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“La ciencia no conoce pais,
porque el conocimiento pertenece a la humanidad,

y es la antorcha que ilumina el mundo”

Louis Pasteur



“Para plantear nuevas preguntas, nuevas posibilidades,
considerar los viejos problemas desde un nuevo angulo,
requiere imaginacion creativa

y marca un avance real en la ciencia”

Albert Einstein
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Resumen

En el presente trabajo de Tesis se desarrollaron y caracterizaron nuevas fases
estacionarias monoliticas quirales para ser empleadas en cromatografia de liquidos a escala
miniaturizada (HPLC y electrocromatografia capilar). El objetivo de emplear este tipo de
escala con fases estacionarias monoliticas fue realizar separaciones rapidas y eficientes que
requieran el empleo de escasa cantidad de reactivos y que produzcan minimo volumen de
desechos, de acuerdo a los principios de la “Quimica Verde”. Sobre los lechos monoliticos
poliméricos orgénicos sintetizados se adsorbi6 un selector quiral a fin de ser empleados en
la separacidn de compuestos quirales de interés biolégico.

En el Capitulo 11, se presenta el desarrollo de columnas monoliticas sintetizadas in
situ, es decir, en el interior de tubos capilares de silice. Para ello, se optimizaron las
condiciones de polimerizacién (tiempo y temperatura de reaccion, concentracion de los
monomeros, de la mezcla de solventes porogénicos y del iniciador) para obtener un lecho
monolitico con caracteristicas estructurales (como permeabilidad, area superficial) y
funcionalidad quimica adecuadas para actuar como soporte cromatografico. Los monolitos
fabricados se caracterizaron mediante microscopia electronica de barrido, porosimetria de
intrusion de mercurio, isotermas de adsorcidn/desorcion de nitrégeno y permeabilidad
cromatografica. También se sintetizO y caracterizd (mediante andlisis elemental y
espectroscopia IR) el derivado tris(3,5-dimetilfenil) carbamato de celulosa para actuar como
selector quiral incorporado a la fase estacionaria. Se estudio y evalu6é su capacidad de
enantiodiscriminacion luego de ser adsorbido sobre el lecho monolitico, mediante la
separacion de diversos compuestos quirales de interés bioldgico (farmacos, pesticidas, etc.).
Se evalué la performance enantioselectiva de estas nuevas columnas monoliticas quirales en
un equipo de HPLC adaptado a escala miniaturizada, mediante cambios en el tipo y
composicion de la fase movil, incluyendo la incorporacién a la misma de aditivos acidos y

basicos.




En el Capitulo I11, se presenta el desarrollo de columnas capilares monoliticas
quirales con el objetivo de ser empleadas en electrocromatografia capilar. Para crear el flujo
electroosmotico necesario en esta técnica, se incorpord sobre la superficie del monolito
nativo, un monomero ionizable mediante una nueva metodologia denominada “‘fotoinjerto”
y posteriormente, también se depositd en el lecho el selector quiral derivado de celulosa que
fue sintetizado. En este caso, se optimizo la concentracion del mondmero ionizable, del
selector quiral adsorbido y la composicion de la fase mdvil hidroorganica para la
enantioseparacion de diversos analitos racémicos. Por Gltimo, se evaluo la performance de
estas nuevas columnas monoliticas en cuanto a la reproducibilidad intra e inter dias, asi

como también, la estabilidad del depoésito quiral a lo largo del tiempo.
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Capitulo I-Introduccion General

I.1. Generalidades

El término quiral se utiliza para designar un objeto que no es superponible sobre
su imagen especular, el ejemplo mas simple que podemos mencionar es la relacion que
existe entre nuestras manos (Figura 1.1). En quimica, una molécula quiral posee
usualmente un &tomo de carbono asimétrico, es decir, un &tomo de carbono con sus cuatro
sustituyentes diferentes constituyendo asi un centro quiral. También, existen otros
elementos como azufre, nitrogeno, fosforo y boro que producen centros quirales estables.

Una molécula quiral es aquella que puede existir en por lo menos dos formas
enantioméricas. Cada una de estas formas enantioméricas son moléculas con la misma
formula molecular y los mismos enlaces, pero difieren en el ordenamiento espacial de sus
atomos y no son superponibles sus imagenes especulares. Una mezcla compuesta de dos
enantiomeros en cantidades iguales es denominada mezcla racémica.

Aunque los enantibmeros poseen la misma composicién quimica, pueden
presentar comportamientos diferentes entre si cuando se exponen a ambientes quirales,
tales como el cuerpo humano. Por ende, el concepto de quiralidad es relevante y de gran
importancia en cualquier campo de la quimica que se relacione con la produccién o
analisis de compuestos bioactivos, en particular con el desarrollo de farmacos, de
agroguimicos, de aditivos alimentarios, fragancias, contaminantes ambientales, entre
otros [1,2].

Figura I.1: Representacion de las formas enantioméricas de una molécula quiral

ejemplificada mediante la quiralidad de las manos.

La tristemente célebre “tragedia de la talidomida” fue un claro ejemplo de la
importancia de la quiralidad y marco un hito en el tratamiento del tema. Este farmaco fue

prescrito a principios de los afios “60 a mujeres embarazadas que sufrian de nauseas
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matutinas. Al ser tomado en el embarazo, impedia el crecimiento adecuado del feto,
resultando en malformaciones en el nifio. La molécula de talidomida es quiral, siendo el
enantiomero S un potente tranquilizante, mientras que el enantiomero R es teratdgeno [3].

En la actualidad, dado que la mayoria de los nuevos farmacos son quirales, un
principio activo racémico y cada uno de sus enantiomeros deben someterse a pruebas
bioldgicas y toxicoldgicas para determinar los perfiles farmacoldgicos para cada entidad.
Es asi que, no s6lo los compuestos quirales propiamente dichos son objeto de estudio,
sino que su produccién industrial en diversos ambitos tiene como objetivo la separacién
enantiomérica de los mismos [4]. Entre los métodos de resolucion de racematos, las
separaciones cromatograficas son las de mayor aplicacion. Ademas, para hacer frente a
problemas de la estereoselectividad, la cromatografia de liquidos de alta performance
(HPLC) es una de las técnicas analiticas elegidas por excelencia [5]. Los métodos para
separaciones enantioméricas de farmacos usando cromatografia de liquidos (CL) se han
establecido tanto con fines analiticos como para técnicas preparativas [6,7].

La comprension de la relevancia de la quiralidad ha impactado en diversos
ambitos industriales, demandando técnicas analiticas rapidas, automatizadas, sensibles,
selectivas, robustas y aplicables al analisis de una amplia variedad y cantidad de muestras.

Los avances realizados en los procedimientos cromatograficos tienden
permanentemente a aumentar la productividad en las determinaciones, asi como a reducir
el consumo de solventes y de muestra. En este sentido, la cromatografia de liquidos de
ultraalta performance (UHPLC), busca mejorar la resolucion cromatogréfica
disminuyendo el diametro de las particulas de relleno de la columna, lo que conlleva un
aumento en la caida de presion del sistema al operar a flujos aceptables [8].

Otras opciones actuales incluyen el empleo de nuevas fases estacionarias. Una
alternativa prometedora, es el empleo de lechos monoliticos en cromatografia de liquidos.

Un monolito es un blogque unico de material continuo con una porosidad uniforme.
La sintesis de materiales monoliticos para ser empleados como fases estacionarias en
cromatografia de liquidos presenta la posibilidad de controlar la cantidad de poros o
canales de paso de la fase mavil y optimizar sus tamafios. Monolitos de alta porosidad
tienen mayor area superficial y son mas permeables al pasaje de la fase mévil permitiendo
un flujo mas répido con bajas caidas de presion. El resultado final son separaciones méas

rapidas y eficientes [9,10].
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1.2. Columnas monoliticas

El mayor interés hacia los monolitos poliméricos organicos se debe a que pueden
ser disefiados para el analisis de cada sistema en particular, es decir, las fases estacionarias
son hechas “a medida”, gracias a la facilidad y al gran nimero de grupos funcionales que
pueden incluirse en la matriz polimérica. En este sentido, se han disefiado monolitos para
un gran namero de aplicaciones, pudiendo citarse, la separacion y andlisis de péptidos
[11,12], proteinas, oligbmeros y polinucledtidos [13,14], compuestos quirales [15],
polimeros [16,17] y esteroides [18]. Las columnas monoliticas poliméricas se pueden

clasificar basicamente en dos categorias, inorganicas (o de silice) y organicas.

1.2.1. Columnas monoliticas de silice

Los monolitos de silice fueron sintetizados por primera vez por Tanaka y col. en
1997. Las columnas monoliticas de silice poseen una alta resistencia fisica y estabilidad
quimica frente a diversos solventes. Sin embargo, no pueden usarse con eluyentes de pH
mayor a 8, al igual que las columnas de silice particuladas. Ademas, muestran gran
variabilidad y baja reproducibilidad en el proceso de derivatizacién que afecta
significativamente la reproducibilidad de las columnas obtenidas [19].

En general, las columnas monoliticas de silice se preparan mediante la
tecnologia sol-gel [20,21], con la cual se crea una red continua por gelificacion de una
solucion en el interior del capilar. Los precursores mas comunmente utilizados en la
sintesis de estos monolitos son los alcoxidos metalicos, que reaccionan facilmente con el
agua, entre ellos alcoxisilanos como tetrametoxisilano y tetraetoxisilano.

El proceso sol-gel puede describirse mediante dos etapas: la hidrolisis del
alcoxisilano seguida de una reaccion de condensacion, como se muestra en el siguiente
esquema:

a) Hidrdlisis:
=Si-OR + H20 — =Si-OH + ROH

b) Condensacion:
=Si-OH + RO-Si= — =Si-0-Si= + ROH
=Si-OH + HO-Si= — =Si-O-Si= + H20
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La policondensacién se produce posteriormente mediante la unién en cadena de
grupos silanoles adicionales. Las caracteristicas morfologicas de los monolitos de
silice se encuentran determinadas principalmente por el proceso de separacion de fases y
por el tiempo transcurrido entre el comienzo de dicho proceso y la gelificacion [22]. La
morfologia de la estructura resultante puede controlarse variando las condiciones iniciales
y la temperatura de reaccion, por lo que se han estudiado diferentes materiales de partida
y distintas condiciones experimentales [20,19].

La estructura de un monolito de silice esta formada por un esqueleto
interconectado que crea una distribucion determinada de poros. La Figura 1.2 A muestra
la seccion transversal de un monolito de silice y la Figura 1.2 B, una ampliacion de la
superficie, ambas obtenidas por microscopia electrénica de barrido (SEM). En ellas se
observa una estructura porosa bimodal compuesta por macroporos de 1 a 3 um y por

mesoporos de 10 a 20 nm.

Mesoporos = 13 nm

Figura 1.2: Micrografia de columnas monoliticas de silice, A) seccion transversal

y B) ampliacién de la superficie (9000 X).

Como se menciono anteriormente, la porosidad del lecho continuo se encuentra
determinada principalmente por los macroporos, que son los responsables del flujo a
través de la columna, mientras que en los mesoporos se establece el proceso de retencién
de los analitos. En el proceso de formacion de la estructura polimérica se puede realizar
un tratamiento hidrotérmico con el fin de aumentar el volumen de los mesoporos y el area

superficial [23]. Para controlar la contraccion del lecho y prevenir su rotura, se seca bajo
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presiones reducidas utilizando disolventes especificos [24,25]. También, pueden incluirse
etapas de derivatizacion para obtener fases estacionarias con propiedades alternativas.
Todo esto hace que la fabricacion de monolitos de silice sea bastante compleja.

1.2.2. Columnas monoliticas organicas

Los monolitos orgénicos estan constituidos por polimeros basados en carbono.
Las primeras aproximaciones a estos materiales fueron realizadas por Kubin y col. hacia
fines de los afios “60, sintetizando geles de metacrilatos [26]. Posteriormente, Hjertén y
col. trabajaron con polimeros obtenidos a partir de acrilatos en presencia de una sal, los
cuales fueron insertados en columnas de acero inoxidable [27,28]. Svec y Fréchet (1994)
publicaron un trabajo sobre monolitos de metacrilatos utilizando la técnica de sintesis
mas empleada hasta la actualidad, y es la que se desarrolla en este trabajo de Tesis para
la fabricacion de columnas capilares monoliticas organicas [29]. Son varios los tipos de
mondmeros que han sido estudiados a lo largo del tiempo, pero los mas cominmente
utilizados son a base de acrilamidas, estireno-divinilbenceno y ésteres de acrilatos y
metacrilatos [30,31].

Si bien las columnas monoliticas poliméricas organicas comparten algunas

caracteristicas con las de silice, hay que destacar algunas particularidades:

a) Sucomportamiento varia considerablemente con los solventes utilizados como
fase movil, dependiendo de como se solvate la fase estacionaria sera el
volumen que ésta ocupe. Esta propiedad es de gran importancia, pues su
permeabilidad dependera entonces de la composicion de la fase movil
utilizada.

b) Los monomeros elegidos son los que determinan las caracteristicas quimicas
de la columna, sin necesidad de una posterior derivatizacion (en la mayoria de
los casos).

c) Estas columnas no se encuentran disponibles comercialmente en todas sus
variedades.

d) Se suelen sintetizar in situ en una sola etapa en el interior de capilares de silice
previamente silanizados, de manera de anclarlos a la pared del mismo durante

el proceso de polimerizacion.
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e) Son estables frente a una gran variedad de solventes y pueden utilizarse en un
rango muy amplio de pH (2-12).

La gran simplicidad, versatilidad y bajo costo de la preparacion hacen que estas
columnas puedan y deban ser disefiadas para el analisis de cada muestra en particular.

El proceso de polimerizacion se inicia con precursores liquidos y se lleva a cabo
directamente en el interior de un tubo capilar, lo que permite obtener facilmente
monolitos de cualquier longitud y diametro. La mezcla de polimerizacion puede
prepararse a partir de diversos monomeros, y esta flexibilidad permite realizar ajustes
sencillos para conseguir la columna deseada. EI control que puede ejercerse sobre el
proceso de polimerizacion mediante la variacion del tipo y concentracion de disolvente
porogénico, temperatura de polimerizacion o tipo de iniciador radicalario, permiten
optimizar las propiedades porosas de los monolitos resultantes (Figura 1.3) y por tanto, la

velocidad de flujo de la fase movil y las propiedades cromatogréficas.

HV det| WD |spot| e

| — 0 pm ——— mag 10 pm
24.00 kv|9 000 x|ETD|9.1 mm| 3 SeMFi - LIMF - FT - UNLP 24.00kV|9000x|ETD!82mm | 3.0 SeMFi - LMF - FI - UNLP

Figura 1.3: Micrografias SEM de dos rellenos tipicos de polimeros metacrilicos
en las que se puede observar la diferente aglomeracion de racimos o “clusters” de

monomeros Yy la diferente porosidad del lecho.

Como se dijo anteriormente, la mezcla de polimerizacion es una combinacion de
monomeros entre los que se encuentra un agente entrecruzante o cross-linker, una mezcla
porogénica de disolventes y un iniciador radicalario [32,33]. La mezcla se polimeriza en
la mayoria de los casos por calentamiento en un bafio de agua u horno, por la accion de
iniciadores quimicos, térmicos o mediante radiacion (UV, rayos v, etc.). Para evitar que

la fase mdvil desplace al lecho monolitico a lo largo de la columna, es necesario un
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adecuado anclaje del polimero a la pared interna del capilar, recurriéndose a menudo a la

silanizacion de la misma, empleando metacrilato de 3-(trimetoxisilil)propilo (y-MAPS).

Columnas basadas en poliacrilamida

Hjertén y col., introdujeron las columnas monoliticas basadas en acrilamida para
HPLC [27] que posteriormente las utilizaron también en CEC [32]. Estos autores
describieron la preparacion de fases estacionarias monoliticas de acrilamida en
disolventes acuosos. Unos afios méas tarde, Novotny y col. desarrollaron un método
basado en el empleo de disolventes organicos para mejorar la solubilidad de los
monomeros no polares y obtener asi mezclas de polimerizacién mas homogeéneas [33].

Estas fases estacionarias monoliticas pueden sintetizarse directamente en el
interior de los capilares por polimerizacion en cadena de mondmeros de acrilamida,
empleando un sistema catalizador/iniciador como el del peroxidisulfato de amonio con
N,N,N’,N’-tetrametil- etilendiamina (TEMED). La mezcla de polimerizacién a menudo
incluye monomeros como acrilamida, N,N’-bisacriloxilpiperazina y metacrilamida, y
agentes entrecruzantes como N,N’-metilenbisacrilamida. Para su empleo en CEC pueden
obtenerse monolitos con cargas si se afiade acido 2-acrilamido-2-metilpropanosulfénico
(AMPS) o &cido vinilsulfonico, mientras que para asegurar la existencia de interacciones
analito/fase estacionaria necesarias en cromatografia se adicionan frecuentemente
metacrilato de estearilo o metacrilato de butilo (BMA). La polimerizacién de este tipo de

columnas tiene lugar normalmente en una sola etapa y a temperatura ambiente.

Columnas basadas en poliestireno

Los polimeros de estireno—divinilbenceno poseen alta estabilidad incluso en
condiciones extremas de pH (1-14), posibilitando asi numerosas aplicaciones, entre las
gue se encuentran tanto la preparacién de catalizadores con base polimérica como de
agentes extractantes inmovilizados en el polimero, la sintesis de resinas de intercambio
ionico y la elaboracion de fases estacionarias para cromatografia de exclusion molecular.

Dada la alta porosidad de estos polimeros, comenzaron a utilizarse a principios de

los afios “90 como medio monolitico de separacion en HPLC de fase inversa [34] y desde
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entonces se han estudiado ampliamente como fases estacionarias en HPLC y CEC
[35,36,37].

La preparacion de estas columnas monoliticas es muy sencilla. La
polimerizacion se inicia por radicales libres de estireno (mondémero funcional) y
divinilbenceno (agente entrecruzante), en presencia de un diluyente que es el disolvente
porogénico. Dada su gran hidrofobicidad, en ocasiones pueden utilizarse directamente
como fase estacionaria en HPLC en modo inverso, aunque su superficie puede
derivatizarse facilmente para aumentar las interacciones cromatograficas y permitir el

analisis de moléculas pequefias.

Columnas basadas en ésteres de metacrilato y acrilato

Las columnas monoliticas obtenidas a partir de metacrilato también fueron
introducidas en HPLC en los afios "90 [12,38,39]. Las propiedades cromatogréficas de
estos compuestos ya habian sido evaluadas por Lukas y col. en 1978 [40]. Estas fases
estacionarias se han desarrollado ampliamente tanto en HPLC como en CEC, y se
encuentran entre las de uso mas extendido y mejor caracterizadas.

Los polimeros de metacrilato y acrilato poseen caracteristicas mecéanicas y
quimicas que los hacen altamente apropiados para su uso como fases estacionarias. Son
estables en un amplio rango de pH (2-12), su sintesis es rapida y sencilla, y se pueden
utilizar mondmeros de polaridades muy diversas. Ademas, si se utiliza metacrilato de
glicidilo (GMA) como monomero de base, el monolito obtenido puede derivatizarse
facilmente debido a la reactividad de su grupo epoxi [41,42]. Dado que en los monolitos
poliméricos organicos predominan los macroporos por sobre los mesoporos, pueden
utilizarse para la separacion de biomoléculas de gran tamafio, como proteinas y
polinucledtidos [43,44], porque las moléculas de pequefio tamafio presentan una

transferencia de masa lenta dentro de los micro/mesoporos con fase movil estanca.

1.2.2.1. Obtencion de columnas monoliticas basadas en metacrilato

Las propiedades de los monolitos de metacrilato pueden optimizarse ajustando
la composicion de la mezcla de polimerizacion (monémeros, agente entrecruzante,

disolvente/s porogénico/s y/o iniciador), asi como el tipo de iniciacion empleada (térmica,
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quimica o mediante radiacion UV o rayos y). La modificacion de cada uno de estos
factores cambia el proceso de polimerizacion y produce un efecto diferente sobre las
caracteristicas del monolito final [45,46]. Se exponen a continuacion los principales

aspectos relacionados con cada uno de ellos.

Mondmeros

El monémero funcional determina la hidrofobicidad y las caracteristicas
quimicas de la superficie del lecho. Existe una gran variedad de monémeros de
metacrilato cuya estructura general se muestra en la Figura 1.4 que han sido utilizados

para la preparacion de columnas monoliticas:

R=  -(CH)sCH; (BMA)

H CH, (CH2)s-CHs  (HMA)
>: -(CH2)11-CHs  (LMA)
H QO -(CHz)17-CH;  (ODMA)
D\ (CH2)-OH  (HEMA)
-CH»-CH-CH,  (GMA

R i‘oﬁ (GMA)

Figura 1.4: Estructura quimica de un éster de metacrilato, conteniendo un

sustituyente R de diferente naturaleza quimica.

Estos ésteres permiten modificar la polaridad del monolito en funcion del radical
R. Asi, pueden destacarse el butil-metacrilato (BMA), hexil-metacrilato (HMA) y lauril-
metacrilato (LMA), cuyas polaridades decrecen con el largo de la cadena permitiendo asi
modificar la hidrofobicidad de la fase estacionaria. También el glicidil-metacrilato

(GMA\) [47,46] que permite derivatizar a través de su grupo epdxido y el 2-hidroxietil-
metacrilato (HEMA\) [48,49] conteniendo grupos OH™ que le confieren un caracter mucho

mas polar al lecho monolitico.
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Agente entrecruzante (Cross-linker)

Como agentes entrecruzantes para las columnas monoliticas de metacrilato se
utilizan dimetacrilatos de alcoholes saturados, en particular los derivados de los

etilenglicoles (Figura 1.5):

0 CH,
HaC 0
oKk CH,

CH,

Figura 1.5: Estructura quimica general de dimetacrilatos derivados de

etilenglicoles.

