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1. Introduccidn

1.1. Miniaturizacion en Quimica Analitica

La Quimica Analitica moderna ha experimentado un desarrollo muy importante durante los
ultimos anos y por ello, trabaja en nuevos campos que antes parecian completamente indepen-
dientes. La capacidad de realizar operaciones de laboratorio a pequena escala supone un gran
reto en que cada vez se avanza mas, ya que aporta varias ventajas, como conseguir tiempos
de andlisis mas cortos y emplear menores cantidades de muestra y de reactivos, lo que supone
generar una menor cantidad de residuos y aproximarse cada vez mas a la denominada “Quimica

Verde”.

Los sistemas de microanalisis total (WTAS, micro-total analysis systems), también denominados
sistemas lab-on-a-chip pretenden incorporar todos los pasos del proceso analitico en un solo
dispositivo tal y como como se esquematiza en la Figura 1.1, lo que sugiere cambiar la idea del
laboratorio de Quimica Analitica concebida hasta ahora.
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Figura 1.1.: Esquema del concepto lab-on-a-chip.

Sin embargo, para miniaturizar el proceso analitico tradicional hay que considerar que los
fendmenos estudiados en escala macroscopica no siguen las mismas leyes ni los mismo principios
que si estos mismos transcurren en la micro o nanoescala. Por ello, uno de los frentes de estudio
mas importantes en la actualidad se basa en implementar posibles vias para trasladar métodos



de analisis a una escala mucho mas pequena obteniendo resultados iguales o mejores que en
escala macroscépica.

Debido a que una de las etapas mas importantes del proceso analitico es la referente a la sepa-
racion, la CE fue una de las primeras técnicas integradas en los primeros disefios de yTAS. La
miniaturizacion de los sistemas de CE tradicionales supone una reducciéon considerable en los
tiempos de andlisis, consiguiendo una gran eficiencia durante el proceso de separacion. La fabri-
cacién de microcanales sobre diferentes tipos de soportes empleando materiales que permitan,
en funcién de su composiciéon, el movimiento de un fluido mediante fenémenos electrocinéticos
y generar en su interior un flujo electroosmotico hacen posible el desarrollo de dispositivos de
CE completamente miniaturizados.

1.1.1. Microfluidica

La microfluidica trata con el flujo de fluidos en pequena escala (normalmente en el rango
del ym), siendo el volumen total contenido en estos sistemas del orden del fL/nL. Este tipo
de sistemas sigue los mismos principios que la mecénica clasica de fluidos, pero la relacién
superficie/volumen es mucho mayor que en los sistemas de grandes dimensiones, lo que favorece
fenémenos de superficie a considerar, como los de adsorciéon. En los sistemas microfluidicos, el
flujo viene determinado por la densidad del fluido (p), su viscosidad (1), el didmetro del canal
(d) y su velocidad lineal (v), todos ellos relacionados entre si a través del nimero de Reynolds

(Re).

Re — PV (1.1)
n

Para Re > 2300 se trata de un régimen turbulento y para Re < 2000 se trata de un régimen
laminar. En los sistemas microfluidicos, la interaccion fluido-superficie tiene una gran relevancia,
ya que define la magnitud de las fuerzas que intervienen en el interior del canal (F,,,). Los dos
parametros que ayudan a definir esta interaccion son la tensién superficial del fluido () y el
angulo de contacto (0©).

Fron = 2mry - cos© (1.2)

Donde r es el radio del microcanal.

1.2. Electroforesis capilar

La electroforesis capilar es una técnica de separacién que se ha desarrollado gracias a los avances
conseguidos en la cromatografia de liquidos de alta resolucién en combinaciéon con las técnicas
mas tradicionales de electroforesis. La electroforesis capilar presenta una gran relevancia en el
andlisis de biomoléculas, donde las técnicas cromatograficas se muestran menos eficaces, asi



como en la separacion de compuestos de pequena masa molecular, dificiles de separar mediante
los soportes electroforéticos clasicos.

Desde las ultimas décadas, la electroforesis capilar de alta resolucién (CE o HPCE) se ha im-
puesto sobre las técnicas electroforéticas convencionales en el ambito de la Quimica Analitica,
contribuyendo al avance de la Medicina y de la Genética con la automatizaciéon de la secuen-
ciacién de ADN y el analisis de compuestos biologicos de gran importancia.

1.2.1. De la electroforesis convencional a la CE

La separacion mediante electroforesis se basa en la migracién sobre un soporte de compuestos
cargados ante la aplicaciéon de un campo eléctrico. Sin embargo, la separacién en disolucién esta
muy limitada por fenémenos de difusién térmica y de conveccion, por lo que tradicionalmente se
han utilizado soportes solidos, como acetato de celulosa o geles de poliacrilamida y agarosa. En
electroforesis capilar, la separacion se consigue en capilares de silice fundida con un diametro
interno de 25 a 75um y con una longitud de 20 a 80cm, sumergidos en depodsitos cargados con
buffer entre los que se aplica una diferencia de potencial elevada a través de dos electrodos, tal
y como se muestra en la Figura 1.2.

La diferencia de potencial aplicada puede llegar a 600V - cm™!, asumiendo una intensidad de

corriente maxima de 100mA para la separacién. Debido a que los capilares se comportan como
medios anticonvectivos, la electroforesis capilar puede trabajar en disolucion. El sistema de
deteccion se encuentra al final del capilar, junto al compartimento catédico.
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Depésito de buffer
para el anodo para el cdtodo
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Figura 1.2.: Diagrama de un equipo de electroforesis capilar.



1.2.2. Movilidad electroforética

En un determinado medio, la velocidad de migracién de un ion (v) es directamente proporcional

—

al campo eléctrico aplicado (E):

v=yp. E (1.3)

Donde . es la constante de proporcionalidad, denominada movilidad electroforética, la cual
depende de la naturaleza del ion y del medio en el que se encuentra. Se trata de una constante
fisica determinada en condiciones de dilucién infinita para ese ion.

Cuando un ion se somete a un campo eléctrico, experimenta dos fuerzas contrapuestas: la fuerza
eléctrica (Fg), que se relaciona con el campo eléctrico aplicado (E) mediante la carga relativa
del ion (¢) y la fuerza de friccion (Fr), que depende del radio hidrodindmico del ion (r), de su
velocidad (v) y de la viscosidad del medio (7).

—

Fp=q F Frp = —6mnrv (1.4)

El balance de las dos fuerzas define la movilidad del ion, siendo mayor cuanto menor sea su
tamano y mayor sea su carga.

q

Q‘EZGWTUU:>M€:
6mnr

(1.5)

A pesar de que la movilidad electroforética se considera como una constante fisica, esta depende
estrictamente de la fuerza iénica y del pH del medio donde se desarrolla el proceso.

1.2.3. Movilidad electroosmoética

Se trata del flujo debido a la constitucién de una doble capa eléctrica de las especies en disolucion
sobre las cargas presentes en la superficie de la pared del capilar como consecuencia de la
diferencia de potencial aplicada, tal y como se indica en la Figura 1.3.
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Figura 1.3.: Doble capa generada en la pared del capilar.



Las superficies sélidas adquieren un exceso de carga neta negativa como consecuencia de pro-
cesos de ionizacion, adsorcion o ambos. Debido a que las paredes del capilar se componen de
silice fundida, los grupos silanol (SiOH) se encuentran ionizados por encima de un valor de pH
de 4,0 (SiO™), permitiendo que el flujo electroosmético en el interior del capilar empiece a ser
significativo, tal y como se indica en la Figura 1.4.

De esta forma, los cationes se sitiian en las inmediaciones de las cargas negativas sobre la
superficie del capilar, generando una diferencia de potencial conocida como potencial Z. Los
cationes que se encuentran en la capa difusa se encuentran solvatados por el agua, y al aplicar
una diferencia de potencial entre los dos electrodos, se mueven hacia el catodo arrastrando al
resto de compuestos (tanto aniénicos como neutros).

—_—
—
Flujo elect Oti
—-
ujo electroosmotico
—
—_—

Figura 1.4.: Flujo electroosmoético como consecuencia de las cargas negativas de los grupos
silanol desprotonados sobre la superficie del capilar.

En condiciones normales, el flujo electroosmotico se dispone desde el danodo hacia el catodo.
Los cationes presentan un tiempo de migraciéon menor que los compuestos neutros (que solo
se mueven por el efecto del flujo electroosmético) y estos, a su vez, menor que los aniénicos
(el flujo electroosmético se contrapone al flujo electroforético, ya que estos migran de forma
natural hacia el 4&nodo).

La velocidad (vgor) es directamente proporcional al campo eléctrico aplicado (E ):

— ISl —
Vpor = ppor " B = nC B (1.6)

Donde pgor es la movilidad electroosmoética, ¢ es el potencial Z generado sobre las paredes
del capilar y € y n son la constante dieléctrica y la viscosidad del medio, respectivamente. La
movilidad electroosmética depende del potencial Z generado, el cual varia con la cantidad de
cargas negativas presentes en la superficie del capilar.

