supone un menor incremento de los costes, por lo 
que el coste de una unidad de producto es cada vez menor. Entre X i y X3, el aumento de 
producción supone un mayor aumento de costes, hasta X3, (dCj/dX = 1), a partir del 
cual el aumento de producción deja de ser rentable. En éste punto, para el caso 
considerado, el valor de la producción y de los costes son iguales (Cj X) . 

Se define el Coste Total Unitario (CTLT), como el cociente entre el coste total y el 
número de unidades producidas. Este coste es decreciente hasta una producción Q3 = 
X3/V, siendo v el precio unitario del producto. En efecto: 

C j u = " Q ~ = V — => condición de extremo : 

dQ " " - Q dQ dQ - Q 

lo que únicamente ocurre en Q3, i.e. el punto donde dCj/dX = 1 => d = X => C T / Q = v, 
y cuyo carácter de extremo se evidencia recurriendo a la derivada segunda 

dQ^ Q^ Q^ dQ ^ Q dQ^ " Q dQ^ ^ 
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A) ¿ 

Qi Q3 Producción (Q) 

Figura 1 

Se definen además, los siguientes tipos de costes: 
a) Coste Fijo Unitario (Cn ): cociente entre el coste fijo y el número de unidades 
producidas. 
b) Coste Variable Unitario {Cwí): cociente entre el coste variable y el número de 
unidades producidas. En cualquier caso, Cju = C R - + C w . 
c) Coste Marginal (CMG): el incremento del coste total debido al incremento de 
la producción en una unidad: (dCj/dQ) = v (dCi/dx) que vale v para Q3. 

Todos los tipos anteriores de costes, aparecen representados en la parte B de la Figura 1. 
Como puede apreciarse, en el nivel de producción Q3 , se tiene que el coste marginal 
C M G es igual al coste total unitario CTU . 

Una vez determinado el minimo de los costes, es preciso establecer el óptimo 
económico, es decir, el nivel de producción que maximiza la utilidad (obtención del 
mayor beneficio posible). 
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Importe de 
Ventas = Nivel 
de Producción 

Q« Q« Nivel de 
Producción 

Figura 2 

Contemplamos dos funciones típicas, una de producción y otra de costes, como 
las indicadas en la parte A de la Figura 2, en donde observamos que existe un punto X * 
en donde la recta tangente a la Función de Costes es paralela a la Función de 
Producción, y dos puntos, X ' y X " , en donde se cortan las dos fimciones. 

En la parte B de la Figura 2, se reflejan, la producción donde el coste total es 
mínimo (punto C), intersección de las fimciones C M G y CTU (que coincide con el 
mínimo de CTU), la producción óptima Q*, que corresponde al punto A (punto de corte 
de las funciones C M G e Ingreso Marginal), y los puntos Q' y en donde el nivel de 
beneficios es nulo. Como el nivel de ingresos en el óptimo económico viene 
determinado por el producto entre el número de unidades producidas y el precio v, de 
las unidades vendidas (lo cual corresponde al área delimitada por la función de ingreso 
marginal, la ordenada en el punto A para el nivel de producción X * y los ejes 
coordenados), y los costes vienen determinados por el producto entre el número de 
unidades producidas y el coste de las mismas (área determinada por el punto B de la 
función CTU para el nivel de producción X * ) , el beneficio para el nivel de producción 
X , será el área rayada, diferencia entre las áreas determinadas para costes e ingresos. 

Apliquemos, ahora, lo anteriormente expuesto al caso concreto de la E D . 
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El Coste Total de Operación para un determinado nivel de producción de un 
proceso ED se puede considerar como la suma de los Costes Fijos y de los Costes 
Variables de la misma. 

Los Costes Fijos ( C F ) son los costes que tiene la instalación por sí misma, es 
decir, esté o no en funcionamiento. Por tanto no dependen de las unidades producidas 
(la cantidad de m' de agua producto). Dentro de esta partida se engloban, los mínimos 
de los suministros de la industria (electricidad, agua, etc.), los impuestos locales, el 
mantenimiento, etc, que son independientes de la densidad de corriente. 