En las columnas monoliticas de metacrilato, el dimetacrilato de etilenglicol
(EDMA, n=0) es el agente entrelazante mas utilizado [50], mientras que con menos
frecuencia se emplean el dimetacrilato de dietilenglicol (n=1) y de trietilenglicol (n=2)
[46,51] asi como el de 1,4-butanodiol [52] y el de glicerol [53].

El contenido de agente entrelazante en la mezcla de mondmeros afecta tanto a la
composicion quimica del lecho monolitico como a sus propiedades porosas, de modo que
en general un incremento del contenido de cross-linker produce una disminucion del
tamafio medio de poro debido a la temprana formacion de microglébulos con un alto
grado de entrecruzamiento. Ademas, el porcentaje de agente entrelazante puede afectar
la rigidez y homogeneidad del monolito. La polimerizacion de mezclas con un alto
contenido de cross-linker puede resultar atil para obtener lechos monoliticos de elevada
area superficial, de hasta mas de 100 m?/g; sin embargo, estos monolitos presentan una
permeabilidad a los liquidos bastante limitada, por lo que su uso en HPLC y CEC se

encuentra muy restringido.
Sistema porogeéenico
La eleccion del disolvente porogénico y su proporcion en la mezcla de

polimerizacion constituyen uno de los principales factores a considerar en la optimizacion

de las propiedades porosas de los monolitos de metacrilato. Mientras que la variacién del
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monomero, del agente entrelazante y del tipo de iniciador, pueden modificar la
composicion y rigidez del monolito, las modificaciones relacionadas con los
pordgenos solo afectan a la estructura final del polimero [30,54].

Para optimizar el proceso de fabricacion de las columnas, el sistema porogénico
ideal debe permitir:

) la preparacién de un medio homogéneo de polimerizacién en una sola

fase, a partir del monomero funcional y el agente entrelazante;

i) la incorporacion uniforme y directa de estos monémeros con diferente

polaridad, generando un monolito polimérico macroporoso;

i) un control fino de las propiedades porosas de los lechos monoliticos

resultantes.
Ademas, luego de la polimerizacién estos solventes deben ser facilmente eliminados
mediante el lavado de la columna.

El mecanismo de formacion de poros mediante la utilizacion de agentes
porogénicos puede explicarse teniendo en cuenta la solubilidad del polimero en los
distintos porogenos. La polimerizacion tiene lugar en un medio de reaccién
inicialmente homogéneo hasta que se separan las cadenas de polimero por el aumento del
tamafio y el entrecruzamiento. Los cambios en la naturaleza o en la composicion del
disolvente porogénico influyen sobre la solvatacién de las cadenas de polimero en las
primeras etapas de la reaccién obteniéndose poros de mayor tamafio si se utilizan
disolventes con pobres propiedades solvatantes hacia el polimero. Por el contrario, si
el por6geno es un buen disolvente del polimero, la separacion de fases se hace més
lenta formandose poros de menor tamafio [55,56].

La disminucién de la relacibn mondmeros/porégenos proporciona un método
directo de incrementar el tamafio de poro y reducir la resistencia al flujo en las columnas
monoliticas. Sin embargo, esto conlleva a la disminucion en el area superficial y en la
rigidez del polimero formado obteniéndose monolitos quebradizos. Por el contrario, un
aumento de aquella relacion proporciona monolitos con mayor porosidad y éarea
superficial, pero de alta resistencia al caudal de fase moévil, por lo que la relacion 6ptima

se debe establecer en casa caso.
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Sistema de iniciacion

La polimerizacion de lechos monoliticos de metacrilato esta dada por una reaccion
radicalaria iniciada generalmente por temperatura, un proceso de irradiacion o la
presencia de agentes quimicos.

En la iniciacion térmica, para obtener monolitos con estructuras porosas
uniformes y reproducibles, la temperatura del proceso de polimerizacidn debe controlarse
cuidadosamente debido a su fuerte influencia sobre la velocidad de crecimiento de los
nacleos. A temperaturas elevadas, a las que tanto la descomposicion del iniciador como
la velocidad de propagacion son muy rapidas, aumenta el nimero de nucleos con la
consiguiente reduccion del tamafio final de poro. Polimerizaciones rapidas dan lugar a
estructuras porosas menos uniformes, por lo que desde esta perspectiva seria preferible
utilizar temperaturas de polimerizacion mas bajas. Sin embargo, las bajas temperaturas
pueden inhibir el efecto del iniciador o afectar la cinética del proceso en su conjunto,
haciéndolo cada vez mas lento [57]. Por Gltimo, la naturaleza del iniciador puede afectar
también las propiedades porosas de la estructura resultante. Para la iniciacion térmica se
suele utilizar a,0’-azobis isobutironitrilo (AIBN) [58,59] o bien un perdxido organico
como el lauril peréxido (LPO) (Figura 1.6) [13, 60, 61].

a) b)

HaC_ CHa o

Ng > Mo
SNT ey CH3(CHz)eCHz™ 0™
HsC™ CH, N o)

c

CH2(CH2)9CH3

Figura 1.6: Estructura quimica de iniciadores térmicos a) AIBN, b) LPO.

La polimerizacion iniciada por radiacion UV se efectia normalmente a
temperatura ambiente. Algunos iniciadores radicalarios utilizados son el AIBN y la 2,2-
dimetoxi-2-fenil-acetofenona.

En la polimerizacion con agentes quimicos puede utilizarse como iniciador el
peroxidisulfato aménico, adiciondndose TEMED como activador. Algunos grupos de
investigacion [21,41,62] han empleado este modo de iniciacion para preparar columnas

basadas en acrilamida para cromatografia de liquidos capilar (CLC) y CEC [63].
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Por ultimo, también es posible preparar lechos monoliticos utilizando radiacion
gamma (y) [65]. Este método es menos comun que los anteriores, pero presenta algunas
ventajas, en particular la generacion directa de radicales de los monémeros sin necesidad
de adicionar iniciadores. Por esta via, los radicales libres se generan de manera
homogénea en todo el sistema, y las variaciones en la cantidad y velocidad de irradiacion

permiten controlar la estructura porosa final del polimero.

Mecanismo de polimerizacion

El mecanismo de formacion del monolito macroporoso se basa en una reaccion
radicalaria, donde el monolito se prepara in situ, mediante una polimerizacion en cadena.
El iniciador radicalario, que es capaz de generar radicales libres a partir de enlaces
débiles, se descompone y se inicia la polimerizacion (Figura 1.7). A continuacion, los

radicales se transfieren desde el iniciador a los monémeros circundantes [65].

CN
Naw Lh. Y 4+
1 N 60 °C 2 . N,
NC CN

Figura 1.7: Mecanismo de la polimerizacion. Etapa de iniciacion:
descomposicion del iniciador AIBN.

La segunda etapa (Figura 1.8) consiste en la propagacion, toma la mayor parte del
tiempo de polimerizacion y genera un aumento de la longitud de cadena de los polimeros.
Una cadena comienza cuando un radical libre utiliza un electron & para formar un enlace
estable con un atomo de carbono. Esto convierte a toda la nueva molécula en otro radical,
que ataca a otro mondmero en el entorno. Una vez que se ha iniciado una cadena, se
propaga hasta que no hay mas monémero disponible o hasta la desactivacion del radical
[66]. A su vez, se produce la reaccion entre el mondémero y el agente entrecruzante.
Siguiendo con el ejemplo de los polimeros de metacrilato, y utilizando EDMA como

cross-linker, se muestra en Figura 1.9 el mecanismo de reaccion.
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Figura 1.8: Mecanismo de la polimerizacién. Segunda etapa: iniciacién
radicalaria del monémero y crecimiento de las cadenas poliméricas (A es un grupo

terminal que depende del monémero empleado).
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Figura 1.9: Mecanismo de la polimerizacion. Tercera etapa: polimerizacion

radicalaria entre monémero y entrecruzante.
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A medida que crecen las cadenas del polimero, disminuye su solubilidad en el
medio y los nucleos generados se van separando. Los mondmeros son
termodindmicamente mejores disolventes del polimero que los porégenos, por lo que los
nucleos se solvatan preferentemente con los monémeros que gquedan en la mezcla de
polimerizacion. Como la concentracion de monomeros en el interior de los nucleos es
mayor que en la disolucion, la polimerizacion continda preferentemente en dichos nucleos
por motivos cinéticos [67,68], produciéndose un aumento de su tamafio y pasando a
formar microgldbulos. Estos continian aumentando de tamafio y se van interconectando,
creando la morfologia final del monolito. El proceso da lugar finalmente a un
sistema de dos fases: un s6lido monolitico continuo de color blanco y un liquido
porogénico inerte que llena los poros de la estructura. ElI volumen ocupado por los
pordgenos corresponde por tanto al volumen de macroporos del lecho monolitico. En la
Figura 1.10 se muestra el proceso de crecimiento de los nucleos hasta la interconexion

final (reticulacion) para formar el esqueleto monolitico.

a) b) C)

Figura 1.10: Esquema del proceso de crecimiento de los nucleos, a) formacion de

nucleos, b) crecimiento y gelificacion y c) interconexion de los nucleos.

La morfologia resultante de los monolitos macroporosos constituye un sistema
complejo, con una estructura constituida por una serie de microglébulos interconectados,
parcialmente agregados en agrupaciones de mayor tamafio, que forman el cuerpo del
polimero. Los huecos irregulares entre las agrupaciones de microglébulos son los
macroporos [69]. La organizacion de los globulos y sus agregados depende tanto de la
composicion de la mezcla de polimerizaciébn como de las condiciones de reaccion

utilizadas en la preparacién del monolito.
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1.2.2.2. Caracterizacion de materiales monoliticos

Caracterizacion de las propiedades morfologicas

Existen numerosos métodos y herramientas analiticas que proporcionan
informacién sobre la morfologia de los materiales monoliticos. Estos métodos incluyen
técnicas como la microscopia electrénica de barrido (SEM), la porosimetria de intrusion
de mercurio (MIP), la adsorcién/desorcion de nitrégeno evaluada mediante la ecuacion
de Brunauer-Emmet-Teller (BET) y la determinacion de la permeabilidad

cromatografica.

Microscopia electronica de barrido

Esta técnica permite obtener imagenes de alta resolucion de la estructura de los
materiales estudiados utilizando las interacciones electron-materia. En ella, un rayo
focalizado de electrones a los que se aplica un voltaje entre 2 y 30 kV barre la superficie
del material, produciendo principalmente la emision de electrones secundarios y
retrodispersados que se recogen mediante un adecuado sistema de deteccion,
permitiendo obtener una imagen tridimensional de la superficie que puede ser examinada
con gran amplificacion.

Los voltajes mas pequefios se utilizan para muestras bioldgicas sensibles que
pueden dafiarse y los voltajes mas altos para muestras metélicas, pudiendo en este caso
aprovecharse las menores longitudes de onda para ganar resolucion. Luego del barrido de
la superficie con los electrones acelerados, un detector formado por lentes basadas en
electroimanes mide la cantidad e intensidad de los electrones que devuelve la muestra. La
informacién proporcionada por la sefial variara en funcién de las caracteristicas del
detector empleado [70].

Para realizar el analisis por SEM, la muestra debe estar seca, ya que la baja presion
existente en el microscopio causaria la evaporacion de los componentes volatiles,
alterando la estructura de la misma. Ademas, la superficie debe ser conductora y
térmicamente estable, requisitos que no satisfacen los polimeros monoliticos [70]. La
conductividad necesaria para minimizar los efectos de carga que pueden producir

distorsiones en la imagen de muestras no conductoras se consigue recubriendo la
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superficie de la misma con una pelicula de un material conductor como el oro, mediante

las técnicas de sputtering (pulverizacion catodica en alto vacio) o de evaporacion térmica.

Porosimetria de intrusion de mercurio

La MIP es una de las herramientas méas importantes para caracterizar el tamafio
de los poros, su distribucion y el volumen total definido por ellos en los sistemas porosos.
Estas propiedades morfologicas se obtienen determinando el volumen de mercurio
introducido bajo presion en los poros del material a analizar.

Dado que el mercurio es un liquido que no moja la superficie del sélido, no puede
penetrar en los poros espontaneamente a no ser que se le aplique una presion externa que
fuerce su entrada en los mismos. Supuesto que el poro tenga una geometria cilindrica, la
presion aplicada se relaciona con el tamafio de poro mediante la ecuacioén de Washburn
[71], segun la cual el radio del poro es inversamente proporcional a la presion aplicada:

20 cosO
P=——- (Ec. 1)

r

donde P es la presion ejercida sobre el mercurio, o la tension superficial de éste (480
erg/cm?), @el angulo de contacto entre el mercurio y la superficie del poro (130°) y r el
radio equivalente del poro que se llena con mercurio.

En esta técnica, la muestra se coloca en un recipiente con cierre hermético
(penetrometro) y se somete a vacio con el fin de desgasificarla. A continuacion, el
penetrémetro se llena con mercurio, aplicando presion de forma progresiva, con lo que se
produce la intrusion gradual de éste en el medio poroso desgasificado. Finalmente,
llegado al punto maximo de presion y volumen de mercurio intruido, una disminucion
gradual de la presion condiciona la extrusion de éste desde la estructura porosa.

El volumen de mercurio introducido en la muestra se registra junto con el valor
de la presion aplicada. Estos pares de valores describen la curva “volumen de mercurio
intruido vs. presion aplicada”, que puede convertirse, mediante un modelo adecuado de
porosidad, en volumen de poro frente a radio de poro; y la distribucion de tamafios de

poros se calcula derivando la curva acumulada de intrusion respecto del radio. Con esta
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técnica, se pueden caracterizar poros de tamafios comprendidos entre 3 nm y 360 um. En
la Figura 1.11 se muestra, la distribucién de poros obtenida para materiales monoliticos.
Cabe aclarar que las presiones empleadas en el desarrollo de un ensayo de
porosimetria son tan elevadas que la estructura porosa puede ser dafiada y/o modificada
definitivamente segun la fragilidad del material. Esto no significa que la utilizacion de
la MIP no sea adecuada para el estudio del sistema poroso, por el contrario, es una
técnica muy resolutiva que utilizada en combinacion con otras técnicas, proporciona una
informacién muy util, debiendo tenerse en cuenta las limitaciones sefialadas en funcion

de las caracteristicas de cada solido poroso.

= = y -
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=
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=
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1E-2 0.01 01 1 10 100
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Figura 1.11: Distribucion del tamafio de poro obtenida mediante la técnica MIP

de un material monolitico (polimerizacion térmica).

Dada la limitada resistencia de los polimeros monoliticos que se van a estudiar en
la presente Tesis, la MIP se utilizard principalmente para obtener informacion sobre el
diametro medio de poro y el volumen total de poros (valores directamente relacionados
con los macroporos), mientras que los datos de superficie especifica, a la que contribuyen
fundamentalmente los mesoporos y microporos presentes en la estructura de estos

materiales, se obtendrdn mediante la técnica de adsorcidn/desorcion de nitrégeno (BET).
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Adsorcion/desorcion de nitrogeno

La adsorcion/desorcion de nitrdgeno es otra técnica muy utilizada para
caracterizar materiales porosos, permitiendo determinar su superficie especifica, el
volumen total de poros y la distribucion de didmetros de poros comprendidos entre 0.3 y
300 nm [73].

En esta técnica, la muestra se lleva a temperatura constante por medio de un bafio
externo y se realiza un desgasificado. A continuacion, se introducen, en etapas sucesivas,
pequefas cantidades de nitrégeno liquido (adsorbato) en el interior de la cdmara que
contiene la muestra. Las moléculas de gas que alcanzan la superficie de la muestra se
adsorben y tienden a formar una delgada capa que cubre por completo la superficie
adsorbente, formandose una monocapa de moléculas adsorbidas. La adicion continua de
moléculas de gas una vez que se ha formado la monocapa lleva a la formacion gradual de

capas multiples o multicapas (Figura 1.12 A).

A Condensacta. tamado, vokamen ¥ B
Getribecion de poro

Monocspa Area
- Condensacion capilar
Mesoporos

J Formacién de la monocapa
Adsorcion en multicapas
superficial

Mayor energia de Adsorcion
lenado de microporos

Cantidad de gas adsorbido
|
)
i
1)

» p/p

Incremento de la presida del pas

Figura 1.12: Esquema representativo de A) la adsorcion de las moléculas de N2

sobre la superficie de los poros, B) isoterma de adsorcion correspondiente.

La representacién del volumen de gas adsorbido por unidad de masa frente a la
presion relativa del gas (p/po, con p = presion del gas en equilibrio y po= presion de
saturacion) permite obtener la curva o isoterma de adsorcién. Cuando p/pg Se aproxima a

1 se revierte la adsorcién obteniéndose la isoterma de desorcion.
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Las isotermas que resultan de la adsorcion fisica, fueron propuesta por Brunauer,
Deming, Deming y Teller (BDDT) (1940) y se pueden clasificar en cinco tipos (Figura
1.13).

Cantidad de gas adsorbido

s
—
-

Presion relativa

Figura 1.13: Clasificacion de las Isotermas Tipo | al V por BDDT y Tipo VI
(isoterma escalonada).

La isoterma tipo | es tipica de s6lidos microporosos e isotermas de quimisorcion,
es reversibles (tipo Langmuir), con formacion de una larga porcién plana, cortando la
linea p/po= 1 bruscamente o generando una "cola". Las isotermas de tipo Il son
caracteristicas de solidos pocos porosos, con meso y macroporosidad. EI denominado
“punto B” por BDDT, en el cual comienza la porcion lineal indica que el cubrimiento de
la monocapa estd completo y esta por comenzar la adsorcion en multicapas. Las de tipo
I11, son isotermas reversibles caracteristicas de s6lidos no porosos 0 macroporosos, no
presentan el punto B, son convexas hacia el eje p/po, e indican interacciones debiles entre
adsorbato-adsorbente. Las isotermas tipo IV se asemejan a las isotermas de tipo I,
presentando histéresis y punto B, pero con un punto de inflexion a baja presion. Estas
isotermas se dan en sélidos mesoporosos. La isoterma tipo V, es similar al tipo 11, pero

con histéresis. Finalmente, la isoterma tipo VI, representa un proceso de adsorcion por
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capas (escalonada) sobre una superficie uniforme no porosa. La altura del escalon
representa la capacidad de la monocapa para cada capa adsorbida.

La superficie especifica, Sger (M?/g), se puede calcular con la ecuacion de BET
[72]:

Vm. NA. a
SpEr = ———— 10-22 (Ec. 2)
22414

donde Vm es el volumen que ocupa el adsorbato por gramo de adsorbente (cm3STP

Adsorbato/ g adsorbente), N, es el nimero de Avogadro y a m (nm?) es el area superficial
ocupada por una molécula de nitrégeno (0.162 nm?). EI volumen de la monocapa, Vm

(cm®/g), se calcula a partir de la expresion:

p _ 1 c-1 P
V.(po—p) Vm.C Vm.C po

(Ec. 3)

donde V es el volumen de nitrégeno adsorbido, p y po tienen el significado anteriormente
mencionado y ¢ es la constante BET relacionada con la entalpia de adsorcion. La
representacion de p/[V(po-p)] frente a p/po (isoterma) permite determinar los pardmetros
cYyVm.

La regla de Gurvich indica la cantidad de vapor adsorbido en el punto de
saturacion (p/po=0.995) expresada como liquido, determinando una medida del volumen

total de poros del material [73].

Evaluacion de la permeabilidad cromatografica

Las propiedades de flujo de una columna monolitica pueden evaluarse
determinando la permeabilidad cromatogréfica del lecho. Este pardmetro representa la
capacidad de un medio poroso para permitir el pasaje a través de un fluido impulsado
mediante una caida de presién determinada, y puede calcularse mediante de la ley de

Darcy:
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L.
Bo= 1-£ (Ec. 4)
AP

donde By es la permeabilidad especifica (m?) del medio poroso, 7 la viscosidad de la fase
movil (poise), L la longitud del lecho monolitico (m), u la velocidad lineal de flujo (m/s)
y AP la caida de presion aplicada (bar).

La permeabilidad cromatografica esta determinada principalmente por los canales
de flujo o macroporos presentes en el material monolitico [74], de manera que a medida
que aumenta el tamafio de poro lo hace también la permeabilidad cromatogréfica del
monolito, disminuyendo por tanto la resistencia al flujo. Desde el punto de vista
experimental, es conveniente trabajar con columnas de permeabilidad elevada para
obtener separaciones rapidas, disminuyendo el tiempo de analisis, aunque en general, a
mayor cantidad de macroporos menor es el area superficial y, por lo tanto, menor la

eficiencia separativa de la columna.

Caracterizacion de las propiedades cromatograficas
El comportamiento de las columnas monoliticas puede evaluarse a partir de para-
metros cromatograficos tipicos: eficiencia (N), altura equivalente de plato teérico (H),

resolucion (Rs) y selectividad (), que pueden calcularse a partir de las expresiones basi-
cas dadas en las ecuaciones 5 a 8.

N = 5,54 (—)2 (Ec.5)

Wo.s

donde tr es el tiempo de retencion del analito y wo s es la anchura del pico a media altura.

H = % (Ec. 6)

siendo L, la longitud del lecho monolitico.
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(trz-trl)

(Wos51+wWos2)

Rs =1,18 (Ec.7)

donde tr1 y tro son los tiempos de retencion para el analito menos y maés retenido,
respectivamente, y Wos 1Y Wos 2 l0s correspondientes valores de los anchos de cada pico
a mitad de altura. Valores de Rs = 1,5 indican separacion completa o “a la linea de base”,

aunque valores de 1,25 ya permiten una cuantificacion apropiada de los analitos.

— C.

donde k1 y k2 son los factores de retencion del analito menos y mas retenido,

respectivamente.