De esta forma, el pH determina la movilidad electroosmética de un determinado ion, ya que a
valores altos, los grupos silanoles se encuentran predominantemente desprotonados y el niimero
de cargas negativas sobre la pared del capilar es mayor. La movilidad electroosmética también
depende de la fuerza i6nica del medio, ya que a valores altos se produce una compresiéon de la
doble capa y, por lo tanto, disminuye el potencial Z.

El flujo electroosmético también puede variar con la modificacién de las paredes del capilar (re-
cubrimientos, aditivos...). Estos pueden variar, e incluso invertir la carga neta sobre la superficie
del capilar y por lo tanto, modificar completamente la naturaleza del flujo electroosmoético.



1.2.4. Aspectos instrumentales y operacionales en electroforesis capilar

Para conseguir la mayor eficiencia posible en las separaciones por CE, es necesario optimizar
diferentes parametros instrumentales, tales como la introduccion de la muestra, el propio capilar
y su acondicionamiento y el sistema de deteccién. En la Figura 1.5 se muestra un esquema de
un equipo convencional de CE.

¥
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Detector
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Depositos de
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Figura 1.5.: Esquema instrumental de un equipo de CE.

1.2.4.1. Introduccién de la muestra

En CE se trabaja con pequenos volimenes de muestra proporcionales al volumen interno de
capilar, ya que de esta forma se consigue una separacion mas eficiente. La zona de inyeccién del
capilar presenta una longitud muy pequena (unos pocos milimetros), ya que si se utilizan zonas
de inyeccion muy grandes la anchura de los picos aumenta y su forma puede distorsionarse
como consecuencia de la heterogeneidad del campo eléctrico. Los modos de inyeccién pueden
clasificarse en hidrodinamicos y electrocinéticos.

Inyeccion hidrodinamica Consiste en la introduccion de la muestra en el capilar aplicando
presion en el depoésito que la contiene, vacio en el extremo contrario del capilar o variando la
altura relativa de ambos depésitos, tal y como se indica en la Figura 1.6. En este tltimo caso,
la presién generada es directamente proporcional a la densidad del buffer utilizado (p) y a la
diferencia de altura entre los depésitos (Ah).

AP =9.8p Ah (1.7)
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Figura 1.6.: Modos de inyecciéon hidrodinamica.

El volumen de muestra introducido viene dado por:

_AP'd4'7rt

1.
128nL (18)

Donde AP es la presién generada, t es el tiempo durante el que se aplica, d es el diametro
interno del capilar, n es la viscosidad de la disolucién del buffer y L es la longitud total del
capilar.

Inyeccion electrocinética Ambos depdsitos contienen la muestra, y aplicando una diferencia
de potencial entre ellos la muestra entra en el capilar por migraciéon y por la presion ejercida
por el flujo electroosmético, tal y como se indica en la Figura 1.7.

Deposito de Deposito de
la muestra | la muestra

® 0

Figura 1.7.: Inyeccion electrocinética.




La cantidad de analito introducida () viene dada por:

(fte + ppor) VaCt - 12

@= L

(1.9)

Donde V es el potencial aplicado entre ambos extremos del capilar, r es su radio interno, L es
su longitud total, C' es la concentracion y t es el tiempo durante el que se aplica el potencial.

1.2.4.2. Capilar

Los capilares utilizados en CE se fabrican en silice fundida debido a que es un material inerte,
flexible, transparente a la radiacion UV (para detectores basados en la absoricion de radiacion
UV-visible) y barato. Los capilares se recubren con una capa de poliimida, lo que les permite
doblarse y ser manipulados sin romperse. Los mas frecuentemente utilizados presentan un
didmetro interno de 10 a 200um y un didmetro externo de 350 a 400um, ademas de una longitud
total de 50 a 75cm, como el que se muestra en la Figura 1.8.
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Figura 1.8.: Capilar de CE (modelo ySIL—WAX de Agilent).

Para conseguir reproducibilidad, es necesario un acondicionamiento del capilar muy exhaustivo.
La primera etapa consiste en retirar posibles especies adsorbidas y desprotonar los grupos silanol
a base de lavados con disoluciones de hidroxido sédico en distinta concentracién. A continuacion,
se realiza un lavado con el buffer seleccionado para generar el flujo electroosmotico en el interior
del capilar. Muchos buffers pueden verse involucrados en procesos de adsorcién sobre el capilar,
como los de fosfato.

Otro factor a tener en cuenta para el acondicionamiento del capilar es la temperatura, ya que de
ella depende la viscosidad de la disolucién del buffer. Por ello es necesario que el compartimento
que contiene el capilar se encuentre termostatizado.

1.2.4.3. Deteccidon

Se han desarrollado multitud de detectores para CE, siendo algunos de ellos comunes a las téc-
nicas cromatograficas. Muchos de ellos son amperométricos, conductimétricos o fluorimétricos,
aunque los mas ampliamente utilizados son los basados en absorcion de radiacion UV-visible.



Deteccion UV —visible Se trata de un sistema de deteccion relativamente universal, ya que son
muchos los analitos los que absorben radiacién en este rango del espectro (380nm—780nm). El
sistema se encuentra integrado en el capilar, eliminando parte del recubrimiento de poliimida
que lo recubre (on column) junto al compartimento catédico. La sensibilidad se encuentra
limitada por el pequefio didmetro del capilar, por lo que la fuente de radiacion debe encontrarse
muy bien enfocada, evitando que llegue luz dispersada al monocromador. Para compensar esta
deficiencia, se utilizan varios disenos de la celda de deteccién, basados en la focalizacion de la
radiacion y en el aumento de la longitud del paso 6ptico, como se indica en la Figura 1.9.

( ) (b) uperficie opaca
° Capilar A\\/\N'T/_ls pert ’

—
Lente esférica Superficie reflectora
-

(C) Fotodiodo
Capilar

Lente esférica

Figura 1.9.: Modificaciones de la geometria y diseno del capilar y de la celda de deteccion
para mejorar la sensibilidad: (a) Lente esférica que concentra la radiacién en la ventana de
deteccién, (b) celda de reflexién miltiple de la radiacién, (c) celda en forma de Z.

Deteccidn electroquimica Supone una manera de evitar la falta de sensibilidad conseguida
en la deteccién espectrofotométrica, debido a que no depende del didmetro interno del capilar.
Ademas, las celdas de deteccion electroquimica son mas baratas que las 6pticas, ya que requieren
de una instrumentaciéon mucho mas sencilla.

La deteccion electroquimica (ED) esta basada en las propiedades electroquimicas del analito
siguiendo los principios de conductimetria, potenciometria, amperometria o voltametria.

= Detecciéon potenciométrica. Se basa en el transporte de un analito cargado a través
de una membrana, generando una diferencia de potencial entre ambos lados debido a la
diferencia de carga generada durante el transporte. Este tipo de deteccion presenta dos
problemas fundamentales: la dificultad de fabricar membranas de un tamano ajustable al
diametro interno del capilar y la respuesta por parte de las membranas convencionales a
iones metalicos, lo que excluye a compuestos de otra naturaleza.

= Detecciéon conductimétrica. Se basa en la medida de un cambio en la conductividad
de un fluido sometido a un campo eléctrico aplicado entre dos electrodos. Se trata de un
sistema de deteccion universal, ya que cualquier analito cargado genera un cambio en la
conductividad, pero al mismo tiempo tiene como inconveniente la dependencia directa de
la senal con el volumen de la celda de deteccion, y por lo tanto del didmetro interno del



capilar. Por este motivo, este tipo de deteccidon no presenta ventajas frente a la deteccion
espectrofotométrica.

= Deteccién amperomeétrica. Se basa en la medida de la intensidad de corriente resul-
tante en un proceso electroquimico de oxidaciéon o de reduccion de un compuesto sobre
la superficie de un electrodo como consecuencia de aplicar un potencial constante entre
este y otro electrodo de referencia en un medio conductor. Este tipo de deteccion presenta
selectividad respecto a sustancias que presenten o no electroactividad, y dentro de estas,
entre las que experimentan una reaccion electroquimica a potenciales lo suficientemente
diferentes. En la Figura 1.10 se muestra un esquema de deteccién amperométrica en un
equipo convencional de CE.

Desacoplador

Electrodo de
referencia

Tubo de acero

Electrodo de Capilar

trabajo

Junta
Contraelectrodo

Figura 1.10.: Esquema de una celda de deteccion electroquimica integrada en un equipo de
CE.

Los dos problemas fundamentales que presenta esta técnica son la necesidad de aislar la
celda de detecciéon de los voltajes utilizados para el proceso de separacion y conseguir un
perfecto alineamiento entre el capilar y el electrodo de trabajo.

Para aislar la celda electroquimica del voltaje de separaciéon se utiliza un desacoplador,
que suele ser un material conductor situado a 2cm del final del capilar.

1.2.5. Parametros analiticos

La mayoria de los pardmetros analiticos en CE son comunes a los utilizados en las técnicas
cromatograficas.