Los Costes Variables, varían en función de la producción. En este caso, unos son 
directamente proporcionales a las unidades de producto, como por ejemplo la Energía 
consumida en la operación de planta (CE). Si producimos más, ello implica consumir 
más energía. Otros son inversamente proporcionales a las unidades producidas, por 
ejemplo, la Amortización y el Reemplazo de Membranas. 

La Amortización (CA) es el proceso de recuperación parcial del valor de los 
activos fijos mediante una imputación a los costes productivos (se trata en realidad de 
un artificio contable), y la Base es el coste total de la instalación, que es el de la "puesta 
en marcha". La cifra que se incorpora como amortización al proceso productivo, o 
dotación anual a la amortización, puede ser el resultado de: 

a) La elaboración de un plan individualizado de amortización. En función de la 
vida útil, se calcula para un determinado intervalo de producción (es decir de 
uso), el importe que representa su depreciación. 
b) La aplicación de tablas que objetivamente son fijadas por la Administración y 
que indican los coeficientes a aplicar para el cálculo de la cifi^a anual a dotar. 
E l objetivo fundamental del proceso de amortización es conseguir la 

recuperación financiera de la inversión, que permita su renovación, es decir que se 
produzca un excedente monetario que libere el capital invertido. Así por ejemplo, para 
una inversión de 100 millones de pesetas, si se dota anualmente un coeficiente de 
amortización lineal igual al 10% anual, tendremos que cada año generamos un 
excedente de 10 millones de pesetas, que al cabo de 10 años nos permitiría reponer el 
activo de la inversión inicial. 

Para el Reemplazo de Membranas (CM) , en donde la variable fija es el tiempo ya 
que tienen un tiempo límite de duración: a más cantidad de producto menos coste se 
incorpora. Por ejemplo, si las membranas de la instalación valen 10 millones de pesetas 
y duran 10 años, si linealmente se distribuye el gasto en esos 10 años, se tendrá un coste 
a incorporar de 1 millón de pesetas / año. Entonces si se producen 10.000 m^ , el coste 
de esta variable de membranas sería de 100 pts/m^ ; si se produjesen 100.000 m^ , el 
coste sería de 10 pts/m'' etc. 

La suma de todos estos costes es el Coste Total (CT) . Así se tendrá que para los 
casos considerados: 

C T = C F + C E + C A + C M 

En una instalación ED la producción corresponde a los m^ de agua desalada 
obtenida, lo cual está en relación directa (ver ecuación (2.7-2)) con la densidad de 
corríente utilizada, siendo éste el motivo por el que se suele emplear esta magnitud 
como medida de producción. 

Las partidas individuales que contribuyen al coste total de operación de un 
proceso ED se pueden dividir en tres categorias: costes que varian directamente con la 
densidad de corriente, como por ejemplo el coste de energía eléctrica; costes que varían 
inversamente con la densidad de corriente, como por ejemplo los costes de reemplazo 
de membranas y de amortización de capital; y costes que no varian con la densidad de 



3.8 CARACTERIZACIÓN, EVALUACIÓN Y OPTIMIZACIÓN PE UNA PLANTA EDR 

corriente, como los costes de operación y mantenimiento. La Figura.3 muestra la 
variación típica de estas partidas con la densidad de corriente. 

El Óptimo Económico de Densidad de Corriente corresponde al punto en el que 
el beneficio es máximo, y que puede apreciarse en la Figura 3. Observamos que existe 
un intervalo de densidad de corriente comprendido entre el límite inferior de densidad 
de corriente, que será el valor a partir del cual se puede empezar a producir con 
beneficios, y el óptimo económico de densidad de corriente, dentro del cual los costes 
de producción se mueven dentro de unos límites aceptables. 

Densidad de Comente 

Figura 3 
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