1.3. Reconocimiento quiral

1.3.1. Principios del reconocimiento quiral

Dos enantiomeros tienen exactamente las mismas propiedades fisicas y quimicas
en un medio anisotropico. Por lo tanto, para separarlos se necesitan interacciones
estereoespecificas con una molécula opticamente activa, denominada “selector quiral”.
Esta molécula puede asociarse transitoriamente de manera preferencial a uno de los
enantiomeros. Con el fin de racionalizar las diferencias observadas entre los enantiomeros
en cuanto a su actividad bioldgica/farmacologica, en 1933 Easson y Stedman propusieron
un “modelo de acoplamiento de tres puntos” como base de las interacciones
enantioselectivas droga-receptor. El modelo, deducido a partir de la diferente accion de
los enantiomeros de la epinefrina, se basa en que, si tres grupos funcionales de la molécula
de un dado enantiomero interaccionan con tres sitios complementarios en el receptor
quiral, el otro enantidmero no podra interactuar exactamente del mismo modo con el
receptor, resultando entonces en interacciones y, consecuentemente, en efectos biologicos
diferentes para ambos enantiomeros. Si bien este modelo, esquematizado en la Figura 1.14
es demasiado simple, dado que no considera la posibilidad de que la interaccion entre el

farmaco y el receptor pueda producir cambios en la configuracion de ambos, fue ampliado
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luego para explicar la enantioselectividad bioldgica de drogas quirales en general [62], y
también se extendié su aplicacion para justificar la retencidon enantioselectiva en

cromatografia [75].

Figura 1.14: Modelo de interaccién de tres puntos. El enantibmero (a) presenta
tres grupos exactamente complementarios con tres sitios del selector quiral,
mientras que el enantiomero (b) puede interactuar a lo sumo con dos sitios del

selector quiral [76].

1.3.2. Selectores quirales en técnicas de separacién

En la actualidad se dispone de numerosas alternativas aplicables a la separacion y
analisis enantiomérico. Las clasicas técnicas polarimétricas, de degradacion enzimatica y
de cristalizacion fraccionada presentan varias desventajas que fueron superadas por las
técnicas que incluyen cromatografia de liquidos (LC), cromatografia de gases (GC),
métodos de separacién con membrana, biosensores y electroforesis capilar (CE) [7]. Un
esquema de las diversas metodologias utilizadas para la separacion enantiomérica se

muestra en la Figura 1.15.
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Técnicas de resolucion enantiomeérica

!
Cromatografia
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capa delgada (TLC)

Figura 1.15: Técnicas modernas de resolucion quiral.

Entre las técnicas de LC mencionadas, la de HPLC es la mas utilizada por ser la
que presenta mayores ventajas, como sensibilidad, versatilidad, reproducibilidad de los
resultados y tiempos de andlisis adecuados. Aproximadamente el 90% de las separaciones
quirales de compuestos farmacéuticos se realizan mediante HPLC. Debido al amplio
rango de aplicacion de la técnica en separaciones quirales, se encuentran columnas
comerciales para HPLC conteniendo varios selectores quirales. En la Tabla 1.1, se

encuentra la primera clasificacion de las fases estacionarias quirales (FEQs), que incluyen
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las Tipo I al V realizada por Wainer en 1987 [77]; las Tipo VI [7] y Tipo VII introducidas
por Armstrong en 1994 [82].

Tabla 1.1: Clasificacion de fases estacionarias quirales para HPLC.

Tipo Denominacion

Interacciones

Ejemplos

Atractivas, puente de hidrogeno, nt-,

I “Pirkle” , Aminoacidos y derivados.
dipolares
) Derivados de celulosa y
. Atractivas y formacion de complejos ) )
II Poliméricas ) ) amilosa; poliacrilatos,
de inclusion o
poliacrilamida.
Derivados de
Formacion de complejos de inclusion
I de Inclusion ciclodextrinas y éteres de

v Complejacion

dentro de cavidades

Intercambio de ligandos mediante

complejos metalicos

corona.

Cu(II)-S-prolina; con
derivados de alkaloides

(Cu(II)-Quinidina)

Albumina, Pepsina,

A% Proteinas Hidrofébicas y polares _
Orosomuciode.
. Derivados de acrilatos 6
Polimeros
VI Interacciones no covalentes metacrilatos, con
impresos o
aminoacidos.
VI Antibioticos Puente de hidrogeno, n-wt, dipolares, Vancomicina,
macrociclicos electrostaticas, estéricas y de inclusion ~ Teicoplanina.

La variedad de fases moviles utilizadas incluye las correspondientes al modo

normal, el modo inverso, el polar i6nico y el polar organico.
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Los enantidémeros necesitan un medio quiral para manifestar sus propiedades

diferenciales, y esta interaccion enantiomeros/selector quiral puede ser:

(1) indirecta: por la derivatizacion pre-columna de la mezcla racémica con un
agente quiral o bien por la incorporacion de un selector quiral a la fase movil
cromatografica (ver trabajo publicado relacionado a este punto, en
Publicaciones Cientificas de la presente Tesis), para obtener un par
diastereoisomérico que puede separarse por medios clasicos no quirales;

(2) directa: a partir de la interaccion de la mezcla racémica con un selector quiral

que forma parte de la fase estacionaria cromatografica.

En 1971, Davankov logré la primera separacion hasta la linea de base de
enantiomeros de aminoacidos y otros compuestos capaces de formar compuestos de
coordinacién con iones metdlicos mediante cromatografia de intercambio de ligandos
quiral utilizando L-prolina como selector quiral [79]. Desde entonces varios grupos de
investigacion han desarrollado FEQs utilizando una amplia variedad de compuestos
quirales, que incluyen aminodcidos, ciclodextrinas, glucopéptidos macrociclicos,
alcaloides, éteres corona, compuestos aromaticos m-basicos o m-acidos, etc. [80,81]. De
la gran cantidad de FEQs desarrolladas, las derivadas de polisacaridos han demostrado
un muy amplio rango de aplicacion y alta capacidad de discriminacion quiral.

Una de las claves del éxito en la separacion de enantiomeros radica, en primer
lugar, en la adecuada eleccion de la fase estacionaria. Por lo tanto, el conocimiento de las
propiedades de las FEQs existentes es de suma importancia. Muchas de las moléculas
quirales naturales y sintéticas se estudiaron para evaluar su capacidad para actuar como
selectores quirales en técnicas cromatograficas. Actualmente mas de un centenar de FEQs
se ofrecen comercialmente, y entre ellas unas 20 6 30 son las que se usan con frecuencia

para resolver la mayoria de los problemas que involucran enantioseparaciones diversas.

Selectores quirales derivados de polisacaridos

Los polimeros naturales, como celulosa 0 componentes de almidén fueron los
primeros en utilizarse como selectores quirales cromatograficos debido a su naturaleza
quiral inherente y a su gran abundancia. La capacidad de resolucion de los polisacaridos,

en particular de la celulosa, se observo por primera vez en cromatografia en papel cuando
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se logré separar un aminodcido racémico. Esto condujo a un mayor uso de la celulosa y
otros polisacaridos, como la amilosa como materiales de partida en la preparacion de
selectores para ser utilizados en fases estacionarias quirales [76,82].

Estos selectores quirales cuentan con una larga tradicion en la enantioseparacion
de una amplia variedad de compuestos por HPLC. Entre ellos los tris(3,5-dimetilfenil)
carbamatos de celulosa y amilosa, actualmente se comercializan como columnas quirales,
Chiralcel® OD y Chiralpak® AD (soporte siliceo recubierto con el selector quiral) o
Chiralpak® IB y IA (selector quiral unido covalentemente al soporte solido de silice),
respectivamente.

La Figura 1.16 muestra la distribucion de FEQs utilizadas en HPLC para la
determinacion de enantiomeros, publicada en el Journal of American Chemical Society
en 2005 y 2007 [80,81]. Estas estadisticas muestran que mas del 90% de las
determinaciones de enantibmeros por HPLC quiral emplean FEQs basadas en

polisacaridos.

s -

m Polisacaridos ® Moléculas pequerias ® Proteinas w Otros

Figura 1.16: Distribucién porcentual de fases estacionarias quirales usadas en
HPLC para la determinacion de compuestos enantioméricos (a) en 2005 y (b) en
2007.

El mecanismo de reconocimiento quiral a nivel molecular en estas FEQs ain no
ha sido completamente dilucidado. Esto se debe a que existe una amplia variedad de sitios
de interaccion con diferentes afinidades para los enantiomeros en las cadenas quirales del

polimero.
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Si bien los polisacaridos nativos son dpticamente activos [75,84], su capacidad de
enantioreconocimiento puede incrementarse por derivatizacion al convertirlos en
cabamatos o ésteres mediante reacciones con isocianatos y cloruros de acido,
respectivamente [83]. Por ejemplo, la celulosa y la amilosa (Figura 1.17 1y 2) se
convierten facilmente en diversos derivados de fenilcarbamato (Figura 1.17 3 y 4) al
reaccionar con los correspondientes fenilisocianatos [85,86]. Las capacidades de
reconocimiento de estos derivados pueden cambiar significativamente, dependiendo de

los sustituyentes en los grupos fenilo.

OH oconH—{ Y
il <{__D i / - _G
. - 0 | ~ oy 04
o~ % 7 Y anoco—"N,
OH OCONH—
1 AR _
OCH i
N4 X
X
OH OCONH—{
X
f {,.ﬂ { 0
HO~ HNOCO—
H i DCONH—
2 4
O,
[ a: 4-NO, g: 4-CoHs m: 2-Cl
b: 4-CFs h: 4-CH, n: 2-CH,
w_ J € 4Br l: 4-OCHg 0: 3,5-Cly
- d: 4-Cl J: 4-OCH(CHa)s p: 3,5-(CHa)s
e: 4-F k: 4-OCHLCH(CHa)s q: 5-Cl-2-CHg
| & H l: 4-Si{CHg)s r: 5-F-2-CHy
Figura I. 17: Estructura quimica de derivados de fenilcarbamato de celulosa (3)
y amilosa (4).

En comparacién con el derivado de celulosa no sustituido 3f, los fenilcarbamatos
con sustituyentes que atraen electrones (haldgenos y grupo -CF3) o con sustituyentes
dadores de electrones (grupos alquilo y alcoxi) presentan mayor capacidad de

reconocimiento quiral. Estos sustituyentes parecen afectar la polaridad del grupo
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carbamato a traves de un efecto inductivo y modifican asi la interaccion entre los
derivados de celulosa y los racematos.

El reconocimiento quiral en los fenilcarbamatos de celulosa estd también
influenciado por la posicion de los sustituyentes en el grupo fenilo. Cuando un halégeno
0 grupo metilo se introduce en una posicion orto (3m-3n), la capacidad de reconocimiento
disminuye significativamente en comparacion con el derivado de celulosa no sustituido
(3f) [87]. La mayoria de los fenilcarbamatos de celulosa con alta capacidad de
reconocimiento forman una fase cristalina liquida liotropica en una solucion altamente
concentrada [84]. Esto indica que los fenilcarbamatos estan probablemente dispuestos de
una manera regular. Tal estructura ordenada parece ser importante para el reconocimiento
quiral eficiente en las FEQs basadas en estos polimeros. Sin embargo, los derivados orto-
sustituidos (3m-3n) no muestran tal cristalinidad liquida. Esto significaria que los

derivados orto-sustituidos pueden no poseer una estructura regular de orden superior.

Figura 1.18: Estructuras quimicas optimizadas de (a) fenilcarbamato (3f) y (b)
3,5-dimetilfenilcarbamato (3p) de celulosa [87]. En la parte superior se muestran

las vistas frontales de la hélice y en la parte inferior las vistas laterales.
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El analisis estructural de los derivados de polisacaridos es fundamental para
entender el mecanismo de reconocimiento quiral. La Figura 1.18 muestra las estructuras
estables de 3f y 3p, que fueron optimizadas por calculos de mecénica molecular para la
estructura cristalina propuesta a partir de estudios de rayos X de 3f [87].

Estos derivados tienen similares conformaciones helicoidales, y los residuos de
glucosa se disponen regularmente a lo largo del eje helicoidal. Existe una ranura
helicoidal quiral con grupos carbamato polares paralela a la cadena principal. Los grupos
carbamato polares estan situados preferentemente en el interior y los grupos aromaticos
hidrofobos se colocan fuera de la cadena polimérica de manera que los racematos polares
pueden interactuar predominantemente con los residuos de carbamato mediante
interacciones de enlace de hidrégeno y dipolo-dipolo. Estas interacciones parecen ser
significativas para el reconocimiento quiral, especialmente en HPLC en modo normal
usando eluyentes no polares. Ademas de estas interacciones polares, las interacciones -
n entre los grupos fenilo de los fenilcarbamatos y un grupo aromatico del racemato
también pueden desempefiar un papel importante en sus reconocimientos, dado que se
observo que varios compuestos aromaticos sin grupos polares pueden resolverse también,

particularmente en HPLC en fase inversa [76].
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I1.1.1. Miniaturizacion en técnicas de separacion

La miniaturizacion de los sistemas de cromatografia de liquidos fue impulsada por
sus grandes beneficios y ventajas, entre los que se encuentran la capacidad de manipular
muestras pequefias, el bajo consumo de fases mdviles y aditivos, con la consecuente
reduccion de los volimenes de residuos generados, lo que concuerda con las tendencias
actuales de una “quimica analitica verde” [1]. Los primeros pasos fueron dados por
Horvath y col. en 1967 [2,3], quienes rellenaron columnas de 0,5-1,0 mm de didmetro
interno con materiales particulados. Hacia 1980 aparecieron las primeras columnas
capilares de menos de 1,0 mm de diametro para micro-HPLC desarrolladas por Scott y
Kucera [4].

Actualmente, se encuentran disponibles en el mercado columnas empaquetadas
de entre 0,5 y 0,3 mm de didametro interno, siendo su principal desventaja que generan
caidas de presion muy elevadas. Este problema fue resuelto con el desarrollo de las fases
estacionarias monoliticas, las cuales permiten obtener similares eficiencias con presiones
que son unas tres veces menores. De esta manera, es posible aumentar la velocidad de la
fase movil, logrando asi separaciones muy eficientes en tiempos de analisis
significativamente mas cortos. Estas ventajas han impulsado el desarrollo de columnas
monoliticas para su uso tanto en micro-HPLC como en electrocromatografia capilar
(CEC) con resultados muy prometedores [5].

En este sentido, junto con la disminucion de las dimensiones de las columnas
cromatograficas, fue necesario modificar los equipos convencionales de HPLC de manera
de reducir radicalmente la dispersion extracolumna generada por los diversos
componentes de los mismos. Es decir, se debié adaptar el sistema de inyeccién, las
tuberias de conexidn y el detector, reduciendo los tamafios estandar de estos componentes
a escalas miniaturizadas [6]. Estas modificaciones llevaron a la comercializacién de
nuevos equipos de escala capilar/micro/nano-HPLC desarrollados con el fin de

aprovechar las ventajas de las nuevas columnas y mejorar las distintas aplicaciones [7,8].
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11.1.1.1. Sistemas de HPLC en escalas micro, capilar y nano

La clasificacion de los diferentes sistemas de cromatografia de liquidos (CL) esta
basada principalmente en las dimensiones de las columnas empleadas. Si bien no hay
completo acuerdo para las definiciones de “capilar-HPLC” y “nano-HPLC”, se ha
sugerido [9,10] que “nano-HPLC” debe aplicarse a las separaciones cromatograficas
realizadas en columnas de didmetro interno de 50 a 100 um, mientras que “capilar-HPLC”
debe reservarse cuando se emplean columnas de 100 a 500 um. En el caso de utilizar
columnas de diametro interno de 500 a 1000 um se acordé emplear la denominacion
“micro-HPLC”.

La eleccién de cada sistema determina tanto los caudales de trabajo, como el

volumen de inyeccién adecuado, como se indica en la Tabla I1.1.

Tabla I1.1: Clasificacion de los sistemas de HPLC segun la dimension de la columna
[11].

HPLC d. i.* (um) Caudal (nl/min) Capacidad de carga (19)
micro 1000 - 500 40.000 — 20.000 50-500
capilar 500 - 100 20.000 - 300 1-50

nano 100 -50 300 —180 <1

*d.i.: diametro interno de la columna

La disminucion del didmetro interno de las columnas produce una mayor
sensibilidad debida a una menor dilucion o dispersion de las bandas cromatograficas
dentro de la columna.

Estos disefios de columnas, requieren adaptaciones en los equipos de HPLC
convencionales por medio de:

a) divisores de flujo (“splits” activos o pasivos) que permiten reducir y regular el

flujo de fase movil que atraviesa la columna,

b) microinyectores, cuyo volumen esta determinado por un bucle de inyeccion o

“loop” capilar del orden de los nanolitros y

c) microceldas de detecciéon o, alternativamente, deteccion en linea (“on-

column”).
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11.1.2. Columnas empleadas para cromatografia de liquidos

En base a la estructura de los soportes cromatogréaficos utilizados, se describen a
continuacién con mayor detalle, los distintos tipos de columnas para CL, poniendo énfasis

en las columnas monoliticas.

11.1.2.1. Columnas particuladas convencionales

Las columnas tradicionalmente utilizadas en HPLC consisten en lechos
empaquetados de particulas porosas de silice (columnas particuladas). Estas particulas de
silice presentan excelentes propiedades comatogréficas, entre las que se encuentran su
resistencia mecanica y su elevada area superficial, pudiendo ser derivatizadas para fijar
grupos funcionales que permitan llevar a cabo separaciones basadas en diferentes
mecanismos de interaccion analito-fase estacionaria (hidrofilica o hidrofébica,
intercambio i6nico, afinidad, etc.). Estas particulas porosas son sintetizadas parcial o
totalmente mediante distintos procedimientos que permiten lograr tamafios uniformes y
formas esféricas. Sin embargo, estas columnas empaquetadas poseen importantes
limitaciones, como grandes volimenes libres entre particulas y bajos coeficientes
difusionales de los analitos en la fase movil estanca presente en los poros, lo que genera
una alta dispersion de los picos cromatograficos, principalmente para compuestos de alto
peso molecular [12].

Por eso, se han desarrollado varias estrategias para reducir el tiempo de analisis
manteniendo una buena performance cromatografica en las separaciones, entre las que se
encuentran la reduccién en el didmetro promedio de particulas de relleno a valores
inferiores a 2 um (para su uso en UHPLC) [16,17] uso de particulas sub-2 pm de nutcleo
solido y pelicula porosa (“fused core” o “porous shell”) [20,21], el uso de elevadas
temperaturas (80-200 °C) mediante columnas térmicamente estables [18,19] y finalmente
el empleo de soportes monoliticos [13,15].

El andlisis de muestras complejas en diversos ambitos de la ciencia, como
toxicologia, quimica clinica, medicina forense, analisis ambiental y quimica alimentaria
[22] que requiere altas capacidades de picos impulsé el desarrollo de las metodologias
anteriormente mencionadas para lograr una resolucion satisfactoria en un tiempo de

analisis razonable.
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Las columnas rellenas con particulas sub-2 pum y 5 cm de longitud [23], resultan
incompatibles con los sistemas instrumentales convencionales debido a su permeabilidad
extremadamente baja (muy altas caidas de presion). Esto dio origen al empleo de la
técnica de UHPLC, cuyas bombas operan a mayores presiones (AP<1200 bares) que las
bombas de HPLC convencionales (AP<400 bares).

Si bien el empleo de UHPLC permite acelerar el anlisis o bien aumentar el poder
de resolucion, el instrumento posee un costo comercial muy elevado. Asimismo, las
particulas empleadas presentan una gran dificultad en su empaque Yy las columnas

resultan poco reproducibles y robustas.

11.1.2.2. Columnas monoliticas

Los materiales monoliticos para cromatografia, catalisis y otras aplicaciones
derivan directamente de los polimeros macroporosos. Estos se caracterizan por poseer
estructuras porosas fijas, independientes del disolvente empleado e inclusive en estado
seco. Su estructura interna consiste en un conjunto interconectado de microglébulos de
polimero separados por poros de diferente tamafio y su rigidez estructural estd dada
mediante una reticulacion extensiva. Entre los primeros usos de estos materiales
relativamente nuevos se pueden enumerar los siguientes: intercambiadores de iones para
purificar el agua y los efluentes industriales, adsorbentes en procesos de purificacion,
soportes para sintesis en fase solida, inmovilizacion de reactivos, etc [24,26].

En los afios "50, estos materiales fueron desarrollados por polimerizaciéon en
suspension. Utilizando una mezcla compuesta por un monémero (derivado de vinilo), un
agente entrecruzante o “cross-linker” (derivado de divinilo), un iniciador de la reaccion y
un disolvente porogenico (porégeno o formador de poros) que se dispersaban por
agitacion en una fase acuosa. La descomposicion del iniciador era inducida térmicamente
y la polimerizacion comenzaba dentro de las gotas dispersas, conduciendo finalmente a
la generacion de particulas esféricas de polimero. Después de la polimerizacion, el
porogeno se eliminaba por lavado, revelando la morfologia macroporosa tipica.

Posteriormente, surgié la idea de obtener polimeros macroporosos dentro de un
molde, constituyendo asi una sola pieza mas que un material disperso. Sin embargo, la
tecnologia para lograr altos rendimientos para la obtencidén de estos monolitos no se

desarroll6 hasta 1990 [27,28]. Las primeras separaciones cromatograficas exitosas
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asociadas con polimeros macroporosos rigidos preparados por polimerizacion en masa
(bulk) en un molde cerrado fueron logradas por Hjertén y col. a principios de 1990 [29].
Los primeros materiales suficientemente rigidos en formato de columna analitica se
deben a Svec y Fréchet, que describen a la fase estacionaria como un “baston
macroporoso” basado en un copolimero de metacrilato [27,30].

La expresion "monolitico™ fue introducida por Viklund y col. [31] y se hizo
rapidamente popular. Deriva de la palabra griega "monolithos”, que significa “una sola
piedra”, a menudo con forma de pilar. Dicho nombre se aplicé a los monumentos
antiguos, antes que a estos nuevos materiales, como la piedra denominada “Torre
Humana” ubicada en el Museo de Vigeland, Oslo, Noruega (Figura I1.1) o muchos
monolitos egipcios, incluyendo obeliscos de una piedra Unica. A finales de los afios 90,
el grupo de Tanaka en Kyoto (Japén) introdujo los monolitos inorganicos basados en
silice. Estos polimeros macroporosos también tienen una estructura de poros jerarquica
[32,33].