Calentamiento del capilar Al aplicar una diferencia de potencial elevada entre los extremos
de un capilar con una disolucién conductora en su interior, se produce un calentamiento por
efecto Joule. El aumento de la temperatura en el interior del capilar afecta a las movilidades
de los compuestos, y por lo tanto a los picos obtenidos en el electroferograma, por lo que debe
ser estrictamente controlado. El calentamieno en el capilar viene dado por:

AT = Q'QT% : {1 In (”) +1im (Ti”) P ] (1.10)

10



Donde @ es el calor generado por efecto Joule, ky y ko son las conductividades térmicas de la
silice y de la poliimida (k; > kz), 71, 72 y 73 son los radios interno y externo del capilar y de la
poliimida, respectivamente y h es la velocidad de transferencia térmica desde el interior hacia
el exterior del capilar.

Eficacia Cuando un analito se separa en el capilar, su perfil de concentraciéon se ensancha
como se representa en la Figura 1.11.

Concentracion

T

Tiempo

~

pnIBuoT
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Figura 1.11.: Dispersiéon del soluto en el capilar y traslacion al electroferograma.

Esta dispersion lineal vendra dada por la varianza, 3.
2
=H- L H=— 1.11
7 v (1.11)

Donde H es la altura equivalente a un plato tedrico y L es la longitud total de la columna. El
nimero de platos tedricos, N, se calcula a partir de la varianza en un valor discreto de tiempo.

N== (1.12)

En condiciones ideales, la dispersion experimentada por un analito a lo largo del capilar viene
dada tnicamente por la difusion longitudinal.

9D - Loy - Ly VL (pe+ppor)  E-Lep- (jte + pipor)
= N = =

1.13
|4 ([Le + ﬂEOF) 2D - LT 2D ( )

o2 =2Dt =

Donde D es el coeficiente de difusién de la sustancia, L.y es la longitud efectiva del capilar,
Ly es la longitud total del capilar, V' es el voltaje aplicado y pe ¥ ptgor son las movilidades
electroforética y electroosmética, respectivamente’.

1p - Vv
E_LT.
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La eficacia puede calcularse de forma experimental a partir del tiempo de migracién de un
compuesto (t37) y las anchuras de pico en la semialtura (wi,) y en la linea de base (w).

2
tM

2
w1/2

t2
N:16-w—1‘§:5,54- (1.14)

Resolucion Es el parametro que define cuando la separacién entre dos componentes es buena.

R:

2 (tMQ — tM,1) _ tao — twa (1 15)
w1 + Wo 4-0p ‘

Donde tp1 v tare son los tiempos de migracién de los compuestos 1 y 2, respectivamente,
w es la anchura del pico en su base y oy, es la varianza temporal. En CE, la resolucién esta
condicionada por la eficacia, y no por la selectividad como sucede en cromatografia.

A e + e
R:4‘/;-\/N Afle = e — flos m:%

(1.16)

Donde fte1 ¥ fte2 son las movilidades electroforéticas de los compuestos 1 y 2, respectivamente.
Sustituyendo la expresién 1.7 en la expresion anterior:

1/2
JAVTS V
R = : 1.17

44/2 (D (fie + HEOF)) (L17)

La resolucion no aumenta linealmente con el voltaje aplicado, como sucede con la eficacia.

1.3. Microchips de electroforesis (ME)

Los MEs (microchips electrophoresis) son el resultado de la miniaturizacion de los equipos de
electroforesis capilar, con los que comparten muchas caracteristicas analiticas e instrumentales.

El diseno general de los MEs consiste en dos canales de diferente longitud en forma de cruz
grabados sobre un soporte. El canal mas pequeno es utilizado para la inyeccion de la muestra
y el canal més largo, para la separacion de los compuestos que contiene, tal y como se indica
en la Figura 1.12.
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Canal de inyeccién Canal de separacién
[HV F——

\? Muestra/
/ O

I‘,-":Buffer Buffer

Muestra

Figura 1.12.: Esquema de un ME.

1.3.1. Fabricacion de MEs

Para la fabricaciéon de MEs se pueden emplear diversos materiales, entre los que se encuentran
el vidrio, polimeros termoplasticos, como el PMMA (polimetilmetacrilato) o elastémeros, como
el PDMS (polidimetilsiloxano). Todos ellos deben presentar buenas propiedades 6pticas, resis-
tencia quimica, capacidad de generar un buen flujo electroosmoético y posibilidad de trabajar
en condiciones de voltajes muy elevados.

1.3.1.1. Fabricacion de microchips de vidrio

Se emplean obleas de vidrio como sustrato y se modifican empleando técnicas fotolitograficas,
tal y como se indica en la Figura 1.13. En primer lugar, se deposita sobre el vidrio una capa
sacrificial (de Cr, Al...). Sobre esta capa sacrificial posteriormente se deposita una resina foto-
sensible que se hace soluble (positiva) o insoluble (negativa) al ser sometida a radiacion en una
disolucion reveladora. A continuacion, se interpone una mascara entre la fuente de radiacién
y la resina, de forma que solo se disuelven las zonas de la resina que quedan expuestas a la
luz2. Con un tratamiento adecuado, la capa sacrificial es retirada del sustrato tinicamente en
las zonas donde se ha disuelto la resina.

Una vez definidos los microcanales, es necesario horadarlos en el vidrio empleando los reactivos
adecuados, entre los que destaca el HF. A continuacion, se retiran los restos de resina y de
capa sacrificial que quedan, se perforan los orificios que actuaran como depdsitos y se sellan los
microcanales superponiendo sobre el sustrato otra oblea de vidrio.

2Las resinas positivas son las més ampliamente utilizadas.
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Mascara

hv
P Definicion de la
forma del microcanal

Capa sacrificial T I B
HAA S A

Deposicién Exposicion a
la luz
<A - <A ‘ \
Sellado Retirada de la Grabado del Retirada de la
Resina y de la vidrio capa sacrificial

capa sacrificial

Figura 1.13.: Proceso de fabricaciéon de ME en un sustrato de vidrio.

1.3.1.2. Fabricacién de microchips poliméricos

Los métodos de fabricacién descritos para microchips poliméricos pueden ser por moldeado o
por fabricacién directa.

Métodos de moldeado Implican una primera etapa de fabricacién del molde que se desea
utilizar y una segunda etapa de traslacion de los microcanales al material polimérico empleado
como sustrato. Dentro de los métodos por moldeado se describen tres tipos diferentes.

» Grabado en caliente. Se construye un molde con las estructuras que se desean transferir
al sustrato y se presiona sobre este cuando ha sido previamente precalentado hasta su
temperatura de transicion vitrea (7,). De esta forma, el sustrato adopta la forma del
molde al enfriarse por debajo de su temperatura de transicion vitrea.

» Moldeado por inyeccién. Se construye un molde con las estructuras que se desean
transferir al sustrato y después de calentarse, se inyecta sobre este el material polimérico
fundido. Posteriormente, el molde se enfria y el polimero se retira cuando solidifica.

= Moldeado por curado. Se construye un molde con las estructuras que se desean transfe-
rir al sustrato y se inyecta sobre este una mezcla que contiene los componentes necesarios
para que el proceso de polimerizacién transcurra de forma normal. Después de un tiempo
a presion y temperatura controladas, el sustrato polimeriza y se retira del molde.

Métodos directos de fabricacion Consisten en la eliminacion del material polimérico en
todas aquellas zonas donde se desea modificar la estructura del sustrato, empleando técnicas
de ablacion laser o micromecanizado.
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1.3.2. Modos de inyeccion

Al igual que en los equipos de CE, los modos de inyeccion electrocinética en sistemas de ME
tienen una importancia fundamental, ya que es necesario introducir en los microcanales vola-
menes de muestra muy pequenos (pL-nL) de forma reproducible. En estos sistemas, el cruce de
los dos canales funciona como un inyector integrado, el cual puede ser ortogonal o de doble T,
como se indica en la Figura 1.14.

0
o O o—

Inyector ortogonal Inyector en doble T

Figura 1.14.: Tipos de inyectores en ME.

Los modos de inyeccion electrocinéticos descritos para ME son unpinched, pinched y gated.

(a) (b) B
S SW S SW S SwW S Sw
] } t }
W W W W
(C) S S S
i } i
SW RB SW! RB SW RB
} }
w W W

Figura 1.15.: Modos de inyeccién electrocinética: (a) unpinched, (b) pinched y (c) gated. Los
depodsitos que aparecen son el del buffer (RB), el de muestra (S), el de desecho de muestra
(SW) y el de deteccion (W).

Unpinched Se aplica un voltaje entre el depdsito de muestra y el depésito de deteccion conec-
tado a tierra, de tal forma que la muestra se introduce en el canal de separacién por inyeccion
electrocinética. Después de la inyeccion, se aplica un voltaje de separacion entre el depdsito
que contiene el buffer y el depdsito de deteccion, permitiendo asi la separacion de la muestra
a lo largo del canal. Este es el modo de inyecciéon mas utilizado, y presenta como ventaja que
unicamente es necesaria una sola fuente de alto voltaje.
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Pinched La muestra se introduce electrocinéticamente desde su depodsito hasta el depdsito
de desecho de muestra (etapa de carga). Todos los depésitos se encuentran conectados a una
fuente de alto voltaje diferente, de tal forma que se aplican potenciales al depdsito del buffer
y al depdsito de deteccion para que haya un flujo continuo hasta la interseccion de los dos
canales para evitar la entrada precipitada de muestra en el canal de separacién. A continuacion,
se aplican potenciales en los depositos de muestra y desecho de muestra para crear un flujo
continuo hasta ellos, y un potencial entre los depdsitos del buffer y el de deteccién para separar
la muestra que ya haya pasado al canal de separacion.