Figura 11.1: Fotografia de la Torre Humana, monumento monolitico que se
encuentra en el Museo de Vigeland (Noruega).

Estas estructuras monoliticas conteniendo canales interconectados son capaces de
soportar el flujo a presiones elevadas. Se caracterizan por una distribucién de tamafio de
poro bimodal constituida por poros del tamafio de las micras y poros mucho mas
pequerios.
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Los poros de mayor tamafio se denominan “macroporos” y tienen un promedio de
2 um, interconectados formando los canales por los que circula préacticamente la totalidad
de la fase movil. Los macroporos, controlan la permeabilidad de la columna, junto con la
tortuosidad y la constriccion del lecho. El otro tipo de poros que conforma la distribucién
son los “mesoporos” (=13 nm), en ellos se producen los fendmenos de adsorcion-
desorcién y particion de los analitos, es decir, son los responsables de la retencion
cromatogréafica. Tallarek y Leinweber, demostraron que las columnas monoliticas de
silice poseen elevadas permeabilidades, equivalentes a columnas rellenas con particulas
de 1lpum [34]. En el caso de los monolitos de silice, también pueden aparecer
“microporos” (<2 nm), pero estos tienen un tamafio demasiado pequefio para permitir el
acceso de la mayoria de las moléculas de interés.

Si bien en un principio, los materiales monoliticos no atrajeron la atencion de la
comunidad cromatogréafica, aproximadamente a partir del afio 2000 esto cambid, lo cual
se evidencia en el significativo aumento del nimero de publicaciones relativas al tema,
en el periodo 2000-2006 y que actualmente se mantiene, como se observa en la Figura
1.2.
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Figura 11.2: Evolucion en el tiempo de la cantidad de publicaciones periddicas

relacionadas con el desarrollo de columnas monoliticas.
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La popularidad de estos materiales ahora es apoyada por la existencia de columnas
monoliticas comerciales basadas en silice, como Chromolith de Merck KGaA
(Darmstadt, Alemania) y Onyx de Phenomenex (Torrance, CA, Estados Unidos) [32].
La variedad de opciones para el desarrollo de columnas, junto con la diversidad de analisis
de matrices complejas, hace que sea dificil la eleccion del producto comercial mas
exitoso. Las columnas monoliticas comerciales actuales poseen eficiencias similares a la
de las columnas rellenas con particulas de 5 um, aunque menores a las de las columnas
rellenas con la nueva generacion de particulas sub-2pum para UHPLC.

Las columnas monoliticas poseen dos grandes ventajas sobre las columnas
rellenas: una alta permeabilidad y una baja resistencia a la transferencia de masa [35]. En
este sentido, los materiales monoliticos, a diferencia de los particulados, practicamente
no presentan poros con fase mavil estanca, produciendo asi una gran disminucion a la
resistencia a la transferencia de masa del analito, lo que se traduce en una significativa
disminucion en la incidencia del término C de van Deemter. De esta manera, se puede
trabajar a caudales mayores al 6ptimo sin observar un aumento significativo en la altura
equivalente de plato tedrico (H), lograndose asi separaciones mucho mas rapidas, sin
sacrificar la eficiencia de las mismas. En la Figura I11.3 se pueden observar
comparativamente los gréaficos de van Deemter para columnas particuladas y monoliticas

donde se aprecia claramente el efecto de la estructura monolitica en el término C.
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Figura 11.3: Graficos de van Deemter para columnas empaquetadas

convencionales (con particulas de 5y 3,5 um) y para una columna monolitica.
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Otra ventaja de las columnas monoliticas es que, debido a su estructura continua,
no necesitan fritas terminales para la retencion del relleno, como ocurre con las columnas
particuladas. Ademas, las técnicas de empaquetado de particulas son complejas, mientras
que los monolitos (principalmente los poliméricos organicos) son facilmente sintetizados
in situ independientemente de la forma y naturaleza del soporte, lo que es una gran ventaja
en el llenado de dispositivos microfluidicos, particularmente cuando el molde tiene una
geometria compleja. Ademas, la variedad de procedimientos de sintesis y los diferentes
monomeros funcionales que se pueden emplear proporcionan una gran flexibilidad en
relacion a la funcionalizacion quimica superficial que se puede obtener y de esta forma,
permiten la aplicacion de una amplia gama de metodologias de separacion.

Sin embargo, las columnas monoliticas también poseen algunas desventajas, entre
ellas, la baja reproducibilidad, en algunos casos, del proceso de sintesis. Dado que la
sintesis de la fase estacionaria se realiza individualmente, se genera mayor variabilidad
en comparacion con la sintesis de las particulas de relleno de las columnas tradicionales
que se produce en “batch”. Si ademas se tiene en cuenta que algunos monolitos requieren
etapas de funcionalizacién posteriores, la reproducibilidad es aun mas dificil de
garantizar. Sin embargo, estas técnicas de sintesis evitan el empaquetamiento de
columnas, principal causa de variabilidad de las columnas conteniendo material
particulado. Fretchet y col. (2007) muestran un estudio de la reproducibilidad de
columnas monoliticas organicas, comparando tiempos de retencion entre columnas y
diferentes “batches” a lo largo del tiempo, mostrando resultados prometedores siempre y

cuando se realice un control muy meticuloso de las variables de polimerizacion [36].
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Capitulo II-Objetivos

El objetivo del presente capitulo es preparar columnas capilares monoliticas
quirales para ser empleadas en el desarrollo de métodos de analisis rapidos y
robustos de separacién y andlisis enantiomérico de compuestos quirales de interés
farmaceéutico, ambiental y/o toxicologico empleando cromatografia de liquidos de

alta resolucion (HPLC) en escala capilar.

Para ello, se proponen los siguientes objetivos especificos:

1. Optimizar las condiciones de sintesis de diferentes monolitos
poliméricos de metacrilato mediante polimerizacion controlada en el

interior de tubos capilares de silice.

2. Caracterizar morfolégica y cromatograficamente las columnas

monoliticas obtenidas.

3. Sintetizar el selector quiral tris(3,5-dimetilfenil) carbamato de celulosa
a partir del polisacarido natural, y caracterizarlo quimica y

espectroscopicamente.

4. Funcionalizar las columnas capilares con el derivado de celulosa

mediante adsorcion fisica sobre la superficie monolitica.

5. Estudiar el efecto del procedimiento de funcionalizacion sobre la

capacidad de discriminacion quiral del material resultante.

6. Optimizar las condiciones cromatograficas (composicion de la fase
movil, incorporacion de aditivos) para la enantioresolucion de

compuestos de interés bioldgico Opticamente activos.
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11.3.1. Preparacion de las CCMQs para HPLC-capilar
11.3.1.1. Acondicionamiento del capilar

Se emplearon capilares de silice fundida de entre 10 y 25 cm de largo, de 788 um
d.e. y 400 um d.i., recubiertos de poliimida (Polymicro Technologies, Estados Unidos).

Antes de la polimerizacion se modificé la superficie interna del capilar de silice
con metacrilato de 3-(trimetoxisilil)propilo (y-MAPs) (98%, Sigma-Aldrich, Alemania)

para favorecer el anclaje covalente del monolito (Figura 11.4).

HiC ~O R o]
Si—OH + of—sl/\/\o ESi‘OF}Si g s
‘Hacon / |

HBC o -.._CH R CH2

Figura 11.4: Reaccion de silanizacion de la superficie interna de los tubos

capilares.

Para ello se sigui0 el procedimiento descrito por Frechet y col. [1] que consiste

en el pasaje sucesivo de las siguientes disoluciones/solventes:

1 Acetona (98%, Biopack, Argentina) 5 minutos, para asegurar la limpieza de
la pared interna.

2 Agua desionizada MilliQ (Millipore, Estados Unidos) 5 minutos, hasta
eliminacion completa de la acetona.

3 NaOH (97%, Analar, Inglaterra) 0,2 M, hasta pH béasico a la salida del
capilar. Se continud el tratamiento durante 30 minutos mas para conseguir
la ruptura de los enlaces siloxano, dejando libres los grupos silanoles.

4 Agua desionizada, hasta pH neutro a la salida del capilar, para eliminar los

restos de la solucién basica.
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5

HCI (37%, Anedra, Argentina) 0,2 M, hasta pH acido a la salida del capilar.
Se continud el tratamiento durante 30 minutos mas para protonar los grupos
silanoles.

Agua desionizada, hasta pH neutro a la salida del capilar, para eliminar los
restos de acido.

Etanol (99%, Merck, Argentina), ajustado a pH =5 con &cido acético glacial
(99,7%, Sigma-Aldrich, Alemania) durante 15 minutos, con el fin de eliminar
el agua y evitar la hidrolisis del reactivo silanizante que se adiciona en la
siguiente etapa.

Disolucién del reactivo silanizante y-MAPs al 30 % p/p en etanol pH =5, (60
minutos), que incorpora un grupo vinilo que permite el anclaje covalente al
polimero monolitico.

Acetona (15 minutos), para eliminar el exceso del reactivo silanizante.

A continuacion, se aplicé una corriente de nitrdgeno para secar el capilar,

dejandose en estas condiciones durante 24 hs hasta completar la reaccidn de condensacién

de los grupos silanoles. Finalmente se taparon los extremos del capilar con septas de

goma.

11.3.1.2. Composicion de las mezclas de polimerizacion

Monémero Funcional

Con el fin de favorecer una posterior adsorcion del selector quiral, se empled 2-

hidroxietil metacrilato (HEMA) (98%, Sigma-Aldrich, Alemania). La estructura quimica

se muestra a continuacion:

O

Hzcﬁ)l\ o ~OH

CHs;

Este reactivo liquido fue purificado mediante extraccion liquido/liquido para

quitar el reactivo estabilizante monometil-éter de hidroquinona, para lo cual se solubiliz6
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en agua y se extrajo 3 veces con 10 mL de n-heptano. Finalmente, la fraccion acuosa
conteniendo el mondmero funcional se destil6 a presion reducida (2 mmHg, 57°C) y el
destilado se guardd en atmosfera inerte hasta su uso [2].

Agente Entrecruzante

Se utilizé dimetacrilato de etilenglicol (EDMA) (99%, Sigma-Aldrich, Alemania),
como reactivo entrecruzante de las cadenas del monémero HEMA, cuya estructura

quimica es la siguiente:

CH3

0
H
HZC%\WO\/\O)H//C 2
@]

CH,

Dicho reactivo fue purificado por destilacion a presién reducida, en presencia de
un 3% p/p de fenil-2-naftilamina y guardado en atmdsfera de nitrégeno [2].

Iniciador térmico

Como iniciador térmico de la reaccion de polimerizacion, se empled peréxido de
laurilo (LPO) (97%, Sigma-Aldrich, Alemania) que fue recristalizado desde benceno, a
30°C [2].

O

o

CH3(CHa)oCHz ™ 0™ Y7~
0

CHy(CHz)9CH3

Solventes Porogénicos

Como solventes formadores de la estructura macroporosa del monolito, se
emplearon dos mezclas diferentes de solventes en la polimerizacion de los monomeros
de metacrilato: ciclohexanol (98%, Carlo Erba, Italia) /1-dodecanol (99%, Sigma-
Aldrich, Alemania) y 1,4-butanodiol (Sigma-Aldrich, Alemania) / n-propanol (98%,

Analar, Inglaterra).
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Los polimeros monoliticos macro/mesoporosos se prepararon a partir de la
polimerizacion de mezclas del mondmero funcional HEMA con el agente
entrecruzante EDMA, en una mezcla de disolventes porogénicos (1,4-butanodiol/1-
propanol o 1-dodecanol/ciclohexanol) [3,4] y el iniciador térmico LPO.

Las mezclas se prepararon con una relacion fija de monomeros/solvente
porogeénico 40/60 % p/p y 0,3% p/p de LPO variando la composicion relativa de la mezcla
porogénica. La polimerizacion se realiz6 a temperatura y tiempo de reaccion constantes,
70°C y 20 hs, respectivamente. En la Tabla 11.2 se muestra la composicion de las mezclas

porogénicas estudiadas.

Tabla 11.2: Composicion de las dos mezclas de solventes porogénicos empleados en
la preparacion de los polimeros monoliticos conteniendo 24% p/p de HEMA, 16%
p/p de EDMA y 0,3% de LPO polimerizadas a T = 70 °C durante 20 hs.

solventes porogeénicos (% p/p)

Mezclas
1-propanol 1,4-butanodiol
M1 45 15
M 2 50 10
M 3 42 18
Mezclas solventes porogénicos (% p/p)
1-dodecanol ciclohexanol
M 4 20 40
M5 30 30
M 6 35 25
M7 38 22
M 8 40 20
M 9 42 18
M 10 45 15
M 11 50 10
M 12 55 5
M 13 60 0
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I1.3.1.3. Sintesis de monolitos en “bulk”

Las primeras pruebas de polimerizacion se realizaron en tubos eppendorf, para
poder visualizar facilmente la formacion completa del polimero y ademéas poder contar
con cantidad suficiente de material para los estudios posteriores de caracterizacion (BET,
MIP, solubilidad, etc).

Las polimerizaciones en masa o “bulk” se hicieron a partir del siguiente
procedimiento [5] (cada ensayo se realiz6 por duplicado):

1) bajo campana se pesaron en tubos eppendorf los componentes de la mezcla de
polimerizacion (segun se detalla en la Tabla 11.2) en balanza analitica modelo
Adventurer Pro (Ohaus, Estados Unidos),

ii) la mezcla se sonicé durante 10 minutos hasta disolucion completa de los
componentes empleando un bafio de ultrasonido modelo 8890 (Cole Parmer,
Estados Unidos),

iii) se burbujed con nitrégeno durante unos 10 minutos para eliminar el oxigeno
disuelto, el cual reacciona con el iniciador radicalario LPO;

iv) se taparon los tubos eppendorf y se los dejo en estufa (Fisher Scientific Co.,
Estados Unidos) a 70°C durante 20 hs.

11.3.1.4. Fabricacion de las CCMs

Las mezclas preparadas de acuerdo a lo explicitado en el inciso anterior que
resultaron en una polimerizaron completa y homogenea, se emplearon para llenar
capilares de silice fundida de 400 um d.i. cortados a distintas longitudes (10; 15y 20 cm)
previamente tratados. La polimerizacién completa se verificd por ausencia de huecos
mediante una lupa binocular estereoscépica modelo ST 30 2L (Arcano, Argentina) con
aumento maximo de 60X.

Se llenaron los capilares con la mezcla de polimerizacion correspondiente
mediante una jeringa Hamilton tipo luer-lock modelo 5190-1530 (Agilent, Estados
Unidos) de 1mL, con un émbolo con punta de polimero (PTFE) y se taparon las puntas
con septas de goma. Se verifico la ausencia de burbujas en su interior por medio de una

lupa y se los coloco en estufa a 70°C durante 20 hs.
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Una vez finalizado el proceso de polimerizacion, a las columnas obtenidas se les
cortaron ligeramente y en forma recta sus extremos para liberar restos adheridos de las
septas de goma y para que puedan ser ajustadas sin pérdidas al cromatdgrafo.

Se lavaron con metanol durante 30 min con presiones comprendidas entre 50 y
200 bar mediante una bomba de HPLC (Serie 1100, Agilent Technologies, Estados
Unidos), para eliminar los restos de los disolventes porogénicos y monomeros que
pudieron haber quedado sin reaccionar.

11.3.1.5. Caracterizacion de las CCMs

Se evaluaron las propiedades morfologicas y estructurales (area superficial,
volumen y distribucion de tamafio de poros) del lecho monolitico obtenido mediante
técnicas de adsorcion/desorcion de nitrogeno (BET), porosimetria de intrusion de
mercurio (MIP), microscopia electronica de barrido (SEM) y determinacion de la
permeabilidad cromatografica (Bo). Se evalud también, la performance cromatografica
de las columnas (eficiencia, selectividad, resolucidn) a partir de la inyeccion de mezclas

de analitos neutros (alquilbencenos).
11.3.1.5.1. Propiedades morfoldgicas

Simultdneamente a la preparacion de las columnas, se llevd a cabo la
polimerizacion de la porcion restante de cada mezcla (en tubos eppendorf de 1,5 mL) para
estimar el area superficial, el volumen de poro y la distribucién de tamafios de poro de
los materiales monoliticos. Finalizada la polimerizacion (70°C-20 hs), el material
monolitico se extrajo de los tubos eppendorf, se cortd en pequefias porciones, se lavd
mediante Soxhlet durante 24 hs con MeOH vy finalmente se secd a 50° C en estufa durante
6 hs. Tras este tratamiento, se realizaron las determinaciones de &rea superficial y
volimenes de poros mediante adsorcion/desorcion de nitrégeno (ASAP 2020,
Micromeritics) y MIP (AutoPore 111, Micromeritics), respectivamente.

El anélisis de la morfologia se realizé sobre pequefios segmentos de columnas
colocados en forma vertical en septas de goma que permitieron la observacion de la

seccion transversal del lecho cromatografico (morfologia y adhesion del lecho monolitico
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en la pared del capilar), tomadas con un microscopio electronico de barrido (SEM)
Quanta 200 (FEI, Tokio, Japdn).

11.3.1.5.2. Propiedades cromatograficas

La permeabilidad cromatografica (Bo) del lecho monolitico se determino
midiendo el caudal a la salida de la columna a medida que se modifica la caida de presion
aplicada en la entrada de la misma. Se utilizo como fase modvil una mezcla de
metanol/agua (80:20). En primera instancia, se aplicaron distintos caudales desde la
bomba binaria que determinaron las caidas de presién. Luego, se procedié a medir el
flujo real en la columna, manteniendo la contrapresion de la valvula divisora de flujo.
Se determind la masa de fase mévil acumulada en un matraz de 1 mL durante un periodo
de tiempo determinado, y se la convirtié a volumen por medio de su densidad a la
temperatura de trabajo. Los detalles del equipamiento empleado se dan en la Seccion
11.3.4. Con los datos obtenidos se grafico la ecuacion de Darcy (Ec.4). Los valores de Bg
asi obtenidos corresponden a las pendientes de las rectas de velocidad lineal de fase
movil en funcién de la relacion entre la presion generada, viscosidad de la mezcla de

solventes y longitud de la columna, como se indica en la seccion 1.2.2.2 del Capitulo |
(pag.26).

11.3.2. Sintesis del selector quiral

Para la sintesis del selector quiral tris(3,5-dimetilfenil) carbamato de celulosa
(CDMPC), los siguientes reactivos y solventes fueron previamente tratados para su uso:
1) celulosa microcristalina AVICEL (Ph 101, Merck, Alemania) secada en vacio
a 50°C con pentodxido de fosforo durante 34 hs.
2) piridina (99%, Aldrich, Estados Unidos) secada por calentamiento a reflujo
(18 hs) con agitacion constante en presencia de oxido de calcio anhidro en
atmosfera de nitrogeno. Posteriormente purificada por destilacion fraccionada

(85°C) y guardada en desecador al vacio y oscuridad hasta su uso [2].

En la Figura 11.5 se indica la reaccion de sintesis del derivado de polisacarido
CDMPC descripto en la literatura por Frechet y col. [6].
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Figura I11.5: Esquema de sintesis de tris(3,5-dimetilfenil) carbamato de celulosa

(CDMPC).

En la Figura I1.6, se muestra un esquema del equipamiento utilizado para realizar

la reaccion de derivatizacion.

Figura 11.6: a) Esfera conteniendo silica gel (previamente secada en mufla a
150°C durante 2 hs) para absorber la humedad; b) Tubo refrigerante; ¢c) Ampolla
conteniendo el reactivo derivatizante; d) Termdmetro; e) Baldon de dos bocas,
conteniendo la mezcla de reaccion; f) Placa de calentamiento y agitador

magnético.
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Se sometio a reflujo (en un bafio de propilenglicol) 1,15 g de celulosa
microcristalina seca con 30 mL de piridina anhidra en un baldn de vidrio con dos bocas,
en una de ellas se coloco un refrigerante (en el extremo del mismo una esfera de vidrio
conteniendo gel de silice para mantener las condiciones anhidras) y en la otra, una
ampolla con robinete para el agregado del reactivo derivatizante.

Luego de 8 hs de reflujo, la mezcla se enfri6 a temperatura ambiente y se le
adiciond gota a gota una disolucion del reactivo derivatizante 3,5-dimetilfenilisocianto
(59) (99%, Aldrich, Alemania). La mezcla de reaccion de color ambar y aspecto viscoso
se mantuvo a reflujo a 80-90°C, con agitacion permanente (placa de calentamiento y
agitacion Thermolyne Cimanec 1, Estados Unidos) y un leve burbujeo de nitrégeno
durante 28 hs. A continuacion, la mezcla se enfrid, se vertié en 200 mL de metanol grado
HPLC (J.T. Baker, México) y se agitd durante 30 minutos. El s6lido blanco obtenido fue

filtrado, lavado varias veces con metanol y secado en vacio a 30°C [6,8].

11.3.3. Adsorcion del selector quiral en las CCMs

Se prepararon soluciones de distinta concentracion del derivado CDMPC (40-60
mg/mL) en acetona grado HPLC (Macron Chemicals, Estados Unidos) [2]. Cada solucién
se sonicd hasta la disolucién total del solido. Las columnas capilares monoliticas se
lavaron con acetona empleando una bomba de HPLC convencional durante 60 minutos a
un caudal de 0,05 mL/min.

Luego, para introducir las distintas disoluciones del selector quiral se emple6 una
bomba de jeringa Modelo 100, KD Scientific (New Hope, Estados Unidos) operada a un
caudal de 60 pL/h durante 2 hs a temperatura ambiente. Para ello, se conect6 la columna
capilar monolitica a la jeringa Hamilton de 1mL, la cual se mantenia inmévil mediante el
acople de la bomba de jeringa.

Las columnas capilares monoliticas con el selector quiral asi adsorbido fueron

secadas en estufa a 40°C durante 24 hs para eliminar el solvente.
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11.3.4. Sistema cromatografico

Las columnas capilares monoliticas quirales fabricadas fueron utilizadas en un
cromatdgrafo de liquidos Agilent Serie 1100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
Estados Unidos) especialmente adaptado en nuestro laboratorio a microescala (“micro-

HPLC”) como se muestra en la Figura I1.7.

Desgasificador ‘

|

Bomba binaria
convencional

Micro inyector

50umx 10cm

l 50umx 20cm Loop@nl
Micro

valvula de

variable

Capilarde Divisor
restriccion de flujo | 50umx10cm

6 vias

Columna capilar monolitica

50umx 4.5cm

Detector
1- celda estandar
2- celda “nano”

residuos

Figura I11.7: Diagrama del sistema de HPLC convencional adaptado a un sistema
para micro-HPLC.

El sistema cromatografico estad conformado por una bomba binaria y detector UV-
Vis de longitud de onda variable (VWD). Dado que el caudal minimo suministrado por
la bomba estandar es 0,05 mL/min, muy elevado para tubos capilares, fue necesario
disminuir el caudal en el orden de 10 veces. Para ello se empled un divisor de flujo modelo
P470 (Upchurch, Chromtech, Estados Unidos) que permite emplear caudales del orden
de los 5 pL/min. Asi mismo, se empled una valvula de seis vias MXT Series II (Rheodyne,
IDEX, Estados Unidos), equipada con un adaptador para micro inyeccion M432
(Rheodyne, IDEX, Estados Unidos), un filtro “in-line” de PEEK de porosidad 0,5um
(Upchurch, IDEX, Estados Unidos) y un loop de inyeccidén construido en nuestro

laboratorio de 9 nL realizado con un capilar de silice fundida (Figura 11.8). Todas las
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conexiones se realizaron con capilares de 50 um d.i. de distintas longitudes (Figura 11.7)

y acoples (end-fittings) para tuberias de didmetros a escala micro.

Detector UV
I = ey
Columna e il Divisor de flujo
capilar e — T
monolitica
Loop > B |
‘ Valvulade 6 vias
)
Microinyector — 7R &
7Y :
T

Figura 11.8: Fotografia del equipo de HPLC convencional adaptado a escala

miniaturizada.

Dadas las dimensiones y la fragilidad de la columna la conexion en el equipo
debid ser muy cuidadosa para evitar rupturas y/o pérdida de liquido. Se equilibro con la
fase movil a temperatura ambiente durante 60 minutos, aplicando un caudal de 0,08
mL/min, ajustado desde la bomba binaria.

Las separaciones cromatograficas en fase inversa se realizaron empleando
metanol grado HPLC (J.T. Baker, México) y agua desionizada MilliQ (Millipore).

Para las separaciones quirales se empled el modo normal de cromatografia de

liquidos (NP-HPLC), utilizando mezclas de n-hexano grado HPLC (Merck, Alemania) y
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2-propanol grado HPLC (Sintorgan, Argentina). Como aditivos acidos de la fase movil
se emplearon &cido trifluoroacético (99%, Reidel-de Haén) y &cido formico (85%, Sigma-
Aldrich, Alemania), y como aditivo basico se utiliz6 dietanolamina (98%, Fluka,
Alemania).

Las estructuras quimicas de los analitos racémicos estudiados [9-10], se muestran

en la Figura 11.9. Soluciones de 1000 ppm de todos los analitos racémicos se prepararon
en el mismo solvente de la fase mavil.
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Figura 11.9: Estructura quimica de los analitos quirales utilizados. El centro quiral

se indica con “*”.
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La introduccidn de fases estacionarias monoliticas en las separaciones a escala
miniaturizada utilizando columnas capilares, resulta muy atractiva en quimica analitica
dado que permite alcanzar alta eficiencia y sensibilidad, menor tiempo de analisis, utilizar
menor cantidad de muestra y menor consumo de solventes.

Las separaciones quirales constituyen un gran desafio para los métodos de
separacion convencionales. Los polisacaridos ocupan un lugar Unico como selectores
quirales, permitiendo la enantioseparacion de un gran nimero de compuestos, ya sea

adsorbidos y/o ligados al soporte.

11.4.1. Preparacion de las columnas monoliticas poliméricas

11.4.1.1. Composicion de la mezcla de polimerizacion

La mayor parte de las publicaciones que se ocupan del desarrollo de columnas
monoliticas se centran en la optimizacién de la composicion de la mezcla de
polimerizacion. Se evaluan factores tales como la composicion y concentracion de los
solventes porogénicos, el entrecruzante, el tipo de monémero funcional y el tipo de
iniciador. Estas variables han demostrado tener influencia sobre las propiedades porosas
de los monolitos y por consiguiente, en su rendimiento cromatografico [1,2]. En el caso
de la eleccién del mondmero funcional, los restos hidr6fobos son necesarios para la
cromatografia en fase inversa, los grupos ionizables deben estar presentes para la
separacion en el modo de intercambio i6nico, los grupos con una reactividad especifica
son necesarios para los modos de afinidad, y las enantioseparaciones requieren selectores
quirales.

Ademas de la seleccion de monomeros, se puede obtener la quimica superficial
deseada incorporando aditivos a la mezcla de polimerizacion (por ejemplo,
nanoparticulas) o derivatizando la superficie del monolito después de la polimerizacion.
Los mondmeros funcionales GMA y HEMA se han utilizado para controlar la polaridad
de la superficie, asi como para derivatizar el lecho monolitico [3].

En este trabajo, se utilizO HEMA como mondmero funcional hidrofilico para la

fabricacion de las CCMQs, dado que la presencia de grupos hidroxilo en el lecho
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monolitico podria favorecer la adsorcion del selector quiral tris(3,5-dimetilfenil)
carbamato de celulosa a través de interacciones puente H, ademas de las dispersivas y
dipolares. En este sentido, se tom6 como punto de partida, una relacion de composicion
nominal de mondmeros/solventes (40/60 %p/p) utilizada por L&mmerhofer y col. [4].

Como se mencioné anteriormente, uno de los factores que permite controlar la
morfologia y porosidad de los monolitos es la mezcla de solventes porogénicos, ya que
afecta a la solvatacion de las cadenas de polimero durante las primeras etapas de la
polimerizacion [2,5]. En el caso de usar disolventes menos solvatantes, como resultado
se obtienen poros mas grandes debido a un inicio mas temprano en la separacion de fases
del polimero [6].

En este sentido, se estudié el efecto que produce la relacion de solventes
porogénicos en las propiedades estructurales, morfologicas y cromatograficas de las
columnas monoliticas. Como primera instancia, los monolitos se prepararon con dos
mezclas binarias distintas de solventes porogénicos como se indica en la Tabla 11.3. Se
pesaron las cantidades especificadas de cada reactivo en tubos eppendorf (monolitos en
“bulk”), para observar de manera directa la polimerizacion de las distintas mezclas,

siguiendo el procedimiento descripto en la Seccion Experimental del Capitulo II.

Tabla 11.3: Composicion de las mezclas estudiadas en bulk, para la preparacién de
los monolitos conteniendo valores nominales de 24% p/p de HEMA, 16% p/p de
EDMA,; variando el tipo y relacion de solventes organicos (60% p/p); y 0,3%p/p de
LPO aT =70 °C durante 20 hs.

Mondomeros Solventes porogénicos Iniciador térmico
Mezclas (% p/p) (% p/p) (% p/p)
HEMA EDMA 1-propanol  1,4-butanodiol LPO
M1 23,85 16,03 44,81 14,84 0,36
M 2 23,86 15,97 49,89 9,91 0,36
M3 23,99 15,90 41,62 18,15 0,35
Mondmeros Solventes porogénicos Iniciador térmico
Mezclas (% p/p) (% p/p) (% p/p)
HEMA EDMA  1-dodecanol ciclohexanol LPO
M1* 24,11 16,07 44,97 14,49 0,36
M2* 2397 15,83 50,08 9,74 0,37
M3* 23,64 16,06 41,86 18,05 0,36
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Las mezclas en las que se emplearon como porogenos distintas proporciones de
1-propanol/1,4-butanodiol, manteniendo las mismas condiciones de reaccion, mostraron
una polimerizacion incompleta del monolito al tiempo estipulado, observandose a simple
vista una leve pelicula liquida que envolvia al polimero; mientras que las mezclas 1-
dodecanol/ciclohexanol, manteniendo las mismas relaciones de composiciones, dieron
una completa polimerizacion.

Para evaluar si el proceso de polimerizacion transcurria de la misma manera que
en los tubos eppendorf, todas las mezclas estudiadas en “bulk” (Tabla 11.3) se ensayaron
en capilares de 400 um d.i. Los monolitos obtenidos fueron observados por medio de una
lupa binocular, de manera de determinar si la polimerizacion habia sido completa a lo
largo de toda la columna (ausencia de espacios vacios).

Las mezclas que contenian 1-propanol/1,4-butanodiol dieron una formacion
irregular del monolito dentro de los capilares. Como puede observarse en la Figura 11.10,
estas mezclas presentaron una incompleta polimerizacion dando un aspecto tipo gel, por
lo que fueron excluidas del estudio. En comparacién, las mezclas mostradas en la Figura

I1.11 presentaron una formacién homogénea y completa del monolito dentro del capilar.

Figura 11.10: Fotografias de las columnas capilares monoliticas obtenidas a partir
de las mezclas M1(a), M2(b) y M3(c) de Tabla I. 4.

74



Capitulo II- Resultados y discusién

Figura 11.11: Fotografia de la CCM obtenida a partir de la mezcla M1* de la

Tabla 1.4 en la que se observa polimerizacion completa.

De los resultados mostrados podemos concluir que la eleccién de la mezcla
porogénica es crucial para la formacion del monolito organico. Siendo la solubilidad, el
parametro clave para la seleccion de los porogénos, debido a que interviene en la

solvatacion, la miscibilidad y el hinchamiento de estos polimeros [7].

11.4.1.2. Fabricacion de las CCMs

En base al estudio previo de eleccion del sistema porogénico, se emplearon
mezclas con 1-dodecanol y ciclohexanol para la optimizacion de las propiedades
morfoldgicas del soporte monolitico. Para ello, se vari6 el porcentaje de 1-dodecanol en
la mezcla binaria desde un 30 hasta un 55%p/p (Tabla 11.4), manteniendo constante el
porcentaje de HEMA, EDMA y LPO.
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Tabla 11.4: Composicion de las mezclas poliméricas utilizadas en la preparacion

de las columnas monoliticas.

Mondmeros Solventes porogénicos Iniciador
Mezclas (% plp) (% plp) (Yop/p)

HEMA EDMA  1-dodecanol  ciclohexanol LPO
M5 23,81 16,19 29,77 29,70 0,31
M 6 23,83 16,28 34,60 25,18 0,31
M7 23,76 15,86 37,69 21,91 0,34
M8 24,18 15,95 39,63 19,91 0,32
M9 23,81 16,06 41,47 17,94 0,31
M 10 24,12 16,07 44,97 14,49 0,36
M 11 23,98 15,83 50,08 9,74 0,37
M 12 23,98 15,77 54,55 4,89 0,35

Se emplearon capilares de 10 cm de largo y 400 um d.i. (previamente tratados
como se indica en la Seccion 11.3.1.1). Empleando las mezclas porogeénicas de la Tabla
11.4, se llevo a cabo la polimerizacion obteniéndose en todos los casos un lecho monolitico

completo y uniforme.

11.4.1.3. Caracterizacion de las CCMs

Para llevar a cabo la optimizacion de la mezcla porogénica, a las distintas
columnas monoliticas poliméricas obtenidas se les determinaron las propiedades

morfoldgicas y cromatograficas.

Microscopia electronica de barrido

Se utilizé microscopia electronica de barrido (SEM) con el fin de observar si el
monolito estaba bien adherido a la pared del capilar, como asi también para tener una
primera aproximacion de la estructura porosa obtenida. Para la obtencién de las imagenes

se utilizé el modo de alto vacio. Para ello, fue necesario realizar un lavado de las columnas
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monoliticas haciendo circular metanol, por medio del equipo HPLC adaptado a escala
miniaturizada.

Se cortaron secciones de aproximadamente 1cm de las columnas a estudiar y se
las insertd verticalmente en septas de goma para poder analizar la seccidn transversal del
lecho monolitico (Figura 11.12). Posteriormente, fueron cubiertas con una fina capa de
oro, para permitir obtener imagenes de mejor calidad. Los analisis se hicieron con
aumentos de 400, 1600, 3000 y 9000X, permitiendo observar las diferencias morfoldgicas

que producen las distintas mezclas.

Figura 11.12: Fotografia de las columnas monoliticas preparadas para ser

observadas mediante SEM.

En la Figura 11.13, se pueden observar imagenes SEM de las columnas
monoliticas poliméricas obtenidas empleando las mezclas detalladas en la Tabla I1.4. En
todos los casos se observa una la estructura tipica de monolitos poliméricos organicos,
con los caracteristicos globulos en forma de racimos. Las micrografias de las columnas
presentan una clara diferencia en las propiedades morfoldgicas, observandose que
mientras aumenta el porcentaje de 1-dodecanol en la mezcla porogénica (1-

dodecanol/ciclohexanol), los glébulos se hacen mas grandes y compactos.
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Figura 11.13: Fotografias SEM de cortes transversales de columnas obtenidas
variando el porcentaje de 1-dodecanol en la mezcla M5 (30%p/p) a la M12

(55%p/p). Fotografias tomadas con una ampliacion de 9000X.
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Esto puede interpretarse en base a la capacidad de solvatacion de los dos solventes
porogénicos. El efecto de agregar un menor contenido del solvatante “mas pobre” (1-
dodecanol) da lugar a una competencia entre el mejor solvatante (ciclohexanol) con los
mondmeros en la solvatacion de los nucleos. Por lo que, la separacion de fases es tardia
generando gloébulos méas pequefios. Como resultado, los polimeros formados tienen
mesoporos. A medida que se incrementa el contenido de 1-dodecanol al sistema de
polimerizacion se obtiene como resultado una separacion de fases mas temprana del
polimero. En general, los globulos que se forman en un sistema de este tipo son méas
grandes y los vacios entre ellos (poros) también lo son [10].

Como conclusion de lo observado anteriormente, el tamafio de los glébulos y, por
ende, la porosidad total del lecho monolitico va a depender en gran medida de la
naturaleza del sistema porogénico [2,8].

En la Figura 11.14 se muestran dos columnas capilares obtenidas a partir de la
mezcla M7 (38%p/p 1-dodecanol). Se puede observar que ambos lechos monoliticos

estan adheridos a la pared del capilar. Lo mismo se pudo observar con las deméas mezclas.

Figura 11.14: Adhesién del monolito M7 (38%p/p 1-dodecanol) al capilar de
silice (ampliacion 1600X) observada a través de micrografias SEM.

Sin embargo, en la mezcla M5 conteniendo un 30%p/p de 1-dodecanol se observo
una cavidad entre el lecho monolitico y la pared del capilar (Figura 11.15). Esto puede
deberse a una contraccion del lecho. Si bien, en algunos trabajos se describe el mecanismo

de formacion de poros durante el proceso de polimerizacion, no se explica completamente
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el proceso de contraccion radial y longitudinal que se observan en los distintos moldes
[8,9].

Figura 11.15: Micrografia SEM observando un monolito no adherido a la pared

del capilar (ampliacion 400X).

Permeabilidad cromatografica

La permeabilidad del lecho debe ser alta para poder conducir la fase movil
rapidamente a través de la columna y asi disminuir los tiempos de andlisis y, ademas,
evitar generar altas presiones en el sistema. Esto puede lograse con materiales monoliticos
gue contengan poros grandes, aungue de esta forma también disminuye el area superficial
[10,11] que necesitamos para tener factores de retencion aceptables.

Se determinaron las permeabilidades de las columnas monoliticas utilizando una
mezcla de MeOH/agua 80/20 %v/v como fase movil. Se estudio este comportamiento
solo en las columnas que mostraron una permeabilidad suficientemente alta durante el
lavado. Esto ocurrié con aquellas columnas fabricadas con un porcentaje de 1-dodecanol
entre 35y 55% p/p en la mezcla de polimerizacion.

El procedimiento experimental para la determinacion se detallo en la Seccion
11.3.1.5.2. de este capitulo. Se determinaron los factores de permeabilidad cromatografica
(Bo) para todas las columnas monoliticas preparadas empleando la ecuacion de Darcy (Ec.
4).
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Si bien los monolitos poliméricos orgéanicos pueden presentar diferencias en la
solvatacion segun la FM empleada, y en consecuencia puede haber variacion en el tamafio
de los poros y por lo tanto en la permeabilidad (Bo), el objetivo de esta Seccion fue
estudiar la variacion relativa de la misma en funcion de la composicion de la mezcla
porogeénica utilizada en la preparacién del monolito.

En la Figura 11.16, se grafica la ecuacion de Darcy para los monolitos obtenidos
con las distintas composiciones de solvente porogénico y en Tabla I1.5 se muestran los

valores obtenidos de permeabilidad para cada CCMs.
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Figura 11.16: Gréaficos de la ecuacion de Darcy para las columnas obtenidas con
distinta composicion de la mezcla porogénica, fase movil empleada MeOH/agua
80/20 viv.

Estos valores muestran un méaximo de permeabilidad (Bo=6,9 x 10* m?) en la
mezcla que contiene 42% de 1-dodecanol. Esta columna se pudo operar con el flujo méas
alto (47uL/min) con una caida de presion AP=120 bar. Esta presion no es tan grande si

consideramos que la columna es capilar (400 pum), con una longitud de 10 cm y que la
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viscosidad de la fase mdvil es alta. Por lo tanto, el monolito fabricado presenta una
permeabilidad que es en promedio 10 veces mas alta, en comparacion con las columnas

convencionales particuladas de 5 pm.

Tabla 11.5: Datos obtenidos de permeabilidad cromatogréfica de las distintas

CCMs.
Mezclas de polimerizacién % (p/p)
HEMA EDMA 1-dodecanol ciclohexanol Bo(m?)10-*
M5 23,81 16,19 29,77 29,70 n.r.
M6 23,83 16,28 34,60 25,18 0,2
M7 23,76 15,86 37,69 21,91 2,6
M8 24,18 15,95 39,63 19,91 3,7
M9 23,81 16,06 41,47 17,94 6,9
M10 24,12 16,07 44,97 14,49 2,5
M11 23,98 15,83 50,08 9,74 2,3
M12 23,98 15,77 54,55 4,89 3,6

*n.r (no registrado)

En la Figura 11.17, se observa la relacion entre las permeabilidades obtenidas en
funcion del contenido de 1-dodecanol en la mezcla de polimerizacion: la permeabilidad
aumenta con el contenido de 1-dodecanol en la mezcla de polimerizacion hasta alcanzar
el valor méximo correspondiente a un 42%p/p de 1-dodecanol. Este comportamiento se
debe que el aumento del contenido de 1-dodecanol, genera poros cada vez mas grandes
como consecuencia de la temprana separacion de fases del polimero, como se explico en

la seccion 11.4.1.3. (pag.79).
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Figura 11.17: Efecto del aumento del contenido de 1-dodecanol en la

permeabilidad de las distintas columnas capilares poliméricas.

Sin embargo, para las columnas con 45 a 55%p/p de 1-dodecanol, se observa que
la permeabilidad disminuye. La causa de esta disminucién no esta clara, pero podria
deberse, como sugieren algunos autores a algin cambio en el mecanismo de
polimerizacion por el cual se obtendrian aglomerados en el lecho monolitico [7].

Observando las micrografias SEM correspondientes para cada columna, se puede
corroborar que la morfologia macroporosa coincide con la tendencia en los datos de
permeabilidad obtenidos.

Adsorcion/desorcion de nitrogeno

Dado que es imposible aplicar la técnica de adsorcién/desorcion de nitrogeno
directamente a las CCMs, las caracteristicas morfoldgicas obtenidas mediante esta tecnica
se obtuvieron a partir de monolitos sintetizados en eppendorf (bulk). Se lavaron mediante
Soxhlet, se secaron en estufa y se trituraron para su analisis final, como se indicé en la

seccién experimental 11.3.1.5.1. Es importante aclarar que un lavado por otros métodos,
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tales como sonicacion o permeacion directa del solvente, no fue suficiente para extraer
completamente los restos de monomeros que quedaron retenidos en los poros del
material, por lo que Unicamente la técnica Soxhlet fue eficiente para este fin.

En la Figura 11.18 a), se muestran comparativamente los graficos de las isotermas
de adsorcién-desorcion de todas las muestras. Para mayor claridad en la Figura 11.18 b),
se muestra un grafico expandido para muestras con un contenido de 1-dodecanol mayor
al 40%pl/p.

Del andlisis de los mismos, y de las Figuras 1.12 B y 1.13, se puede observar que
las isotermas son similares y corresponden al Tipo Il, es decir, son carcteristicas de
materiales solidos de baja porosidad relativa, con meso/macroporosidad y ausencia de
microporos.

En los graficos mostrados se puede observar que a medida que disminuye el
contenido de 1-dodecanol en la mezcla de polimerizacién, se incrementa el volumen de
nitrogeno adsorbido dentro de la estructura meso/macroporosa desde 3 a 140 cm3STP/g,
es decir, que disminuyen los macroporos y aumentan los mesoporos con el consecuente
aumento de la porosidad. Para el rango entre 20 y 42% p/p 1-dodecanol estos datos
concuerdan con las imagenes SEM y los datos de permeabilidad cromatografica.

Las propiedades morfoldgicas mostradas en la Tabla 11.6, indican que empleando
el procedimiento propuesto en la presente Tesis para fabricar monolitos de metacrilato,
es posible controlar el tamafio de poro o las areas superficiales seleccionando

apropiadamente la composicion de la mezcla porogénica.
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Figura 11.18: a) Gréaficos comparativos de adsorcidon-desorcion de N2 para todas
las mezclas polimerizadas en bulk con diferente contenido de 1-dodecanol, b)
grafico expandido para las muestras con un contenido superior al 40%p/p de 1-

dodecanol.
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Tabla II.6: Propiedades morfologicas de los monolitos obtenidos en “bulk™ a partir de las distintas mezclas de polimerizacién determinadas

mediante adsorcion-desorcion de No.