Gated Al igual que el modo pinched, también requiere que el voltaje en cada depésito este
controlado de forma independiente por distintas fuentes, y trabaja con el depdsito de deteccién
conectado a tierra para dirigir el flujo electroosmotico hacia él. Aplicando distintos programas
de potencial de distinta magnitud entre los cuatro depdsitos, se consigue separar Unicamente
una pequena fraccion de la muestra inyectada electrocinéticamente.

1.3.3. Deteccion electroquimica

La sencillez y la elevada sensibilidad que ofrecen los métodos electroquimicos han ayudado a
implementar este tipo de deteccion en los sistemas de ME. Sin embargo, los elevados voltajes
aplicados durante el proceso de separacion pueden interferir en el proceso de deteccién, lo que
hace necesario un buen aislamiento eléctrico entre ambos procesos.

1.3.3.1. Deteccién amperométrica

La deteccién electroquimica en sistemas de MEs se lleva a cabo siguiendo los mismos principios
que en CE (subseccién 1.2.4.3). Sin embargo, la detecciéon amperométrica tiene una especial
relevancia en estos sistemas.

La amperometria se basa en la aplicaciéon de un potencial controlado y constante entre un
electrodo de referencia y un electrodo de trabajo para favorecer una reaccion electroquimica
sobre este, midiendo la intensidad de corriente que pasa entre el electrodo de trabajo y el
contraelectrodo, empleando un sistema como el esquematizado en la Figura 1.16.

Generador
de sefiales

Transformador de
corriente a voltaje

de datos

Control potendostatico
del circuito (® = cte)

Figura 1.16.: Diagrama de un sistema amperométrico. Los elementos que aparecen son el
electrodo de trabajo (WE), el electrodo de referencia (RE) y el contraelectrodo (CE).
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1.3.3.2. Modos de deteccion

Los modos de deteccion se clasifican en funcién de la posiciéon que ocupa la celda de deteccion a
lo largo del canal de separacion, considerandose tres posibilidades indicadas en la Figura 1.17:
end-channel, in-channel y off-channel.

(a) (b)

Desacoplador

WE

Figura 1.17.: Modos de deteccion electroquimica en sistemas de ME. (a) end-channel, (b)
in-channel y (c) off-channel. Los elementos que aparecen son el deposito del buffer (RB), el
depdsito de muestra (S), el depdsito de desecho de muestra (SW), el depésito de deteccién
(W) y el electrodo de trabajo (WE).

Deteccion end-channel Supone la situacion del electrodo de trabajo en el extremo del canal
de separacion. Esta posibilidad es especialmente util para evitar que el voltaje de separacion
interfiera sobre el voltaje de deteccion, debido a que el campo eléctrico generado durante el
proceso de separacién disminuye a medida que se avanza en el canal. Sin embargo, la distancia
entre el detector y el final del canal de separacién puede dar lugar a una pérdida de sensibilidad
y de eficacia en la separacion.

Deteccion in-channel Supone la situacion del electrodo de trabajo en el interior del canal de
separacion. Los problemas de sensibilidad y de eficacia durante la separacién que se observan
en la deteccion end-channel ya no presentan importancia aqui, pero es necesario utilizar un
potenciostato correctamente aislado para evitar que el voltaje de separacion interfiera en el
voltaje de deteccion.

Deteccion off-channel Se trata de un modo de detecciéon que supera las dificultades pre-
sentadas por los dos modos anteriores, ya que a pesar de incorporar el electrodo de trabajo
directamente sobre el canal de separacién, el voltaje de detecciéon no se encuentra interferido
por el voltaje de separacion gracias al uso de un desacoplador, que desvia el voltaje de separacion
a tierra en las inmediaciones de la celda electroquimica.
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1.4. Aplicaciones analiticas

De forma general, la miniaturizaciéon de sistemas analiticos lleva implicita una pérdida de se-
lectividad y sensibilidad. Sin embargo, la miniaturizacion de los equipos convencionales de CE
supone la reduccién del tiempo de analisis y la posibilidad de integracién de multiples analisis
en un mismo microchip, reduciendo costes y facilitando su uso para cualquier operario.

El principal inconveniente de estos dispositivos es la integracion de la etapa de tratamiento de
muestra. No obstante, en lineas generales los MEs suponen el principal ejemplo de los sistemas
lab-on-a-chip, siendo posible tratar matrices cada vez més conplejas y resolver problemas ana-
liticos a un menor coste y utilizando cantidades mucho més pequenas de reactivos y muestras.

1.4.1. Analitos estudiados

En este proyecto se utiliza el acido trico y cuatro compuestos similares a este: acetamino-
feno, epinefrina, p-aminofenol y acido ascérbico. Las propiedades acido - base y redox de estos
compuestos se muestran en las Figuras de la 1.18 a la 1.22.

Acido drico (UA) Pertenece a la familia de las purinas. Se trata de un producto de desecho
del metabolismo animal, y su acumulacién puede causar problemas de gota y calculos renales.

o ol o)
H H H
HN N pK, = 5,4 HN N CPK =103 py N )
)\ | >:o — )\ | />—o —_— J\ | />—o
A
o) N N o) N N o) N N
H H H
0

0
H
N
HN HN =N .
)\ | 0 — )\ —0 +2H +2e
./
0¥ N : 0% SN N
H H

Figura 1.18.: Acido trico: comportamiento acido - base (arrriba) y redox (abajo).

Acetaminofeno (APAP) Pertenece a la familia de las amidas aromaéticas, y se utiliza como
farmaco por sus propiedades analgésicas.
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OH

(o} OH
pK, =9,5
_— —_— + 2H" + 2e

OYNH OYNH OYNH OYN

CHy CH, CH, CH,4

Figura 1.19.: Acetaminofeno: comportamiento acido - base (izquierda) y redox (derecha).

Epinefrina (EP) Pertenece a la familia de las catecolaminas, y se sintetiza a partir de los
aminoacidos fenilalanina y tirosina en las glandulas suprarrenales. Se trata de una hormona
que aumenta el ritmo cardiaco, la presiéon sanguinea y la concentracion de glucosa en sangre.

" | | i
| . +
NH N N
NH‘CH3 “CH, “CH, CH;,
o o o
HO OH pk, = 8,7 HO PK; =99  HO pK; = 12,0 Ho
_— = _—
OH OH OH o
H H
g 4
“CHy “CH;
OH e}
HO HO R )
I + 2H" + 2e
OH 0

Figura 1.20.: Epinefrina: comportamiento acido - base (arrriba) y redox (abajo).

p-aminofenol (pAP) Pertenece a la familia de los aminofenoles arométicos. Se utiliza co-
mo revelador de fotografia en blanco y negro y es uno de los productos de degradacion del
acetaminofeno.

OH OH o OH 0
pK,; = 5,4 pK, = 10,5 . ]
_— _ —_— +2H +2e
NH, NH, NH, NH, NH

Figura 1.21.: p-aminofenol: comportamiento acido - base (izquierda) y redox (derecha).
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Acido ascérbico (AA) Pertenece a la familia de los endioles ciclicos. Se trata de un écido
organico con propiedades antioxidantes, debido a la facil oxidacién de los hidroxilos endidlicos.
El enantiémero L es conocido popularmente como vitamina C.

HO HO HO
0 o] 0
HO =0 1k -a2 HO =° =115 HO ==0
- _— —_ _— -
HO OH HO o o o}
HO HO
0 o]
HO =0 HO 0
_ _— + 2H" + 2e
7N\
HO OH o] o]

Figura 1.22.: Acido ascérbico: comportamiento acido - base (arrriba) y redox (abajo).
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2. Experimental

2.1. Objetivos

En el presente trabajo se pretende evaluar el comportamiento de diferentes disefios de ME
fabricados con resina SU-8 y vidrio pirex, mediante la optimizacién de diferentes parametros
instrumentales. Con ello, se pretende averiguar si la miniaturizacién de estos sistemas tiene
consecuencias directas sobre sus propiedades analiticas.

2.2. Reactivos

Los compuestos acetaminofeno, epinefrina, p-aminofenol, acido trico y acido ascérbico fueron
adquiridos en Sigma Aldrich (USA). El acido clorhidrico fue suministrado por Panreac (Bar-
celona, Espana). El hidréxido sédico fue suministrado por Sigma Aldrich (USA). El buffer
(MES!) fue suministrado por MicruX Fluidic (Asturias, Espafia). Para la preparacién de todas
las disoluciones se utilizé agua ultra pura obtenida a través de un sistema Milli-QQ (Millipore,
Merck), representado en la Figura 2.1.

¥

|

|

Figura 2.1.: Sistema destilador de agua Merck Millipore (300M€2).

1 Acido 2-morfolinoetanosulfénico monohidrato.
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2.3. Instrumentacion

2.3.1. Sistema portatil de electroforesis

Se empled el modelo HVStat suministrado por MicruX Fluidic, representado en la Figura 2.2.
Se trata de un equipo portatil de dimensiones 165mm x 150mm x85mm que combina una fuente
de alto voltaje y un sistema bipotenciostatico para conseguir una deteccién amperométrica
dual. La fuente de alto voltaje trabaja en un rango de potenciales de +3000V, alcanzando una
intensidad maxima de 0,34mA. El sistema bipotenciostatico trabaja en un rango de potenciales
de £2,00V, alcanzando una intensidad maxima de 2uA. El tiempo de adquisicién de datos esta
comprendido entre 10 y 1000ms.?

Figura 2.2.: Sistema portatil HVStat, MicruX Fluidic.

2.4. MEs con deteccion electroquimica

El diseno de los MEs empleados en este trabajo se esquematiza en la Figura 2.3.

Muestra Resina Epon SU-8
Canal de Canal de
Inyeccion separacién —
A
=

7
Ea—
| [\ ’/
[ /
\—{ Vidrio Celda de
deteccién
SU-8
Vidrio pyrex Canal

Figura 2.3.: Diseno de un ME con detecciéon electroquimica.

2Durante todos los experimentos, se utilizé un tiempo de adquisicién de 50ms.
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Los MEs constan de un cuerpo de vidrio pirex y de una cubierta de resina EPON SU-8. En el
cuerpo de SU-8 se encuentran cuatro depoésitos de 2mm de diametro para introducir la muestra
y el buffer. En el depdsito de desecho, se encuentra integrada la celda de deteccion. Se obtienen
canales rectangulares de 50ym de anchura y 20um de profundidad.

Se emplearon tres disefios diferentes de ME con canales de distintas longitudes y configuraciones,
tal y como se muestra en la Figura 2.4.

Disefio 1 Disefio 2y 3

Figura 2.4.: Diferentes disenos empleados de ME.

2.4.1. Electrodos

Se utilizé un sistema convencional de tres electrodos de platino integrados en el microchip en
una configuracion end-channel, tal y como se indica en la Figura 2.5.

Electrodo de

trabajo
20pum
100pm
Contraelectrodo Electrodo de
referencia

Figura 2.5.: Sistema de tres electrodos en configuracion end-channel. Dimensiones: WE =
50ux150um, CE = RE = 250umx 150um.

2.4.2. Diseiios de MEs empleados

Todos los MEs empleados presentan un espesor de la cubierta de resina SU-8 de 0,1mm y un
espesor del cuerpo de pirex de 0,65mm.
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2.4.2.1. Diseiio 1

Se trata de un microchip de dimensiones externas de 38mmx13mmx0,75mm. Presenta un
diseno de cruz sencilla, tal y como se muestra en la Figura 2.6, con con un canal de separacién
de una longitud total de 35mm y un canal de inyecciéon de 10mm, el cual es dividido en dos
partes iguales por el canal de separacion, dejando por consiguiente una longitud de 5mm desde
el depésito de la muestra hasta el canal de separacion.

5mm

38mm
30mm

Figura 2.6.: Dimensiones del diseno 1.

2.4.2.2. Diserio 2

Se trata de un microchip de dimensiones externas de 24mm x 6mm x 0,75mm. Presenta un diseno
de cruz sencilla, tal y como se muestra en la Figura 2.7, con con un canal de separacion de
una longitud total de 18mm y un canal de inyecciéon de 6mm, el cual es dividido en dos partes
diferentes: una de 2mm y otra con un codo de 4mm.

Zmr‘n
o '
2mm
o= 4 .
" 2mm
-
24mm
O i
......... 6mm

Figura 2.7.: Dimensiones del diseno 2.
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2.4.2.3. Diseno 3

Se trata de un microchip de dimensiones externas de 24mm x6mm x0,75mm. Presenta un disefio
de doble T, tal y como se muestra en la Figura 2.8, con con una longitud total de 18mm (15,9mm
+ 0,lmm + 2mm) y un canal de inyeccién de 6mm, el cual es dividido en dos partes diferentes
y separadas entre si: una de 2mm y otra con un codo de 4mm. La mayor diferencia con los
disefios anteriores se basa en el gap de inyeccion de 0,1mm en el canal de separacion.

Figura 2.8.: Dimensiones del diseno 3.

2.5. Procedimientos experimentales

2.5.1. Preparacion de los patrones

Las disoluciones de acetaminofeno (10mM), epinefrina (10mM) y p-aminofenol (10mM) se pre-
pararon en &cido clorhidrico 10mM. La disolucién de dcido urico (10mM) se prepar6 en hidréoxido
sédico 20mM vy la disoluciéon de 4cido ascérbico (10mM) se prepard en agua ultra pura. Las
disoluciones de acetaminofeno, epinefrina, p-aminofenol y acido ascorbico se almacenaron en
nevera y la de acido trico se almacend a temperatura ambiente.

2.5.2. Preparacion de las disoluciones de trabajo

Las disoluciones de acetaminofeno (200uM), epinefrina (100uM), p-aminofenol (100uM), acido
trico (250uM) y acido ascorbico (500uM) se prepararon a partir de la dilucién de los patrones
anteriores utilizando el buffer de separacion.

La disolucion mezcla de todos los compuestos en las concentraciones anteriores se prepard a
partir de los patrones y su posterior diluciéon con el buffer de separacion.
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2.5.3. Protocolo de trabajo
2.5.3.1. Acondicionamiento de los microcanales

El acondicionamiento del microchip se realizé al principio de ser utilizado y después de un
determinado niimero de experimentos (dependiendo del diseno utilizado). La primera etapa del
acondicionamiento de los microcanales consiste en el lavado con hidroxido sédico 0,1M. Para
ello, se llenan tres de los cuatro depositos con esta disolucion y se hace vacio con un trompa de
agua en el depdésito restante. Este proceso se repite varias veces en todos los depésitos durante
30 minutos.

A continuacién, se realizaron dos etapas de lavado de 20 minutos cada una utilizando el mismo
procedimiento con agua y buffer de separaciéon, respectivamente.

2.5.3.2. Montaje del sistema

ME Diseiio 1 Se emple6é un holder como plataforma microfluidica para el microchip, tal y
como se muestra en la Figura 2.9. Se trata de un soporte de metacrilato de dos partes de dimen-
siones 100mm x65mm x 15mm con cuatro depositos integrados que conectan directamente con
las salidas del microchip. El sistema se encuentra completamente sellado debido a la presencia
de juntas toricas entre el microchip y la plataforma.

Deposito de
residuos

Deposito del
buffer
Depésito de
deteccion

Deposito de
muestra

Figura 2.9.: Holder de ME, MicruX Fluidic.

El holder dispone de 8 conexiones eléctricas: cuatro de ellas para la deteccion y las cuatro
restantes para la fuente de alto voltaje, tal y como se indica en la Figura 2.10.
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Electrodo de referencia
'————— Contraelectrodo
Electrodo de trabajo 1

Potenciostato

Deteccion

Muestra
Buffer

Fuente de alto voltaje

Figura 2.10.: Conexiones eléctricas en el dorsal del holder.

Al aplicar potenciales elevados en la celda de deteccién, se generan burbujas de oxigeno como
consecuencia de la oxidacion del disolvente sobre el electrodo de trabajo. Para evitar esto, el
electrodo de separacion situado en el deposito de deteccion se utiliza como tierra al mismo
tiempo que como contraelectrodo de deteccion, debido a que su area es mucho mayor.

MEs Diseiios 2 y 3 Los electrodos de deteccion se soldaron a filamentos de cobre empleando
una resina epoxi de plata, que se conectaron posteriormente al potenciostato del HVStat. Como
electrodos de separacion se utilizaron cuatro filamentos de platino sumergidos en los cuatro
depésitos del microchip y conectados directamente a la fuente de alto voltaje del HVStat. Al
igual que en el disefio 1, también se utiliza el electrodo de separacion del deposito de deteccién
como contraelectrodo de deteccién. Los depdsitos de muestra y buffer consisten en puntas de
micropipeta de 25uL. de volumen total, pegados con pegamento de contacto a la superficie del
ME.
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3. Resultados y discusion

3.1. Optimizacion de los parametros analiticos para el

diseno 1

3.1.1. Potencial de deteccion

Para llevar a cabo la deteccion amperométrica, es necesario aplicar un potencial constante entre
el electrodo de trabajo y el electrodo de referencia. Como consecuencia, se produce la oxidacién
electroquimica de los analitos sobre la superficie del electrodo. La intensidad de corriente que
pasa a través del contraelectrodo depende directamente de la concentraciéon, por lo que se

registra como senal analitica.