Mezcla de polimerizacion % (p/p)*

Mezclas Sga [m? Vitp b [m
HEMA EDMA ciclohexanol 1-dodecanol g" [m7g] p® [m/gl

M4 23,88 16,18 40,13 20,99 37,00 0,20
M5 2447 16,19 31,65 29,37 27,00 0,15
M6 2491 1587 24,93 36,28 10,00 0,039
M7 23,88 16,29 22,35 39,07 6,00 0,024
M8 23,76 15,83 20,03 41,33 2,00 0,011
M9 2449 15,93 18,07 42,19 2,00 0,006
M10 2361 16,18 14,89 44,90 1,00 0,005
M1 24,00 15,90 10,10 50,00 2,00 0,004
M12 2420 15,90 4,90 55,00 2,00 0,010
M13 2397 15,83 0,00 60,27 3,00 0,004

*0,3%p/p LPO.
4 Sg (area especifica calculada con BET 0.05<p/po<0.35);

b\/tp (volumen total de poro determinado por la regla de Gurvich)
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Porosimetria de intrusion de mercurio

Como la técnica de adsorcidn/desorcion de nitrdgeno no es destructiva y la técnica
MIP podria serlo si la presion que se aplica a las muestras es muy alta, se realizaron
primero los analisis BET y posteriormente, los analisis MIP a las mismas muestras.

En este caso, cada muestra fue colocada en un penetrometro que fue introducido
en el equipo. El proceso consiste en dos etapas sucesivas de intrusién del mercurio. En la
primera, sélo se introduce el mercurio hasta una presién que se corresponde con el llenado
de los macroporos de la muestra. En la segunda etapa, al picndmetro se lo somete a una
mayor presion, para que ingrese el Hg hasta los mesoporos del polimero.

En la Figura 11.19, se muestran los graficos correspondientes a la distribucion de

tamafo de poro de los distintos monolitos poliméricos sintetizados en “bulk”.
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Figura 11.19: Distribucion de tamafio de poro para las mezclas estudiadas en

funcién del contenido de 1-dodecanol.
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Estos graficos muestran la derivada primera del volumen de poro (Vp) respecto

del logaritmo del diametro de poro, log dp, para abarcar en la misma escala los poros mas

pequefios y los mas grandes. El grafico de la derivada primera permite definir mas

claramente la distribucion de tamafio de los diferentes poros que si se graficara
directamente V; vs. log dp.

En la Figura 11.20 se grafica el valor maximo obtenido de la distribucion de los
diametros de poro para los diferentes monolitos en funcién del contenido de 1-dodecanol
en la mezcla porogénica. Se puede observar que, a medida que aumenta el contenido de
1-dodecanol, se incrementa el diametro de los poros en la estructura del monolito hasta
un 45%p/p de dicho solvente y luego hay una pequefia disminucién. Esta tendencia
coincide con lo observado en el estudio de la permeabilidad cromatogréfica, Bo, donde se

observa (ver Figura I11.17) que la permeabilidad baja con un 45%p/p de 1-dodecanol.
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Figura 11.20: Efecto del contenido de 1-dodecanol en el diametro de poro de
los distintos monolitos.

Tanto en estado seco (técnicas BET y MIP) como en estado solvatado con una
mezcla de metanol/agua (determinacion de Bo), se observa la misma tendencia en

términos de porosidad en funcion de la composicion de la mezcla porogénica.
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Es importante aclarar que la polimerizacion térmica de la mezcla en bulk es
diferente a la obtenida en el capilar, debido a que la transferencia de calor depende del
tamano, geometria y material del molde en el que se realiza la reaccion de polimerizacion.
En este sentido, los datos obtenidos mediante MIP o BET (monolitos en bulk) pueden no
reflejar exactamente la morfologia del lecho sintetizado dentro del capilar.

EnlaTabla11.7, se resumen los datos obtenidos para las propiedades morfoldgicas
determinadas por la técnica MIP para todas las muestras monoliticas. En todos los casos
la porosidad total es aproximadamente 60%, esto concuerda muy bien con la composicion
de la mezcla de polimerizacion utilizada en todos los casos (40% mondmeros/60%
porogénos) [8].

Se observa una disminucién inicial (hasta 40%p/p) en la superficie especifica de
los materiales monoliticos con el incremento de 1-dodecanol. A diferencia de los datos
obtenidos por BET (que permiten determinar las &reas de los micro/mesoporos), estas
areas presentan valores entre los 11 y los 68 m?/g, indicandonos conjuntamente la
contribucion en el area superficial especifica de los mesoporos y los macroporos.

Con un aumento progresivo del contenido de 1-dodecanol, el tamafio promedio de
didmetro de poro va incrementando, como se observoé en la seccion 11.4.1.3. para la técnica
BET.

Podemos concluir que para el analisis del sistema poroso se debe tener en cuenta
ambas técnicas MIP y adsorcidn/desorcion de nitrogeno. Aunque empleen diferentes
procesos fisicos, estas técnicas son complementarias para determinar de las propiedades
morfoldgicas de este tipo de materiales monoliticos.
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Tabla IL.7: Propiedades morfologicas de los monolitos obtenidos en “bulk™ a partir de las distintas mezclas de polimerizacién determinadas
mediante MIP.

Mezcla de polimerizacion % (p/p)*

Mezclas Sg a[m? Vp?b[m Pc[% dp 94 [nm
HEMA EDMA ciclohexanol 1-dodecanol g"lm7/gl Vp®[ml/e] L%l p < [nm]

M4 23,88 16,18 40,13 20,99 51,6 1,26 54 54
M5 24,47 16,19 31,65 29,37 68,2 1,39 53 161
M6 24,91 15,87 24,93 36,28 34,3 1,50 65 486
M7 23,88 16,29 22,35 39,07 19,0 1,26 60 2704
M8 23,76 15,83 20,03 41,33 12,2 1,08 64 1789
M9 24,49 15,93 18,07 42,19 19,6 1,43 64 2190
M10 23,61 16,18 14,89 44,90 24,7 1,54 67 3317
M11 24,00 15,90 10,10 50,00 15,1 1,18 60 3309
M12 24,20 15,90 4,90 55,00 11,2 1,07 54 3238
M13 23,97 15,83 0,00 60,27 15,2 1,55 64 2513

*0,3%p/p LPO
35 (area especifica); ® Vp (volumen de poro);

¢ P (porosidad total); ¢ dp (didmetro de poro en el maximo de la curva de distribucion).
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11.4.2. Sintesis del selector quiral

La sintesis del derivado de celulosa que se empleara en la fabricacion de la FEQ
se realizd dos veces utilizando 3,5-dimetilfenilisocianato como reactivo derivatizante y
piridina anhidra como solvente de reaccion [13,14].

En Figura 11.21, se muestran fotografias de las etapas de sintesis. En la primera
etapa (Figura 11.21 a), se puede observar la mezcla a reflujo de la celulosa microcristalina
y del solvente de reaccion (piridina). En Figura I1.21 b) se observa luego del agregado de
3,5-dimetilfenilisocianato y 12 hs de reaccion, una solucion viscosa color ambar. Por
ultimo, se mezclo la solucién obtenida con MeOH generandose un precipitado blanco,
correspondiente al derivado tris(3,5-dimetilfenil) carbamato de celulosa (CDMPC)
(Figura 11.21 c).

Figura 11.21: Esquema de las etapas de la sintesis: a) balon de dos bocas,
conteniendo celulosa microcristalina disuelta en piridina; b) mezcla de reaccion
viscosa color ambar obtenida a partir del agregado de 3,5-dimetilfenilisocianato;
c) sélido blanco de CDMPC.

11.4.2.1. Caracterizacion del producto

La celulosa es un polisacarido natural constituido por una larga cadena de peso
molecular variable, con formula empirica (CséH100s) n (valor de “n” entre 200 y 300)

formada por la union de moléculas de p-D-glucosa mediante enlaces p-1,4-O-
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glucosidicos. Tiene una estructura lineal, en la que se establecen multiples enlaces de
puentes de hidrogeno entre las distintas cadenas, haciéndola insoluble en agua y en
distintos solventes organicos. Sin embargo, los derivados de fenilcarbamato de celulosa
son solubles en ciertos solventes organicos, como consecuencia de la incorporacion de
grupos fenilo a la estructura original del polisacarido [14].

Esta diferencia de solubilidad entre la celulosa nativa y su derivado puede
utilizarse en principio, como un indicio de que la reaccion de derivatizacién se ha
producido. En la Tabla 11.8 se muestran los resultados de los ensayos de solubilidad
realizados sobre las muestras de CDMPC obtenidas en las dos reacciones de sintesis

realizadas.

Tabla 11.8: Determinacion de la solubilidad de las muestras de CDMPC en

distintos solventes organicos.

Solubilidad
Solventes celulosa CDMPC-1 CDMPC-2
MeOH - - -
IPA - - -
Tolueno - + - +
Acetona - +- +
Cloroformo - + +
THF - + +

Para la confirmacion de la estructura quimica del producto obtenido, se realizaron
estudios de analisis elemental (C, H, N y por diferencia O) y espectroscopia infrarroja

FTIR. En la Tabla 11.9 se detallan los resultados obtenidos para el analisis elemental.
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Tabla 11.9: Resultados del analisis elemental del derivado de celulosa, realizado

por duplicado.

Producto MUSA ot 4H %N %O Formula
(mg) Molecular
0.871 63,87 6,32 6,92 22,89

CDMPC 1 Ca3H39N309

0.947 63,54 6,41 6,75 23,30

1.364 64,54 6,08 6,77 22,61
CDMPC 2 Ca3H37N30s
1.340 64,54 6,13 6,64 22,69

Estos resultados indican que se ha incorporado el 3,5-dimetilfenilisocianto al
polimero de celulosa. El rendimiento de la reaccién fue del 72% para la primera sintesis
del selector quiral (CDMPC-1) y un 87% para la segunda sintesis (CDMPC-2). Como se
observa en la Tabla 11.9 las formulas moleculares son diferentes para ambos productos.
El derivado obtenido en la primera sintesis (CDMPC-1) podria estar hidratado al
momento del andlisis elemental, razon por la cual en la formula molecular determinada
para el mismo se encuentra que contiene adicionalmente, una molécula de agua (un a&tomo
mas de O y dos 4&tomos mas de H) [13,14, 26].

En cuanto al anélisis de los espectros IR, se comparo el espectro obtenido para el
producto CDMPC con el espectro de la celulosa de partida (celulosa microcristalina
AVICEL PH 101) (Figura 11.22). Para evitar la interferencia de las bandas de absorcion
de agua, las muestras se secaron en estufa a 50°C durante 48 hs y se prepararon las
pastillas a presién usando KBr como soporte en un pastillero de acero inoxidable. Las
muestras fueron colocadas en el porta-muestras vertical para pastilleros adquiriendo 32
barridos en modo de transmision.

En el segundo espectro de IR, perteneciente al producto de la reaccion, se observan
las siguientes bandas caracteristicas de absorcion: (>C=0) 1750 cm™; (N-H) 3310 cm?,
correspondientes a esos grupos funcionales presentes en CDMPC que no estan en la
celulosa de partida. Ademas, se observa que la banda de absorcion a 3500 cm™
correspondiente a los grupos OH de la celulosa [15] se encuentra modificada, indicando
que al menos algunos grupos OH han reaccionado con el reactivo derivatizante (Tabla
11.10).
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Figura 11.22: Espectros IR comparativos de a) celulosa y b) su derivado CDMPC.

Tabla 11.10: Asignacion de picos de IR correspondientes a celulosa y su derivado.

Nutmero de onda Asignacion
(cm™) Celulosa CDMPC 1-2
3600-3200 -OH
3500-3300 _NH-
3000-2800 -CHo- -CHos-
1750-1735 ~C=0
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11.4.3. Funcionalizacion de las CCMs con el selector quiral

Con la finalidad de realizar el depdsito del selector quiral, se seleccionaron
aquellas columnas monoliticas que mostraban buena permeabilidad cromatografia (Bo) y
una adecuada estructura de los macro/mesoporos (volumen y didmetro de los poros) para
poder introducir el derivado de polisacarido.

La celulosa microcristalina Avicel utilizada en este caso tiene un numero de
polimerizacion entre 200 a 300 unidades. Si consideramos como 300 el grado maximo de
polimerizacion y que cada unidad de CDMPC tiene un largo aproximado de 0,5 nm, el
tamano total del derivado de celulosa tendria 150 nm de largo, aproximadamente [32].
Para que el selector quiral tenga libre acceso a los poros del monolito, estos deberian tener
un tamafio 10 veces mayor al del selector quiral, lo cual da un tamafio minimo de 1500
nm. Por lo tanto, se seleccionaron monolitos que fueron obtenidos a partir de la mezcla
M7 (38%p/p de 1-dodecanol). Estos monolitos poseen un tamafio de poro promedio de
2700 nm, tamafio suficiente para permitir el libre ingreso de CDMPC. Estos monolitos,
ademas poseen buena permeabilidad (Bo~3 x 10** m?) y un area superficial de unos 19
m2/gr.

El fenilcarbamato de celulosa, CDMPC, es soluble en THF, acetona, cloroformo
y acetato de etilo, por la incorporacion de grupos fenilo a la estructura original. Se
prepararon soluciones de CDMPC en THF y acetona, y se deposito el selector quiral de
acuerdo al procedimiento descrito en la Seccion Experimental. En la Figura 11.23, se
muestran las micrografias SEM para el soporte monolitico “desnudo” y luego del deposito
de CDMPC a partir de una disolucion del mismo en acetona y en THF. Se puede observar
que el solvente THF modifica la estructura porosa del monolito poli(HEMA-co-EDMA),
aumentando el tamafio de los canales de flujo (porosidad). Esto puede deberse a una
diferente solvatacion del polimero o a una degradacion parcial del mismo.

Sin embargo, al utilizar acetona como disolvente del selector quiral, la morfologia
estructural permanecio sin cambios apreciables. Por lo tanto, se eligio este solvente para
el deposito de COMPC.
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Figura 11.23: Micrografias SEM de monolitos preparados con 38%p/p de 1-

dodecanol (mezcla M7): a) sin deposito y con el depésito de CDMPC disuelto en
b) acetona y c) THF.

En la primera oportunidad que se sintetizo6 el derivado de celulosa (CDMPC-1)
se obtuvo un rendimiento de reaccion del 72%. El producto presenté muy baja solubilidad
en acetona (7 mg/mL luego de sonicar durante 15 minutos), en comparacion con las
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solubilidades que se reportan en la literatura [19]. Por este motivo, se opto por realizar un
pasaje continuo de la solucion de CDMPC a través de una bomba de jeringa durante 1
hora, realizando 4 ciclos sucesivos (Tabla I1.11). Entre ciclos, las columnas fueron

secadas en estufa a 40°C para eliminar la acetona.

Tabla 11.11: Esquema del deposito de la solucién de CDMPC-1 (7 mg/mL en

acetona) sobre las CCMs preparadas.

Columnas Longitud (cm) Ciclos de depdsito

M7 (A) 10 2delh
M7 (B) 15 4delh
M7 (C) 10 4de1h

La capacidad de enantioseparacion de esta nueva FEQ fue ensayada en fase
normal, en mezclas de n-hexano (Hx)/isopropanol (IPA) variando el contenido de 2 a 10
% v/v. El empleo de fase normal podria propiciar el reconocimiento quiral a través de
interacciones puente hidrégeno y dipolo-dipolo entre los racematos polares y el selector
CDMPC [17,20]. En RP-HPLC esto no seria posible debido a la competencia entre los
analitos y el agua que forma parte de la fase movil, por el selector quiral.

Con las diferentes composiciones de IPA ensayadas se lograron tiempos de
retencion entre 1 y 10 minutos lo que indica que la FEQ obtenida es capaz de retener los
analitos. Asimismo, los picos obtenidos fueron gaussianos en algunos casos (TSO, 2-
fenil-1-propranol) pero asimétricos en otros (benzoina, TFAE). Sin embargo, con ninguna
columna se pudieron separar los enantiomeros de los analitos racémicos. Esto pudo
deberse a la baja concentracion del selector quiral que se pudo disolver en acetona, y por
lo tanto, depositar en la superficie del lecho monolitico.

Cuando el derivado de celulosa se sintetiz6 nuevamente, ahora con un rendimiento
de reaccién del 87% (CDMPC-2), se alcanz6 una disolucién de concentracion 60 mg/mL
en acetona luego de sonicar durante 15 minutos, solubilidad mucho mayor que con

CDMPC-1y coincidente con la reportada en la literatura [16,19].
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Se fabricaron columnas de 15 cm de longitud, se lavaron con acetona empleando
una bomba de HPLC convencional durante 60 minutos a un caudal de 0,05 mL/min. La
solucion de CDMPC se hizo pasar por los capilares monoliticos durante 2 horas
empleando una bomba jeringa operada a un caudal de 60 pL/h a temperatura ambiente y
finalmente, las columnas fueron secadas en estufa a 40°C durante 24 horas para eliminar
el solvente.

En la Figura 11.23 se muestran micrografias SEM del monolito sin deposito de
CDMPC (a) y luego de realizar el deposito (b), en las que se puede observar claramente
el cambio en la apariencia de los glébulos producido por el dep6sito de CDMPC.

11.4.4. Enantioresolucion de compuestos de interés bioldgico

La nueva FEQ obtenida se ensay0 en cuanto a la capacidad de
enantioreconocimiento empleando los analitos racémicos mencionados en la Seccion
Experimental. Los mismos se cromatografiaron con diferentes composiciones de Hx/IPA.
Se estudio el agregado de aditivos de distinta naturaleza quimica (&cidos y basicos) en la
FM.

Se estudiaron 23 analitos quirales pertenecientes a diversas familias de
compuestos tales como profenos, B-bloqueantes y pesticidas en distintas condiciones de
FM.

11.4.4.1. Efecto de la composicion de la fase movil en la enantioresolucion

Se estudio la influencia de la composicion de la mezcla n-hexano/isopropanol
sobre la retencion y enantioseparacion de analitos racémicos. El contenido de IPA
estudiado fue de 2,5y 10 % v/v.

En Tabla 11.12 se muestran los tiempos de retencion, factores de selectividad (o)

y resolucion (Rs) de los analitos racémicos estudiados.
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Tabla 11.12: Tiempos de retencion (tr), factores de selectividad («) y de resolucién (Rs) para analitos quirales en distintas composiciones de
Hx/IPA. Columna M7 con deposito de 60mg/mL CDMPC. F =0,08 mL/min (bomba binaria). Volumen de inyeccion = 9 nL. Deteccion a 220 nm.

analitos quirales 90/10 %/ %2
tri* (min)  tr2* (min) a Rs trix min)  Tr2* (min) a Rs tri* (min)  Tr2* (min) a Rs
2-fenil-1-propanol 1,32 1,00 0,0 1,65 def. >1 <1 5,50 def. >1 <1
benzoina 2,34 def. >1 <1l 2,57 def. >1 <1 6,00 def. >1 <1
furalaxil 1,51 233 215 0,7 1,51 339 224 1.2 1,50 3,97 2,64 18
metalaxil 1,39 248 285 12 1,60 339 325 15 1,94 6,93 357 24
naproxeno 517 def. >1 <1 6,01 def. >1 <1 1,74 1,00 0,0
oxprenolol 2,75 def. >1 <1 2,22 3,15 165 04 n.r.
propranolol 2,78 1,00 0,0 2,67 def. >1 <1 n.r.
TFAE 1,80 1,00 0,0 1,85 1,00 0,0 1,72 2,35 1,04 05
metalaxil acido 2,29 1,00 0,0 2,98 1,00 0,0 7,30 1,00 0,0
TSO 1,42 1,00 0,0 1,39 def. >1 <1 1,53 1,00 0,0

*n.r.: no retenido

*try y tro: corresponden a la elucion del primer y segundo pico, respectivamente del par enantiomérico.
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Del andlisis de la Tabla 11.12, se observa que al incrementar el contenido de n-
hexano en la FM, aumenta la retencion de la mayoria de los compuestos, lo cual
corresponde al comportamiento tipico de un sistema cromatografico en fase normal, es
decir, al disminuir la fuerza eluotropica de la fase movil aumentan las interacciones de
los analitos con la fase estacionaria.

Por otro lado, al aumentar el contenido de n-hexano, los factores de
enantioselectividad aumentan, con el consecuente aumento en la enantioresolucion. De
los 10 racematos analizados, 5 compuestos lograron resolverse, aunque con baja Rs con
10% v/v de IPA, mientras que con 5% v/v de IPA se resolvieron 8 compuestos, pero
solamente el metalaxil se resolvio “a la linea de base” (Rs = 1,5). Finalmente, con 2% v/v
de IPA se pudieron resolver 5 compuestos y dos de ellos presentaron excelentes
separaciones (furalaxil y metalaxil). Por lo tanto, las mejores enantioseparaciones se
lograron con 2% v/v de IPA.

La capacidad de enantioreconocimiento de la fase estacionaria puede cambiar con
la composicion de la FM, debido a: i) interacciones competitivas entre el solvente polar
y el analito por los sitios polares quirales, y ii) cambios estructurales en las cavidades
quirales del polisacarido, debido a diferentes grados de hinchamiento [22]. Por eso, la
composicion de la FM puede influir significativamente en la estereoselectividad [27], ya
que el derivado CDMPC, podria cambiar su conformacion espacial de acuerdo al tipo y
cantidad de solvente afectando esteroquimicamente la interaccién con los distintos
racematos [23].