Se obtienen electroferogramas de la disolucién mezcla de los cinco analitos estudiados (Subsec-
ci6én 2.4.2) utilizando utilizando distintos potenciales de deteccion en la celda. Estos se muestran

en la Figura 3.1.
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Ep APAP —0,0v
pAP —0,1Vv
UA AA O,ZV
— 0,3V

1 — 0,4V
—0,5V
— 0,6V
% — 0,7V

——0,8V

%@% A A —0,9v
0 — 1,0V

— 1,1V
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Figura 3.1.: Electroferogramas de la disolucién mezcla obtenidos a distintos valores de V g
(desde OV hasta 1,1V) empleando las siguientes condiciones instrumentales: Vi,, = +750V;
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Las intensidades de corriente de cada uno de los analitos en los electroferogramas obtenidos
se utiliza para construir curvas hidrodindamicas ¢ — E. A partir de estas, se puede obtener el
potencial al cual se alcanza la maxima intensidad de corriente para cada uno de los analitos
estudiados.

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
30 1 n 1 " 1 n 1 n 1 " 1 n 1 30
—m— Epinefrina
—e— p-aminofenol
—A— Acetaminofeno
50 —*— Acido drico (] 20
—e— Acido ascérbico /9
<
= 104 %‘2/ 10
%}—’/;/
/-?Ié"/
==
0+ lfi2;7 0
T T T T T T T T T T T T T
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0 1.2

E/V

Figura 3.2.: Curvas hidrodindamicas de todos los analitos en la disoluciéon mezcla empleando
las mismas condiciones que en la Figura 3.1.

Como se puede apreciar en la Figura 3.2, el potencial al cual se consigue una intensidad de
corriente maxima de oxidacion de los cinco analitos estudiados es de +0,8V. Debido a que se
utiliza la misma celda de deteccion en todos los microchips utilizados, se puede utilizar en todos
los sistemas el mismo potencial de deteccién!

3.1.2. Voltaje de separacion

Los tiempos de migracion de los analitos dependen directamente del voltaje de separacion
aplicado, ya que valores muy elevados de este parametro daran lugar a tiempos de migracion
cortos. Sin embargo, valores elevados pueden suponer una pérdida de resolucion entre dos picos
que se encuentren proximos entre si en el electroferograma.

La optimizaciéon del voltaje de separacion supone encontrar un compromiso entre un tiempo
de analisis corto, méaxima resoluciéon de todos los picos y la menor interferencia posible con
el potencial de deteccion. En la Figura 3.3 se muestran los electroferogramas obtenidos de la
disolucion mezcla utilizando diferentes voltajes de separacion.

'Manteniendo un voltaje de separacién adecuado para evitar interferencias.
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Figura 3.3.: Optimizacién de Vg (+500V, +750V, +1000V, +1250V y +1500V) empleando
las siguientes condiciones instrumentales: Vi, = +750V; tiny = 65; Vaer = +0,8V; N = 4.

Las resoluciones de los picos, calculadas empleando la Ecuacién 1.15, se muestran en el Cuadro
A.1 del Apéndice. Como se puede apreciar, utilizando un voltaje de separacién de +1250V
se consigue una buena resolucién para casi todos los picos, a excepcion del p-aminofenol y
del acetaminofeno, que son dificiles de separar en estas condiciones. El tiempo de analisis es
bastante corto (90s) y no existe ninguna interferencia con el potencial de deteccion.

3.1.3. Voltaje de inyeccién

La cantidad de analito que se introduce en el sistema depende del voltaje de inyeccién aplicado,
tal y como se mencioné en la Subseccion 1.2.4. Este parametro estd directamente relacionado
con el tiempo de inyeccion, dado que ambos deben estar compensados para evitar que durante
la inyeccion se utilicen tiempos muy largos o voltajes muy elevados.

El voltaje de inyeccién debe optimizarse para evitar que grandes cantidades de muestra entren
en el microchip, debido a que asi disminuye mucho el nimero de experimentos que pueden
realizarse sin volver a realizar el acondicionamiento de los microcanales. En la Figura 3.4 se
muestran los electroferogramas obtenidos de la disolucion mezcla utilizando diferentes voltajes
de inyeccion.

31



10 20 30 40 50 60

—500v
— 750V
1000V

APAP UA AA

imA

Figura 3.4.: Optimizacién de Vi, (+500V, 4750V y +1000V) empleando las siguientes con-
diciones instrumentales: Vg, = +1250V; Vyer = +0,8V; tin, = 6s; N = 4.

Las resoluciones de los picos se muestran en el Cuadro A.2 del Apéndice. La resolucién disminuye
a medida que aumenta el voltaje de inyeccion, debido a que se introduce una mayor cantidad
de muestra y los picos se hacen cada vez mas anchos. Aunque la maxima resolucién se alcanza
utilizando un voltaje de inyecciéon de +500V, la optimizacion se llevé a cabo utilizando un
tiempo de inyeccién muy largo (6s). Por ello, se escoge un voltaje de inyeccién de +750V.

3.1.4. Tiempo de inyeccion

La optimizacién del tiempo de inyecciéon se ajusta a un potencial de inyecciéon de +750V. Los

electroferogramas obtenidos utilizando diferentes tiempos de inyeccion se muestran en la Figura
3.5.

3s
N

Ep pAP 7s
APAP
UA AA

imA

Figura 3.5.: Optimizacién de ti,y, (3s, bs y 7s) empleando las siguientes condiciones instru-
mentales: Vi, = +750V; Vg, = +1250V; Vyer = +0,8V; N = 4.
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Las resoluciones de los picos se muestran en el Cuadro A.3 del Apéndice. Para el potencial de
inyeccion utilizado, puede comprobarse como con un tiempo de inyeccién de 5s se consigue la
maxima resolucién para todos los picos.

3.1.5. Precision

Se realizan 15 inyecciones sucesivas manteniendo las condiciones experimentales ya optimizadas
para evaluar la precision. Los electroferogramas obtenidos se muestran en la Figura 3.6.

i/nA

Figura 3.6.: Electroferogramas obtenidos de forma consecutiva empleando las siguientes con-
diciones instrumentales: Vi,, = +750V; Vgop = +1250V; Vyer = +0,8V; tiny = 3s.

Los parametros analiticos de los electroferogramas se muestrab en el Cuadro A.4 del Apéndice.
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3.1.6. Calibrado

Utilizando las condiciones experimentales optimizadas, se obtienen los electroferogramas de
cuatro patrones que contienen diferentes concentraciones de todos los analitos, presentados en
la Figura 3.7.
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Figura 3.7.: Electroferogramas de los patrones.

Se utilizan las alturas de pico para elaborar el calibrado, tal y como se indica en el Cuadro
A.5 del Apéndice. Para evitar posibles errores sistematicos en el calibrado, se lavé el microchip
entre la inyeccion de un patrén y el siguiente.

Las rectas de calibrado se muestran en la Figura 3.8.
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Figura 3.8.: Curvas de calibrado para cada uno de los compuestos estudiados.
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Las ecuaciones de las rectas de calibrado y los limites de deteccién? se indican en el Cuadro A.6
del Apéndice. Para la evaluacion de estos tltimos, se emplearon cuatro blancos de calibrado.

3.2. Optimizacién de los parametros analiticos para el
diseio 2

En el diseno 2 unicamente se han optimizado los parametros analiticos para cuatro de los
analitos modelos: EP, pAP, APAP y UA. En este caso el AA no fue empleado debido a su gran
irreproducibilidad en las senales analiticas obtenidas.

3.2.1. Voltaje de separacion

Los electroferogramas obtenidos a distintos voltajes de separacion se muestran en la Figura 3.9.

10 20 30 40 50 60 70

o] —— 900V
—— 1000V

Ep pAP APAP 1100V

inA

t/s

Figura 3.9.: Optimizacién del Vg, (4+900V, 41000V y +1100V) empleando las siguientes
condiciones instrumentales. Vi, = +200V; tiyy = 3s; Vaer = +0,8V; N = 4.

Las resoluciones de los picos se muestran en el Cuadro A.7 del Apéndice. Se puede comprobar
como la resolucién disminuye con el voltaje de separacion. Por ello, se elige un voltaje de
separacion optimo de +1000V para mantener un compromiso entre el tiempo del analisis y la
resolucion.

3.2.2. Voltaje de inyeccién

Los electroferogramas obtenidos a distintos voltajes de inyeccién se muestran en la Figura 3.10.

2LOD = 3"7’3, donde op es la desviacién estandar del blanco y m la pendiente de la recta de calibrado.

35



—— 200V

] ——300v
400V

APAP

EPaP UA

imA

10 20 30 40 50 60

Figura 3.10.: Optimizacién de Vi, (+200V, +300V y +400V) empleando las siguientes con-
diciones instrumentales. tiny = 3s; Vgep = +1200V; Vger = +0,8V; N = 4.

Las resoluciones de los picos se muestran en el Cuadro A.8 del Apéndice. La méxima resolucién
se consigue con un voltaje de inyeccion de +200V, ademés de obtener una buena sensibilidad.

3.2.3. Tiempo de inyeccion

Los electroferogramas obtenidos a distintos tiempos de inyeccién se muestran en la Figura 3.11.

10 20 30 40 50 60
40 L L L L I 40

e APAP 4
304 P pap Ua |30

20
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104

Figura 3.11.: Optimizacién de ti,y (2s, 3s y 4s) empleando las siguientes condiciones instru-
mentales. Vi,, = +200V; Vg, = +1000V; Vyer = +0,8V; N = 4.

Las resoluciones de los picos se muestran en el Cuadro A.9 del Apéndice. Con un tiempo de

inyeccion de 3s permite obtener una buena sensibilidad sin a penas sacrificar la resolucion entre
los picos.
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3.2.4. Precision

Se realizan 13 inyecciones sucesivas manteniendo las condiciones experimentales ya optimizadas
para evaluar la precision. Los electroferogramas obtenidos se muestran en la Figura 3.12.

10 20 30 40 S50 60 70 80 90 100 110 120

i/nA

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
t/s

Figura 3.12.: Electroferogramas obtenidos de forma consecutiva empleando las siguientes con-
diciones instrumentales: Vi, = +200V; tin, = 3s; Vsep = +1000V; Vger = +0,8V.

Los parametros analiticos promedio y sus correspondientes desviaciones estandar se presentan
en el Cuadro A.10 del Apéndice.
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3.2.5. Calibrado

Utilizando las condiciones experimentales optimizadas, se obtienen los electroferogramas de

cuatro patrones que contienen diferentes concentraciones de todos los analitos, presentados en
la Figura 3.13.
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Figura 3.13.: Electroferogramas de los patrones.

Se utilizan las alturas de pico para elaborar el calibrado, tal y como se indica en el Cuadro
A.11 del Apéndice. Para evitar posibles errores sistematicos en el calibrado, se lavo el microchip
entre la inyeccion de un patron y el siguiente, al igual que en el diseno 1. Las rectas de calibrado
sus correspondientes ecuaciones se muestran en la Figura 3.14.
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imA
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Figura 3.14.: Curvas de calibrado para cada uno de los compuestos estudiados.

Las ecuaciones de las rectas se indican en el Cuadro A.12 del Apéndice.
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3.3.

Optimizaciéon de los parametros analiticos para el
diseio 3

3.3.1. Voltaje de separacién

Los electroferogramas obtenidos a distintos voltajes de separacién se muestran en la Figura

3.15.
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Figura 3.15.: Optimizacién de Vg, (4+550V, +650V y +750V) empleando las siguientes con-
diciones instrumentales. Vi,, = +300V; Vger = +0,8V; tiyy = 35; N = 4.

Las resoluciones de los picos se muestran en el Cuadro A.13 del Apéndice. Al contrario que con

los disefios 1 y 2, con un voltaje de separacién de +550V es posible separar los cinco compuestos
con buena resolucién.

3.3.2. Potencial de inyeccién

Los electroferogramas obtenidos a distintos voltajes de inyeccién se muestran en la Figura 3.16.
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Figura 3.16.: Optimizacién de Vi,y (+150V, 4200V y +300V) empleando las siguientes con-
diciones instrumentales. Vg, = +550V; Vet = +0,8V; tiny, = 3s; N = 4.

Las resoluciones de los picos se muestran en el Cuadro A.14 del Apéndice. Como se puede
apreciar, un voltaje de inyeccion de +150V es suficiente para conseguir una buena sensibilidad
en todos los picos. La posibilidad de utilizar un voltaje tan bajo se debe al inyector en doble
T, debido a que durante la inyeccién se define un bolo de muestra méas grande cuyo centro se
dispersa mucho menos a los largo del canal de separacién, mejorando la sensibilidad.

3.3.3. Tiempo de inyeccion

Los electroferogramas obtenidos a distintos tiempos de inyeccién se muestran en la Figura 3.17.
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Figura 3.17.: Optimizacién del ti,y (1s, 3s y 5s) empleando las siguientes condiciones instru-
mentales. Vg, = +550V; Vyer = +0,8V; Viyy = +150V; N = 4.
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Las resoluciones de los picos se muestran en el Cuadro A.15. Como se puede apreciar, un tiempo
de inyeccion de 3s permite obtener una buena sensibilidad sin a penas sacrificar la resolucién
entre los picos.

3.3.4. Precision

Se realizan 13 inyecciones sucesivas manteniendo las condiciones experimentales ya optimizadas
para evaluar la precision. Los electroferogramas obtenidos se muestran en la Figura 3.18.
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imA
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Figura 3.18.: Electroferogramas obtenidos de forma consecutiva empleando las siguientes con-
diciones instrumentales: Vi,, = +150V, Vg, = +550V; Vet = +0,8V; tin,= 3s.

Los pardametros analiticos promedio y sus correspondientes desviaciones estandar se presentan
en el Cuadro A.16 del Apéndice.

3.3.5. Calibrado

Utilizando las condiciones experimentales optimizadas, se obtienen los electroferogramas de
cuatro patrones que contienen diferentes concentraciones de todos los analitos, presentados en
la Figura 3.19.
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Figura 3.19.: Electroferogramas de los patrones.

Se utilizan las alturas de pico para elaborar el calibrado, tal y como se indica en el Cuadro
A.17 del Apéndice. Para evitar posibles errores sistematicos en el calibrado, se lavé el microchip
entre la inyecciéon de un patron y el siguiente, al igual que en los disefios 1 y 2. Las rectas de
calibrado muestran en la Figura 3.20.
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Figura 3.20.: Regresiones lineales para cada uno de los compuestos estudiados.

Las ecuaciones de las rectas de calibrado se muestran en el Cuadro A.18 del Apéndice.
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4. Conclusiones

Para el desarrollo de los tres disefios de ME con deteccion electroquimica, se optimizaron
las distintas condiciones instrumentales para el analisis simultaneo de acido trico y de sus
interferentes. Se evaluaron los potenciales y tiempos de inyeccion y separacién, ademas de la
precision en los parametros analiticos obtenidos a partir de los electroferogramas.

Con las optimizaciones realizadas, se obtuvieron calibrados de todos los analitos estudiados
para cada uno de los disenos de ME. Con todos ellos se obtuvieron buenos resultados, siendo el
disefio 3 con un inyector de doble T el mas interesante desde un punto de vista analitico, por
la elevada sensibilidad y resoluciéon de las senales obtenidas.

Sin embargo, el lavado previo de los microcanales influye mucho en la reproducibilidad de los
resultados. Debido a que este proceso debe realizarse de forma manual, el uso de estos sistemas
requiere de un largo tiempo de acondicionamiento previo. Por ello, la automatizacién de la etapa
de lavado puede suponer un futuro trabajo que sin duda facilitaria el uso de estos sistemas.

La miniaturizacién de los MEs no afecta significativamente a sus propiedades analiticas e ins-
trumentales, pero si de forma directa a su precio. Asi, los disefios 2 y 3 tienen un coste tres
veces inferior al diseno 1, pudiendo incluso mejorar muchos parametros analiticos.

Ademas, los disenos 2 y 3 de MEs presentan sensibilidades y limites de deteccién adecuados
para el analisis de muestras reales.
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A. Apeéndice

A.l.
diseno 1

Optimizaciéon de los parametros analiticos para el

+500V

+750V

+1000V

+1250V

+1500V

R, (Ep — pAP)

1,54 £ 0,09

1,02 £0,09

1,02 £ 0,08

1,24 40,07

1,02 £ 0,05

R, (pAP — APAP)

1,45+ 0,08

0,8£0,2

0,75+ 0,06

0,71 £0,06

0,77 +0,06

R, (APAP —UA)

13+1

6,3+0,3

4,2+0,5

9,2+0,3

4,940,4

R, (UA— AA)

0,74 +0,02

2,3240,08

1,76 £0,07

1,95+£0,07

2,454+0,03

Cuadro A.1.: Resoluciones de pico para los electroferogramas obtenidos a diferentes voltajes

de separacion.

+500V +750V +1000V
R, (Ep — pAP) | 0,98+0,02 | 0,93£0,04 | 0,91 £0,05
R, (pAP — APAP) | 0,99£0,03 | 0,94 +£0,02 | 0,95 £ 0,04
R,(APAP —UA) | 4,6+0,3 | 3,940,2 | 3,5+0,6
R, (UA— AA) 1,2+£0,4 | 1,4+0,3 | 0,94+0,09

Cuadro A.2.: Resoluciones de pico para los electroferogramas obtenidos a diferentes voltajes

de inyeccion.

3s ds 7s
Rs (Ep — pAP) 1,080,033 | 1,024+0,02 | 0,94 £ 0,04
Ry (pAP — APAP) | 0,95+0,06 | 0,904+ 0,05 | 0,94 £ 0,02
Rs(APAP —UA) 6,6 £0,2 4,8+0,1 |4,06=+0,03
R, (UA— AA) 2,7+0,3 1,6£0,2 |1,43+0,01

Resoluciones de pico para los electroferogramas obtenidos a diferentes tiempos

Cuadro A.3.:
de inyeccion.
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ip/nA ta/s w/s e N
Epinefrina 16 £2 16,24+0,1| 4,2+0,1 1,26 £0,07 | 919+93
p-aminofenol 18+2 120,24+0,21(2,93+£0,07 | 70,97+ 0,05 | 2442 4+ 277
Acetaminofeno 13+1 23,5+0,5 | 4,6+0,5 1,75 40,03 | 1111447

Acido trico 2,94+0,5|49,2+0,7| 5,2+£0,6 2,1+0,1 2987 £ 410
Acido ascorbico | 1,5 £0,2 60 + 1 6,0+0,6 2,9+0,7 | 2484 + 292
Rs

R, (Ep — pAP) 0,94+0,1
Ry (pAP — APAP) | 0,9+0,2
Ry (APAP —UA) | 4,01+0,03

R, (UA— AA) 1,41+ 0,01
Cuadro A.4.: Evaluacion de la precision de los parametros analiticos principales.