En la Figura 11.24, se muestra la influencia del aumento del contenido de n-hexano

sobre la retencién y enantioselectividad para el pesticida metalaxil
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Figura 11.24: Cromatogramas para la enantioseparacion de metalaxil, a) 10%; b)
5%y c¢) 2 % (v/v) de IPA, respectivamente. Columna M7. Caudal =0,08 mL/min

(bomba binaria). Vol. iny. =9 nL. Deteccion a 220 nm

11.4.4.2. Influencia del tipo y cantidad de aditivo en la fase mavil

Es conocido el efecto de los aditivos, pequefias concentraciones de un modificador
organico en la FM, con propiedades acido-base de diferente naturaleza en la retencion y
resolucion de racematos acidos o basicos, aunque el/los mecanismos de accion no estan
del todo dilucidados [22]. Se estudié la influencia del tipo y concentracion de aditivo

sobre la fase mévil en la enantioseparacion de analitos con distintas caracteristicas acido-
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base. Se ensayaron como aditivo basico dietanolamina (DEA) y como aditivos acidos
acido formico (FA) y acido trifluoroacético (TFA).

En trabajos previos [22,26] donde se ha empleado CDMPC como selector quiral
sobre soportes particulados 0 monoliticos inorgénicos se han utilizado diversos aditivos
basicos como etanolamina, dietilamina, 2-(etil)aminoetanol.

En este trabajo, se utilizo DEA en diferentes proporciones: 0,05, 0,1 y 0,2% v/v.
En Figura 11.25, se muestra el efecto de la variacion del contenido de dietanolamina sobre
la retencion, selectividad y resoluciéon de oxprenolol, para una composicion de 90/10
Hx/IPA.

a) b) c) d)

a=1,11

Rs =0,3
<
o)
£
8
<

_J
-
0 5 10 0 5 0 5 0 5

tiempo (min)

Figura 11.25: Efecto del contenido de dietanolamina en la enantioseparacion de
oxprenolol. Fase mavil: a)0%, b)0,05%, ¢)0,1% y d)0,2% DEA en 90:10 (v/v)
Hx/IPA. F = 0.08mL/min (bomba primaria), deteccion UV 220 nm.

Se puede observar que el agregado de DEA a la FM tiene un efecto positivo en la
resolucion de este B-blogueante. La mejor separacion se obtiene para 0,05% v/v DEA,

esto podria deberse a las interacciones puente hidrogeno entre los grupos OH del aditivo
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adsorbido sobre la fase estacionaria y los grupos OH del analito [22]. Concentraciones
mayores de DEA en la FM producen disminucion en la retencion y también en la
selectividad y en la resolucion, probablemente como consecuencia de la competencia
entre el analito y el DEA para interaccionar con los sitios del selector quiral.

Si bien, se concluy6 anteriormente que la mejores enantioselectividades se
alcanzaron empleando 2%v/v de IPA en la FM, no fue posible trabajar con
concentraciones de 0,1 y 0,2%v/v DEA, debido a la insolubilidad de la DEA en esa FM
tan rica en n-hexano.

Finalmente, se estudio el efecto del agregado en la fase movil de acido férmico
(FA) y acido trifluoroacético (TFA) sobre la enantioselectividad y enantioresolucién de
los distintos racematos.

En el grafico de la Figura 11.26, se muestra la tendencia de los factores de

enantioselectividad (a) para distintas concentraciones de los aditivos FA 'y TFA.
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Figura 11.26: Efecto del contenido de aditivos TFA (linea - - -) y FA (linea --+),
sobre la selectividad de los distintos analitos racémicos a una composicion de 98/2
Hx/IPA. F = 0,08 mL/min, deteccion 220 nm.
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En la Tabla 11.13, se muestran los pardmetros cromatograficos obtenidos para los
analitos quirales estudiados empleando distintas concentraciones de FA y TFA en una
fase movil 98/2 de Hx/IPA. Todas las determinaciones se realizaron con un caudal de
0,08 mL/min (bomba binaria) a una A=220 nm.

A partir de los datos mostrados en la Tabla 11.13 y en la Figura 11.26 puede
observarse que los valores de selectividad y resolucion mas bajos se alcanzan con 0,1%
v/v de ambos aditivos acidos.

El anélisis realizado para el agregado del aditivo basico puede extenderse a este
caso. No esta clara la razén por la cual la selectividad aumenta con TFA para metalaxil
acido y TFAE. Sin embargo, se observa una mejora significativa en la separacion
enantiomérica de los analitos de naturaleza acida: TFAE (a= 1,31 con 0,05% v/v FA'y
a=1,68 con 0,2%v/v TFA) y metalaxil acido (a= 1,91 con 0,05% v/v TFA) respecto de la
misma fase mavil sin aditivos (TFAE o = 1,04 y metalaxil acido o= 1).

El tipo y la concentracidn de los aditivos que se incorporan a la fase maévil deben
ser considerados y estudiados en funcion de la naturaleza quimica de los analitos, ya que
tienen un efecto determinante en la capacidad de separacion quiral del sistema
cromatografico.
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Tabla 11.13: Efecto de la concentracion de aditivo acido sobre los tiempos de retencion (tr), factores de selectividad () y resolucion (Rs) de analitos

quirales. Columna M7 con depésito de 60mg/mL CDMPC. F=0,08 mL/min (bomba binaria). VVol. iny. = 9 nL. Deteccion a 220 nm.

n-Hexano/2-propanol/FA %v/v

compuestos 98/2/0,05 98/2/0,1 98/2/0,2
tri* (min) tr2* (min) a Rs trix (min) trox(min) @ Rs tri* (min)  tr2* (min) a Rs
furalaxil 1,66 3,68 2,22 1,5 1,60 301 1,88 1,2 1,55 2,97 192 11
metalaxil 1,48 436 2,95 2,1 1,59 355 223 1,6 1,64 3,95 241 21
TFAE 1,81 2,37 131 <0,5 1,61 198 123 <05 1,79 2,30 1,29 <05

n-Hexano/2-propanol/TFA %v/v

98/2/0,05 98/2/0,1 98/2/0,2
tri* (min) tr2* (min) a Rs trix (min) trox(min) @ Rs tri* (min)  tr2* (min) a Rs
furalaxyl 1,68 457 2,72 2,4 1,32 2,52 1,90 1,1 1,28 3,33 2,59 1,7
metalaxyl 1,36 452 3,33 2,3 1,25 2,75 2,20 1,3 1,19 3,69 3,10 1,8
TFAE 1,95 2,85 1,46 0,5 1,68 1,76 105 <05 1,84 3,09 1,68 0,8
metalaxil &cido 2,45 4,69 1,91 0,6 1,37 2,07 151 0,5 4,28 1,00 0,0

*tr1 y tro. corresponden a la elucion del primer y segundo pico, respectivamente del par enantiomérico.
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11.4.5. Performance de la CCMQ

En base a los resultados obtenidos anteriormente, en la Figura I11.27 se muestran
los cromatogramas de los analitos racemicos empleando las condiciones Optimas de
enantioseparacion.

Las determinaciones se realizaron empleando un caudal de 0,08 mL/min desde
la bomba primaria, el caudal en la columna monolitica fue de 39 pL/min, la deteccién
se realiz6 a 220 nm y a temperatura ambiente.

Todos los cromatogramas obtenidos en las condiciones mencionadas muestran
picos adicionales a los correspondientes a los analitos. Si bien se intentd minimizarlos
utilizando la misma fase moévil como solvente de muestra para los racematos a inyectar,
estos “picos de sistema” fueron inevitables y en algunos casos dificultaron la
interpretacion de los cromatogramas.

Recientemente, se han reportados trabajos cientificos utilizando monolitos
organicos de metacrilato, empleando como selector quiral derivados de ciclodextrina
(CD), amilosa, alcaloides (quinina) o aminobutil-tergurida, inmovilizados al lecho
monolitico, con los que se obtuvieron buenas separaciones (Rs ~1,5) para analitos
racémicos tales como derivados de aminoacidos, B-bloqueantes y &cidos 2-
ariloxipropionicos [28,31].

Sin embargo, hasta la fecha, no se han publicado reportes sobre la separacion
enantiomérica de pesticidas como metalaxil, metalaxil acido, furalaxil y de compuestos
B-bloqueantes cardiovasculares como oxprenolol y propranolol. Lo que destaca la muy
buena performance de estas nuevas CCMQs, con las que se obtuvieron resoluciones por
encima de 1,5 para metalaxil, furalaxil y oxprenolol en cortos tiempos de analisis

(menores a 15 min).
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Figura 11.27: Cromatogramas de los racematos estudiados en sus condiciones optimas
de enantioseparacion. FM-1:98/2%v/v Hx/IPA a)(S,R)-metalaxil; b)(S,R)-furalaxil;
FM-2:98/2/0,05%v/v Hx/IPA/DEA c)oxprenolol, d)propranolol; FM-3: 98/2/0,2% viv
Hx/IPA/TFA ¢e)(R,S)-TFAE; FM-4:98/2/0,05%vV/v Hx/IPA/TFA, fmetalaxil acido.
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11.4.6. Estabilidad de la CCMQ

Se estudio la estabilidad de la columna monolitica quiral desarrollada. Para ello,

se determind el tiempo de retencion del par enantiomérico de metalaxil en funcién de la
cantidad de inyecciones realizadas (Figura 11.28a) y en funcion de la cantidad de fase
movil eluida expresada como volumenes de columna (Figura 11.28b). Se empled 90/10
%v/v Hx/IPA, a un caudal de 0,08 mL/min.
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Figura 11.28: Estabilidad de la columna monolitica quiral para metalaxil en

funciéon de a) nimero de inyecciones y b) volumenes de columna, tri y tr,

corresponden respectivamente, a la elucion del primer y el segundo pico del par

enantiomérico.
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Como se puede observar, los resultados indican una muy buena estabilidad frente
al uso prolongado con mas de 700 inyecciones realizadas (mas de 60000 volimenes de
columna).

Ademas, como se muestra en la Tabla 11.14, se determind la repetibilidad
(inyecciones intra dia) y reproducibilidad (entre dias) de las inyecciones realizadas en
la CCMQ.

Como se indica en la Tabla 11.14, los coeficientes de variacion (CV%) entre
inyecciones son muy aceptables para inyecciones intra dia y, como es de esperarse, un
poco mayores para inyecciones inter dia, para los tiempos de retencion, resolucion,
relacion de areas (A1/Az) y alturas (Hi/H2) del par enantiomerico. Esto indica la muy
buena estabilidad de la columna capilar monolitica recubierta con CDMPC, lo cual nos
demuestra que esta CCMQ puede emplearse en la deteccion y cuantificacion de distintas

mezclas racémicas.

Tabla 11.14: Repetibilidad y reproducibilidad para metalaxil. Fase M6vil 90/10
Hx:IPA, F =0,08 ml/min (bomba binaria), deteccion a 220 nm.

Repetibilidad Reproducibilidad
Media CV CV% Media CcVv CV%
try 1.41 0.01 1.00 1.44 0.07 6.74
tra 2.50 0.01 0.75 2.52 0.11 10.93
Rs 1.21 0.03 2.97 1.06 0.21 20.67
Al/A:  0.80 0.02 2.38 0.77 0.07 7.37
Hi/H,  1.36 0.03 2.75 1.41 0.04 4.34
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11.4.7. Performance de la CCM hacia moléculas pequefias

Es conocido que los monolitos poliméricos organicos debido a su baja area
superficial (aproximadamente 30 m?/gr), sobre todo en comparacion con los monolitos
de silice que tienen &reas 10 veces mas grandes, no presentan una buena performance
separativa para moléculas de pequefio tamafio [33]. Esto ocurre debido a la lenta
transferencia de masa en la FM estanca de los mesoporos.

Desde hace unos pocos afios diversos nanomateriales (tales como nanoparticulas
metalicas o de carbono, redes organometalicas (MOFs: “metal organic frameworks”),
entre otros [34], se han incorporado a la matriz polimérica para aumentar
significativamente el area superficial.

A pesar, de la baja area superficial de los monolitos poliméricos organicos se
ensayo el comportamiento de los mismos hacia moléculas pequefias aquirales. Para ello
se inyectaron algunas moléculas de prueba en la columna monolitica capilar M7 de 20
cm de longitud.

En la Figura 11.29, se muestran los cromatogramas superpuestos de los analitos

mencionados inyectados por separado.

|
i: uracilo
| — — —fenol
l| ————— 4-Cl-anilina
< .
2 >\ 7 === naftaleno
£ |:!‘. ,
v\ e pireno
2 a
!
| i \ \\
W .\ AN p
AN 2 S QN
¢ 'ﬂ‘ \ % ‘o“" \// ’./’ B
| N\ VA7 REIINT RROGNAILL. e
6 16 26 36

tiempo (min)

Figura 11.29: Cromatogramas de analitos de prueba. Columna monolitica
poli(HEMA-co-EDMA) de 20 cm. Caudal= 0,15mL/min (desde la bomba
binaria), FM: MeOH/agua (80:20), AP= 110 bar
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En la Tabla I1.15 se muestran los tiempos de retencion y nimero de platos

teoticos (eficiencia) de los cromatogramas mostrados anteriormente.

Tabla 11.15: Tiempos de retencidn (tr), ancho de pico a mitad de altura (Wos) Yy
eficiencia (N) de analitos de prueba.

Analito trimin)  Wo.5 (min) N
uracilo 12,29 0,837 1194
fenol 14,86 0,622 3163
4-Cl-anilina 15,79 1,025 1315
naftaleno 19,92 2,618 321
pireno 31,97 4,332 302

Los compuestos ensayados se retuvieron en la fase estacionaria monolitica, y en
el caso de moléculas como fenol, uracilo y 4-Cl-anilina se lograron altas eficiencias. En
el caso de los compuestos mas retenidos como naftaleno y pireno la eficiencia fue muy
baja dado el gran ensanchamiento de los picos.

Por lo tanto, se puede concluir que, a pesar del bajo nimero de platos teéricos
logrados con algunos compuestos de pequefio tamafio, la separacion de muestras

sencillas es posible.
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Caﬁitulo II- Conclusiones Earciales

En el presente Capitulo se mostrd el desarrollo de la metodologia para la
preparacion de columnas capilares monoliticas quirales (CCMQs) para micro-HPLC. A
partir de los resultados obtenidos, se pueden sefialar las siguientes conclusiones

parciales:

* A partir de la mezcla de polimerizacion optimizada y constituida por:
24%p/pHEMA, 16%p/pEDMA, 38%p/pl-dodecanol, 22%p/pciclohexanol vy
0,3%p/pLPO, se logré obtener monolitos adheridos a la pared del capilar, con
adecuada morfologia estructural y permeabilidad para su uso en equipos de micro-
HPLC, y con un didmetro de poro adecuado para la posterior etapa de depdsito

del selector quiral.

*  Se logré sintetizar y caracterizar el derivado tris(3,5-dimetilfenil) carbamato de
celulosa, CDMPC, con un rendimiento de reaccion del 87%. Dicho derivado,
utilizado como selector quiral, fue depositado exitosamente sobre la superficie del
lecho monolitico con el objetivo de obtener CCMQs con adecuada capacidad de

enantioseparacion.

*  Se logrd enantioseparar 9 de 23 analitos quirales, con enantioresoluciones entre
0,6 y 2,4 en cortos tiempos de andlisis. La CCMQ preparada mostré alta
estabilidad mecanica, buena permeabilidad, adecuada repetitividad y
repetibilidad, demostrando que puede emplearse en la deteccion y cuantificacion

de mezclas racémicas.

*  Se logré obtener una CCM aceptable para separar diversas moléculas pequefias,

mostrando altas retenciones y muy buenas eficiencias.
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111.1.1 Electrocromatografia capilar

La electrocromatografia capilar (CEC) originada en la década del ‘70, combina las
caracteristicas de las técnicas de HPLC y de electroforesis capilar (CE). En HPLC y CEC,
el proceso de separacion esta basado en la interaccion diferencial de los analitos entre la
fase mavil y la estacionaria [1,7]. Desde este punto de vista, CEC podria considerarse una
variante de la técnica de HPLC dado que el principio de separacion es la particion del
analito entre ambas fases. Sin embargo, en CE y CEC el flujo de fase mdvil es impulsado
a través de la columna por un campo eléctrico y no por una presién aplicada.

En presencia de elevados campos eléctricos, el flujo electroosmético (EOF, segln
su sigla en inglés) generado actia como fuerza impulsora de la fase movil. Esto resulta
en una serie de ventajas importantes de la CEC sobre la HPLC:

1. En las técnicas en que la fuerza impulsora de la fase movil es la presion aplicada
en la columna rellena, el caudal de la fase mdvil es proporcional al cuadrado del
diametro de las particulas de relleno e inversamente proporcional a la longitud de
la columna. Para no superar el limite de presion tolerable (400 bar), no deberian
utilizarse columnas mayores a 25 cm rellenas con particulas de 3 pum. Por el
contrario, el caudal de fase movil impulsado por el campo eléctrico es
independiente del tamarfio de las particulas y de la longitud de la columna, por lo
que en principio podrian usarse particulas méas pequefias y columnas mas largas
que las que se utilizarian en HPLC si se requieren altas eficiencias para
separaciones realizadas mediante CEC [6].

2. En CEC, el perfil de flujo plano en el movimiento del frente liquido en el interior
del capilar, a diferencia del perfil parabolico que se genera en HPLC cuando se
aplica presion (Figura 111.1), reduce la dispersion de la banda de soluto producida

en la columna, con el consecuente aumento en la detectabilidad.

Entonces, la posibilidad de reduccién del tamafio de las particulas, asi como el
aumento de la longitud de la columna y el desarrollo de un perfil plano para el flujo
conducen a una mayor eficiencia de separacion en CEC en relacion a la que se obtendria

en HPLC, lo que permitiria mejoras sustanciales en la resolucion de mezclas complejas.
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Figura 111.1: Perfiles de flujo por presion (arriba) en HPLC vy
electroosmaoticamente impulsado (abajo) en un capilar relleno para CEC.

Si bien el interés por esta técnica ha resurgido a partir de 1990 y muestra
popularidad creciente en diversos campos de aplicacion, su amplio potencial ain no

ha sido del todo explotado y aun se encuentra en continuo desarrollo.

111.1.1.1. Equipamiento

El equipamiento empleado en CEC es muy simple, el instrumento esta constituido

basicamente por los siguientes componentes (Figura 111.2):
v fuente de alto voltaje.

v' sistema de suministro de disolvente y/o de muestras (viales de entrada y de salida

de la columna).
v' columna capilar rellena donde tiene lugar la separacién electrocromatografica.
v compartimento termostatizado para la columna.

v' sistema de deteccion.

Basicamente es un instrumento de electroforesis capilar, con la posibilidad de
presurizar los viales. Esta presurizacion es necesaria para impedir la formacion de
burbujas que pueden originarse por diversas causas: diferencias locales en la velocidad
del EOF (por ejemplo, entre las secciones rellena y vacia del capilar) [8], diferencias

locales en la intensidad del campo eléctrico, pérdida del gas atrapado en los poros o
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formado electroquimicamente [9], por calentamiento [10,11] o por la presencia de fritas

terminales en las columnas particuladas [12].

Fuente de
campo eléctrico

Zona de
Capilar deteccion

relleno H

Fuente de
presion

‘ Tampon ‘
electrocromatografico

Vial Vial

Figura 111.2: Representacion esquematica del equipamiento basico de CEC.

Actualmente, con objeto de minimizar la formacion de burbujas de aire, muchos
equipos permiten presurizar mediante un gas inerte (~10 bar) tanto en el vial de entrada
como en el de salida, permitiendo un flujo reproducible.

En los equipos comerciales de CE o CEC, el control de pardmetros como
temperatura, voltaje y presion se realiza automaticamente, lo que da lugar a
separaciones reproducibles.

Los detectores espectrofotométricos UV-vis son los mas empleados en CEC. La
deteccion se realiza en la misma columna (“on-column”), utilizando como “celda de
deteccion” una pequefia seccion construida en la misma columna en una zona adyacente
al relleno, retirando la capa protectora de polimero (poliimida) que recubre el tubo capilar
[13].

111.1.2. Columnas empleadas

Aungue numerosos grupos de investigacion desarrollan y preparan columnas de
CEC segun diversas metodologias, la gran mayoria de los esfuerzos imitan de alguna
manera la tecnologia estandar para la fabricacion de columnas de HPLC. Frecuentemente,
los estudios efectuados en el campo de la CEC se basan en la aplicacion de un campo

eléctrico a los métodos ya desarrollados para HPLC. Sin embargo, ciertos aspectos de
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esta tecnologia han resultado dificiles de implementar en la escala capilar. Ademas, los
rellenos de CEC deben desempefiar una doble funcion, por un lado, proporcionar sitios
para las interacciones diferenciales requeridas para la separacion de los analitos (como en
HPLC) y por otro, tener la capacidad de generar el EOF responsable del desplazamiento
de la fase movil. Por lo tanto, los rellenos con excelente desempefio para la HPLC pueden
ofrecer un rendimiento limitado en el modo CEC. Esto ha estimulado el desarrollo de
rellenos especificos de particulas con propiedades ajustadas para las necesidades de la
CEC, asi como tecnologias para el desarrollo de columnas alternativas. La tecnologia de
columnas sigue siendo uno de los temas mas candentes de la CEC y los avances se han
resumido en varios articulos de revision recientes [13,19].

Las columnas capilares desarrolladas para CEC pueden clasificarse en:

i las que tienen la fase estacionaria inmovilizada en el interior de la pared

del capilar,

ii. las rellenas, ya sea con material particulado o monolitico.