PATRON 1 PATRON 2 PATRON 3 PATRON 4
C/uM ip/nA C/uM ip/nA C/uM ip/nA C/uM ip/nA
Epinefrina 300 5,5+0,6 400 6,9+0,8 500 10,6 £ 0,9 700 12+1
p-aminofenol 300 | 2,7+0,4 | 400 | 4,040,1 | 500 5,440,7 700 | 6,940,8
Acetaminofeno 300 | 3,940,3| 400 | 4,8+0,5| 500 7,940,8 700 10+1
Acido drico 350 | 6,84+0,5 | 500 | 86+0,8 | 600 | 13,240,9 | 800 1541
Acido ascorbico | 350 | 3,840,4 | 500 | 4,940,6 | 600 6,7+0,7 800 | 8,7+0,9

Cuadro A.5.: Concentraciones de los patrones preparados para el calibrado. N = 4.

Ecuacion de la recta r LOD/uM
Epinefrina y=0,0+0,0175z 0.932 70
p-aminofenol y = —0,29 + 0,0106z | 0,980 175
Acetaminofeno | y = —0,741 + 0,01552 | 0,959 200
Acido urico y = —0,878 4+ 0,0214x | 0.954 250
Acido ascorbico | y = —0,264 40,0111z | 0.978 200
Cuadro A.6.: Ecuaciones de las rectas de calibrado y limites de deteccion para los compuestos
estudiados.
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+900V +1000V +1100V
R, (Ep— pAP) | 1,00+0,07 | 0,89 £0,03 | 0,87 + 0,02
R, (pAP — APAP) | 1,24£0,05 | 1,15 40,06 | 0,99 + 0, 02
R,(APAP —UA) | 7,0£0,7 | 5,64£0,4 | 3,4+0,3

+200V +300V +400V
Rs (Ep — pAP) 0,93+0,04 | 0,87+0,03 | 0,78 £0,05
R, (pAP — APAP) | 1,14+0,06 | 1,0+0,1 | 0,91+0,03
R, (APAP —UA) 8=E1 6,4+0,2 5,1+0,2

2s 3s 48
Rs (Ep — pAP) 0,9440,04 | 0,88 £0,05 | 0,754+ 0,04
Rs (pAP — APAP) | 2,01+£0,07 | 1,33+£0,7 | 1,04+£0,04
Rs; (APAP —UA) 8,6£0,7 8,1+ 0,06 8,0+£0,8

Optimizaciéon de los parametros analiticos para el
diseiio 2

Cuadro A.7.: Resoluciones de pico para los electroferogramas obtenidos a diferentes voltajes
de separacion.

Cuadro A.8.: Resoluciones de pico para los electroferogramas obtenidos a diferentes voltajes
de inyeccion.

Cuadro A.9.: Resoluciones de pico para los electroferogramas obtenidos a diferentes tiempos

de inyeccion.

Cuadro A.10.: Evaluacién de la precision de los parametros analiticos principales.

ip/nA ta/s w/s Wis /s N
Epinefrina 3,274+0,03 1 9,35+0,01 | 1,4+0,2| 0,2+£0,1 | 25374560
p-aminofenol 2,94+0,1 11,54+0,9 | 2,5+0,3 | 1,2+£0,5 | 504+ 103
Acetaminofeno 12+1 16 +1 7,3+0,8 | 1,23£0,7 | 936 £+ 235
Acido trico 3,94+0,6 51 +£2 9+1 3+1 1757 4+ 354
Rs
R (Ep — pAP) 0,9+0,1
Ry (pAP — APAP) | 1,29+ 0,06
Rs(APAP —UA) 8,5+0,4
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PATRON 1 PATRON 2 PATRON 3 PATRON 4
C/uM ip/nA C/uM ip/nA C/uM ip/nA C/uM ip/nA
Epinefrina 100 0,66 + 0,03 200 1,6 £0,1 250 51+0,7 300 6,4+0,7
p-aminofenol 50 0,64 + 0,04 100 1,4£0,2 150 2,6+0,6 200 3,3+0,4
Acetaminofeno 50 1,31 4+0,08 100 2,3+0,5 150 3,0£0,1 200 3,9+0,6
Acido drico 200 0,42 £0,02 250 0,99+ 0,04 300 1,5£0,6 400 3,0+0,5

Cuadro A.11.: Concentraciones de los patrones preparados para el calibrado.

Cuadro A.12.: Ecuaciones de las rectas de regresion de cada uno de los compuestos

estudiados.

A.3.

Ecuacion de la recta r LOD/uM
Epinefrina y=-2,94+0,03z | 0,951 20
p-aminofenol | y = —0,3540,0192 | 0,993 25
Acetaminofeno | y=0,52+0,017x | 0,993 75
Acido urico y=—2,284+0,013z | 0,995 150

diseno 3
F550V F650V 750V
R, (Ep— pAP) | 0,86+0,03 | 0,80+£0,01 | 0,73 £ 0,02
R, (pAP — APAP) | 1,65 +0,05 | 1,59 40,03 | 1,52 £ 0, 04
R, (APAP —UA) | 6,6+£0,2 | 5,4+£0,1 | 5,0%0,1
R, (UA — AA) 42401 | 40402 | 3,240,1

Cuadro A.13.: Resoluciones de pico para los electroferogramas obtenidos a diferentes voltajes

de separacion.
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550V F650V 750V
R, (Ep— pAP) | 0,89+0,03 | 0,88+0,05 | 0,86 % 0,04
R, (pAP — APAP) | 1,75+0,06 | 1,58 0,04 | 1,20 =+ 0, 08
R,(APAP —UA) | 6,4+£0,3 | 6,34£0,1 | 6,2+0,5
R, (UA— AA) 52+0,1 | 5,1£0,5 | 50+0,4

Cuadro A.14.: Resoluciones de pico para los electroferogramas obtenidos a diferentes voltajes

de inyeccion.

1s 3s 98
Ry (Ep — pAP) 0,88+0,02|0,63+0,02| 0,5240,01
Ry (pAP — APAP) | 1,95+£0,03 | 1,59+ 0,01 | 1,46 + 0,03
Rs (APAP —UA) 6,3+£0,2 6,2+0,2 6,1+£0,1
R, (UA — AA) 5,3+0,1 5,2+0,3 5,2+0,3

Cuadro A.15.: Resoluciones de pico para los electroferogramas obtenidos a diferentes tiempos

de inyeccion.

Cuadro A.16.: Evaluacion de la precision de los parametros analiticos principales.

ip/nA tar/s w/s Wiy /s N
Epinefrina 1141 11,0£0,1 | 3,1%+0,8 1,0£0,7| 670%97
p-aminofenol 12+1 13,94+0,1 | 3,27+0,08 | 1,0+ 0,1 | 1016 4+ 300
Acetaminofeno | 1,54+0,6 | 17,6 £0,2 3,8+1 1,3+£0,7 ] 965+ 421
Acido drico bE1 37,84+ 0,1 | 6,54+0,7 | 2,14+0,2 | 1881 &£ 565
Acido ascorbico 541 48,5+ 0,4 7T+1 2,7+0,1 | 1802 £ 512
RS
Ry (Ep — pAP) 1,0£0,1
Ry (pAP — APAP) | 1,70 £ 0,03
Rs(APAP —UA) 6,5+0,2
R, (UA— AA) 5,04+0,3
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PATRON 1 PATRON 2 PATRON 3 PATRON 4
C/uM ip/nA C/uM ip/nA C/uM ip/nA C/uM ip/nA
Epinefrina 50 1,734 0,02 100 | 2,344+0,06 | 200 | 2,704£0,07 | 400 | 6,240,2
p-aminofenol 50 1,42 +0,01 100 | 1,984+0,04 | 200 2,940,2 400 | 5,14+0,5
Acetaminofeno 50 2,5+0,1 100 5,0+0,1 200 7T+1 400 18 +2
Acido drico 100 3,66 £0,2 200 4,9+0,3 400 8,6+0,6 800 19+1
Acido drico 100 3,0+0,1 200 4,5+0,2 400 6,0+0,7 800 17+1

Cuadro A.17.: Concentraciones de los patrones preparados para el calibrado.

Ecuacion de la recta r LOD
Epinefrina y=0,86+0,013z | 0,958 | 25
p-aminofenol y=0,45+0,0152 | 0,999 | 35
Acetaminofeno | y= —0,12+ 0,047z | 0,988 | 30
Acido urico y=0,50+0,0232 | 0,995 | 75
Acido ascorbico | y=0,15+0,1992 | 0,962 | 50
Cuadro A.18.: Ecuaciones de las rectas de calibrado de cada uno de los compuestos
estudiados.
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