111.1.2.1. Columnas particuladas

Las columnas maés utilizadas actualmente en CEC son las rellenas con material
particulado de naturaleza cromatografica, cominmente las particulas esféricas tipicas
de RP-HPLC de 1,5 a 10 um de didmetro. Si bien se han reportado y revisado
cuidadosamente diversos métodos y protocolos de fabricacion [21,22], el
empaquetamiento de las columnas para CEC, al igual que para las de HPLC, no es un
método cientifico establecido sino mas bien un ‘“arte” que requiere de practica y
experiencia. El proceso de llenado de los tubos capilares (de 50 a 100 pum d.i.) determina
la integridad y estabilidad del lecho con incidencia directa sobre la performance del
mismo. Otro punto débil en la preparacion de estas columnas es la fabricacion de las
fritas terminales destinadas a retener el material de relleno y que muchas veces son
causantes de diversos efectos que deterioran el desempefio de las columnas (caidas de
corriente provocadas por la formacion de burbujas, inhomogeneidad en el flujo que
pueden causar ensanchamientos extra-columna, entre otras). Por estas dificultades, es
altamente deseable la produccion de columnas rellenas sin fritas para CEC, lo que ha

sido motivo de investigacion en los Gltimos afos.
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Con el objetivo de superar los problemas derivados de la dificil fabricacion de
las fritas dentro del capilar, el empaque de particulas dentro de un tubo con didmetro
muy pequefio, la estabilidad limitada de las columnas empaquetadas y la formacion de
burbujas dentro del capilar, se han disefiado alternativas como las delgadas capas de
fases estacionarias unidas quimicamente a la pared del capilar mediante el uso de
técnicas desarrolladas anteriormente para GC o el desarrollo de lechos monoliticos
[24,37].

111.1.2.2. Columnas de tubo abierto

Las columnas de tubo abierto (OT-CEC) fueron introducidas por Tsuda y col.
[23] quienes recubrieron un capilar estrecho (30 um d.i.) con octadecilsilano que fue
utilizado para separar hidrocarburos. El progreso en OT-CEC se ha enfocado en gran
medida en la busqueda de fases estacionarias que puedan utilizarse para recubrir la
superficie interna de la pared de un capilar de silice fundida. Estos materiales a menudo
se eligen por su capacidad para proporcionar la selectividad necesaria en base a los
mecanismos de separacion cromatografica conocidos. Estos incluyen recubrimiento con
un material polimérico [24, 29], con derivados de celulosa [30], silanizacién de la
superficie de la silice fundida [31, 33], 0 adsorcién de una bicapa de surfactante o una
capa de proteina [34]

La ventaja inherente de OT-CEC sobre otros modos de CEC es la posibilidad de
mejorar facilmente la selectividad de la separacion mediante el uso de revestimientos
innovadores. OT-CEC no requiere fritas terminales. Sin embargo, las pequefias
cantidades de fase estacionaria empleada para estos revestimientos conducen a bajas
relaciones de fase, que puede ser un factor limitante en términos de sensibilidad en la
deteccidn para algunas aplicaciones. El uso de capilares de menor diametro interno (2-
25um) permite una muy eficiente difusién de los solutos hacia y desde la fase

estacionaria, lo que conduce a picos angostos y a un alto nimero de platos.

111.1.2.3. Columnas monoliticas

Otra de las alternativas competitivas, impulsada por las dificultades técnicas

asociadas con las columnas empaquetadas, principalmente relacionada con la fabricacién
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de las fritas terminales, son los lechos monoliticos. Esta tecnologia se adopto a partir de
los desarrollos originalmente hechos para columnas de HPLC de didmetro mucho mayor
[35, 36]. Por sus propiedades Unicas, los materiales monoliticos son atractivos y dan lugar
a una multiplicidad de materiales y procedimientos utilizados para la preparacion de
columnas monoliticas para CEC. Tanto la silice como los polimeros organicos sintéticos
son dos familias de materiales que han sido utilizados para: (i) empaquetar particulas
seguido de su fijacion para formar una estructura monolitica y (ii) preparar el monolito in

situ dentro del capilar, resultando en columnas monoliticas sin fritas.

Columnas monoliticas basadas en ésteres de metacrilato

Diversos grupos de investigacion han realizado un extenso desarrollo de
materiales para CEC preparados a partir de mondmeros de ésteres de metacrilato [37,
38].

La produccion de estas columnas es sumamente simple (Figura 111.3). Se llena
un capilar tratado con una mezcla de polimerizaciony se inicia con calor o irradiacion
UV [38, 39]. Una vez completada la polimerizacion, se lava para eliminar restos de
reactivos. La técnica fue detalladamente descripta en el Capitulo II.

a) b) <)

capilar

g Solvente de lavado

1) colocar en

1) sellar la bomba o @
————- »
2) calentar 2) lavar

L " Bomba

L jeringa
Bafio
Mezcla de termostatizado
polimerizacién
Figura I11. 3: Procedimiento para la preparacion de columnas monoliticas

poliméricas en CEC: a) llenado del capilar; b) polimerizacion por calor; ¢) lavado
con MeOH.
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111.1.3. Modificacion quimica de los monolitos polimeéricos

Un érea superficial baja del material que actiia como soporte de la fase estacionaria
es un inconveniente para las aplicaciones cromatogréaficas, ya que tanto la retencion como
la capacidad de carga de la columna resultarian disminuidas. Se han empleado diversos
procedimientos para aumentar el area superficial de los monolitos orgénicos mediante
hibridacion en la superficie con otros compuestos, por ejemplo, el empleo de polimeros
altamente entrecruzados [40], la incorporacion de redes organometalicas (MOFs) [41], o
nanomateriales de carbono, nanoparticulas de silice o de Au [42].

La modificacion quimica superficial a partir de mondémeros precursores permite
funcionalizar la superficie del monolito si estos monémeros contienen un grupo reactivo.

Como se ha comentado en el Capitulo I, los monolitos de glicidil metacrilato
(GMA) constituyen la plataforma de uso general tipico para modificar la quimica
superficial del lecho monolitico una vez que la polimerizacion ha sido completada (Figura
I11.4). Ademas de GMA, se han utilizado también otros mondmeros reactivos que
incluyen 4-(clorometil) estireno [43] y 2-vinil-4,4-dimetilazlactona [44].

(@) ’
- OH . Nalo, g NH. ,
@< S @y e S @ e gy

o &id 2.NaCNBH, NHR

(b) ) ¢] - j)\H AIBN h
%O\N NaSH @ o_h_sH + /\R x s /\/R
0 WeOH / phosphate buffer To( 60°C, 24h @
pH 8 (20:80; viv) OH
R
(c) 2 0 0 R > o) ~
/ N
. N INGR  © .
5 Ry OH R,
o 0] NaOH : R
oW v e o
" OH

Sy O NH, H .
@) @KO\N e @/\‘/\NHQ OCH(CH,);CHO @/Y\N/\/\/\O
-
OH OH

Figura I11. 4: Opciones para modificar con distintas funciones quimicas la

superficie del monolito poli(GMA-co-EDMA) [45].
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La modificacion quimica de la superficie de un monolito reactivo puede hacerse
en condicion estatica: llenar el capilar, sellar los extremos y dejar reaccionar durante un
tiempo y una temperatura fija, o en condicion dinamica: con recirculacion de la solucion
de derivatizacion. Una vez que se completa la reaccion, el monolito se lava con un

disolvente y se acondiciona para su aplicacion.

111.1.3.1. Fotoinjerto

Otro método ampliamente empleado para modificar covalentemente la quimica
superficial del monolito es la unién de monémeros reactivos o de cadenas poliméricas a
la estructura del polimero “padre” mediante un mecanismo inducido por la radiacion UV
denominado "fotoinjerto™ (photografting).

El fotoinjerto también permite el control de las propiedades porosas del monolito
independientemente del manejo de su quimica superficial. En otras palabras, se puede
utilizar para mejorar la estructura porosa de un monolito "genérico”, por ejemplo, por una
funcionalizacién adicional de la superficie fotoinjertada [46].

El fotoinjerto se puede realizar en una o dos etapas [47]. En el caso del fotoinjerto
en dos etapas (Figura 111.5), se puede describir el siguiente procedimiento:

a) en la primera etapa, los restos iniciadores se forman en la superficie del monolito
mediante irradiacion UV, que esta en contacto con una solucién de benzofenona
(fotoinciador), ya que su estado excitado abstrae un hidrogeno de la superficie;
luego de ser irradiada la columna se lava con solvente organico.

b) en la segunda etapa, se incorpora o injerta el monémero; la irradiacion UV libera
los radicales libres latentes inmovilizados situados sobre el polimero
(benzofenona), dejando que los monémeros que se deseen injertar se unan al

radical libre superficial.

Se ha confirmado que el proceso de fotoinjerto en dos etapas da como resultado
una proporcion mayor de monomeros que se unen a la superficie, en comparacion con el

proceso de una sola etapa (fotoiniciador y el mondémero juntos en solucion) [48,49].
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Figura 111.5: Proceso de fotoinjerto en dos etapas, A) Iniciacion y activacion

A)

de la benzofenona en la superficie del monolito; B) Fotoinjerto del monémero
META.

El proceso fotoiniciado también permite el injerto simultaneo de mas de un
mondmero. Eeltink y col. han utilizado cloruro de [(2-metacriloiloxi)etil] trimetilamonio
(META) y acrilato de butilo para controlar el EOF en columnas CEC [49]. Obviamente,
para el fotoinjerto no se pueden usar materiales ni especies absorbentes tales como
capilares recubiertos con poliimida (se necesitan capilares UV transparentes) ni

monomeros aromaticos tipicos como estireno. Ademas, debido a la absorcion UV de la
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propia matriz polimérica, el fotoinjerto es efectivo solo para monolitos en los que sus
dimensiones son pequefias.

La extension de lareaccion y, por lo tanto, la densidad del fotoinjerto es facilmente
controlable por el tiempo de irradiacion [47]. Es decir, se pueden variar la longitud y
densidad de las cadenas en la superficie del lecho monolitico. Rohr y col. demostraron
que el control de la densidad de cadenas injertadas es altamente dependiente del tiempo
de irradiacion [50]. Esto se puede ilustrar en la Figura I11 6.
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Figure 111.6: Esquema de la dependencia de la ramificacion de la cadena de

injerto y la reticulacion a medida que aumenta el tiempo de irradiacion (t(a)<

t(b)<t(c)).

I11.1.4. Fases estacionarias quirales en CEC

La adaptaciéon de métodos HPLC al campo de la CEC mencionado anteriormente
también es valida para las separaciones quirales, donde se han reportado métodos de CEC
utilizando fases moviles quirales, o bien fases estacionarias particuladas o monoliticas
quirales obtenidas por incorporacion de los selectores quirales ampliamente difundidos
en HPLC. Entre ellos, el derivado de celulosa CDMPC fue introducido como selector
quiral en una fase estacionaria adsorbida sobre un soporte siliceo [51] y también sobre
soportes particulados [52] y monoliticos [53, 55] basados en zirconio. Un inconveniente
de las fases adsorbidas fisicamente, es la solubilidad del CDMPC en ciertos solventes
(acetona, tetrahidrofurano), lo cual puede ser superado por inmovilizacion quimica del
selector en el soporte. He y col. [56] utilizaron columnas capilares monoliticas de silice

con CDMPC inmovilizado para separaciones enantioméricas en CEC.
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Capitulo I1I-Objetivos

El objetivo de la presente seccion es el desarrollo de nuevas columnas
capilares monoliticas quirales (CCMQs) organicas que puedan ser utilizadas en

CEC para la separacion de compuestos quirales de interés.

Para ello se proponen los siguientes objetivos especificos:

1. Sintetizar monolitos poliméricos organicos derivados de metacrilato en

el interior de tubos capilares.

2. Optimizar la reaccion de fotoinjerto en el monolito de un monémero

funcional con carga que permita generar el flujo electroosmotico.

3. Estudiar la adsorcién fisica del selector quiral tris(3,5-dimetilfenil)

carbamato de celulosa en las columnas monoliticas fotoinjertadas.

4. Optimizar las condiciones electrocromatograficas para la

enantioresolucion de los compuestos estudiados.
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Capitulo Ill-Experimental

111.3.1. Preparacion de las CCMQs para CEC
111.3.1.1. Fabricacién de las CCMs

Para la fabricacion de las distintas CCMs se emplearon capilares de silice
fundida de 35 cm de largo, 365um d.e. y 100 um d.i., con cubierta UV-transparente
(Polymicro Technologies, Estados Unidos).

A fin de anclar el polimero monolitico a las paredes internas del capilar, se
realizd el mismo pre-tratamiento descripto en la Seccion Experimental del Capitulo |1
[1,2].

A continuacion, se describen los componentes de la mezcla polimérica utilizada:

v" Mondmero Funcional

Para funcionalizar al monolito polimérico en una posterior reaccion quimica, se
empled el mondémero reactivo glicidil metacrilato GMA (98%, Sigma-Aldrich,
Alemania) [3,4]:

0

o A

v' Agente Entrecruzante

Se utilizd6 dimetacrilato de etilenglicol EDMA (99%, Sigma-Aldrich,

Alemania); como reactivo entrecruzante de las cadenas del monémero GMA:

CHs 0
0 CHy
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v" Iniciador térmico

Como iniciador radicalario de la reacciéon de polimerizacién, se empled o,a’-
azobisisobutironitrilo AIBN (98%, Fluka, Suiza) [1-8].

HsC. CHj

e N
x \\NXC\%N

HsC CHs

v’ Solventes Porogénicos

Como solventes formadores de la estructura macroporosa del monolito, se
empled una mezcla binaria compuesta por ciclohexanol (98%, Carlo Erba, Italia) y 1-
dodecanol (99%, Sigma-Aldrich, Alemania).

La mezcla de polimerizacion fue preparada con una relacion fija de
mondmeros/ solventes porogénicos: 25/75 % p/p, utilizando 20% p/p de GMA, 5% p/p
de EDMA vy una mezcla binaria de solventes porogénicos constituida por 70% p/p
ciclohexanol y 5% p/p 1-dodecanol; con AIBN (1% p/p con respecto a los mondémeros)

como iniciador radicalario [5].

La mezcla fue pesada en un vial de 5 mL utilizando una balanza analitica
(Adventurer Pro, Ohaus, Estados Unidos). Posteriormente, se usdé un bafio de
ultrasonido (Transsonic Digital S, EIma, Alemania) para la disolucion de los reactivos
durante unos 10 minutos y luego se purg6 10 minutos con nitrégeno.

Como se menciono6 anteriormente, la fabricacion de las columnas se realizé en
capilares transparentes al UV de 35 cm de largo, de los cuales se rellen6 25 cm con la
mezcla de polimerizacion mediante una jeringa Hamilton tipo luer-lock modelo 5190-
1530 (Agilent, Estados Unidos) de 1mL, con un émbolo con punta de polimero (PTFE).

Luego se taparon las puntas con septas de goma y se verificd la ausencia de

burbujas en su interior por medio de una lupa.
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Seguidamente, se llevo a cabo la fotoionizacion para iniciar la polimerizacion
mediante irradiacién en cdmara (modelo CL 1000 UVP, Estados Unidos) equipada con
lampara UV (254 nm) a 0.9 J cm2 durante 15 minutos.

Luego se lavaron las columnas con MeOH durante 60 minutos empleando una
bomba de HPLC (Serie 1100, Agilent Technologies, Estados Unidos), para remover los

restos de los monémeros que quedaron sin reaccionar.
111.3.1.2. Fotoinjerto

Para fotoinjertar las CCMs de poli(GMA-co-EDMA), se utilizaron los siguientes
reactivos:

v" Mono6mero post-funcional

Se empled una solucion 75% p/p de cloruro de [2-(metacriloiloxi)etil]
trimetilamonio (META) (Aldrich, Estados Unidos) en agua. Este reactivo proporciona

la carga necesaria en el polimero para generar el EOF.

(0]
CHj
CH2 /\—+ ‘
o] ——N——=CHj
Cl l
CHjy

CHs

v" Fotoiniciador

Como fotoiniciador para generar los radicales libres en la superficie del

monolito, se utilizdé benzofenona (Aldrich, Estados Unidos):
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La funcionalizacion post-polimerizacion mediante fotoinjerto de las columnas de
poli(GMA-co-EDMA) se realiz6 usando un proceso de dos etapas como se describio en
la Seccion Introductoria [6,7]. Para ello se utilizé una bomba de jeringa (modelo 100
KD Scientific, Estados Unidos) para pasar de manera continua a un flujo de 0.06 mL/h

durante 60 min los siguientes reactivos:

1) Solucion de benzofenona al 5%p/p en MeOH, irradiacion UV a 0,99 Jem™

durante 10 min y lavado con MeOH mediante una bomba de HPLC.

poli(GMA-co-EDMA)

)4mm Benzofenona
radiacion UV

B
]

poli(GMA-co-EDMA)/BZ

2) Solucién de META (1,5%; 7,5% p/p 6 15% p/p) en MeOH, irradiacion UV a

0,99 Jcm durante 10 min. y lavado con MeOH mediante una bomba de HPLC.

poli(GMA-co-EDMA)/BZ

radiacion UV
o VR 2N 2R N R A AN
)

poli(GMA-co-EDMA)/META
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111.3.1.3. Recubrimiento in situ del lecho monolitico con CDMPC

El selector quiral elegido para la preparacion de las CCMQs fue el derivado de
polisacarido (sintetizado, caracterizado y descripto en el Capitulo 1), tris(3,5-
dimetilfenil carbamato) de celulosa (CDMPC) cuya estructura quimica se muestra en la

Figura I11.7.

\c:ﬁ—‘o
J
HZC/
A~
)
\c' /o o] o]
/' S
NH ]
NH

Ha(J’Q
CH,
HsC CH

Figura I11.7: Estructura quimica del derivado CDMPC.

Se prepararon soluciones de distinta concentracién (6, 15, 40 y 60 mg/mL) de
CDMPC-2 (87% de rendimiento en la reaccion de sintesis) empleando acetona grado
HPLC (Macron Chemicals, Estados Unidos) como solvente [8]. Cada solucidn se sonicd
hasta la disolucion total del sélido, empleando el mismo equipamiento y material que
para el fotoinjerto.

Las columnas capilares  monoliticas  poli(GMA-co-EDMA)/META
fotoinjertadas, se lavaron con acetona empleando una bomba de HPLC durante 60
minutos a un caudal de 0,05 mL/min.

Luego, las distintas disoluciones del selector quiral se hicieron circular a través
de las CCMs mediante una bomba de jeringa operada a un caudal de 60 pL/h durante 2
horas a temperatura ambiente. Posteriormente, las CCMs con el selector quiral asi
adsorbido (CCMQs) fueron lavadas durante unos 60 min con la fase mévil a utilizar en

el sistema electrocromatografico.
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111.3.2. Condiciones electrocromatograficas

Para las separaciones electrocromatograficas se emplearon ACN grado HPLC
(J.T. Baker, México) y agua desionizada MilliQ (Millipore). También, &cido acético
glacial (99,7%, Sigma-Aldrich, Alemania), acetato de sodio (Barcelona, Espafia),
fosfato acido de sodio y fosfato diacido de sodio (VWR, Radnor, Boston, Estados
Unidos) para preparar soluciones amortiguadoras.

Las fases moviles utilizadas fueron mezclas de 5mM buffer de pH 3,6 6
5mM buffer de pH 7,0 con distintas proporciones de ACN, siendo previamente
desgasificadas para su uso.

Se empled uracilo (Sigma Aldrich, Estados Unidos) como marcador del EOF.
Todos los analitos racémicos (Figura 111.8) se prepararon con una concentracién de
1000ppm, utilizando como solvente de muestra el mismo solvente de la fase movil.

Se utilizé un instrumento HP3D-CE Agilent, equipado con un detector DAD,
ambos extremos de los capilares fueron presurizados con nitrégeno. Los datos fueron
tomados por medio del software ChemStation (Rev.A.10.01, Agilent).

Luego de colocar cada columna en el equipo, se equilibré con la fase movil a
25 °C aplicando voltajes progresivos en el rango de 5 a 25 kV y presurizando a 10 bar
ambos viales, hasta observar linea base y corriente estables. Esta etapa de equilibrado
tuvo una duracién de 45-60 min, dependiendo de las caracteristicas de flujo de cada

columna.
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Figura 111.8: Estructura quimica de los analitos quirales estudiados: 1) 6xido de trans-
estilbeno (TSO); 2) benzoina; 3) 2-fenil-1-propanol; 4) base de Troger (TB); 5)
mefloquinona; 6) propranolol; 7) fenilalanina; 8) naproxeno y 9) ibuprofeno. El centro

quiral se indica con “*”.
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Dadas las ventajas de las CCMQs mencionadas en la seccion introductoria de este
capitulo, se trabajé con monolitos poliméricos organicos modificados quimicamente
mediante la técnica de fotoinjerto a los que posteriormente se los recubri6 con el selector
quiral CODMPC.

111.4.1. Preparacién de las CCMs

Se prepararon columnas monoliticas basadas en GMA y EDMA
fotopolimerizadas empleando el procedimiento optimizado por Carrasco-Correa y col.
[3]. Para ello, se pesaron los precursores correspondientes, como se indica en la Tabla
I.1.

Tabla I11.1: Composicién de la mezcla polimérica estudiada.

% plp Obtenido % p/p

GMA 20.00 19.28
EDMA 5.00 4.92
ciclohexanol 70.00 69.95
1-dodecanol 5.00 5.05
AIBN 0.25 0.24

Las columnas monoliticas fabricadas bajo estas condiciones mostraron una muy
buena permeabilidad (poros = 1 a 3 um), lo que facilitd6 enormemente las etapas
posteriores para la modificacion de la superficie a través de los grupos epoxidos del GMA
(Figura 111.9).
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Figura 111.9: Fotografia SEM (14000 X) del monolito poli(GMA-co-EDMA).

111.4.1.1. Estudio de las condiciones de fotoinjerto

Para incorporar al monolito sintetizado el mondmero META, necesario para la
generacion del EOF, se utilizé un protocolo de fotoinjerto de dos etapas, donde el
poli(GMA-co-EDMA) se modifico de acuerdo al procedimiento experimental detallado
en la Seccion 111.3.1.2.

Recubrimiento con el selector quiral

En las condiciones iniciales de fotoinjerto, mencionadas anteriormente, se realiz6
el depdsito del selector CDMPC sobre el monolito. Se estudiaron dos variables, el tiempo
de recubrimiento y la concentracion de la solucion CDMPC, con el objetivo de obtener
FEQs estables y reproducibles. Para ello, se prepararon soluciones que contenian
diferentes cantidades de CDMPC disuelto en acetona hasta una concentracion de 60
mg/mL.

Teniendo en cuenta la alta viscosidad de las soluciones de este polisacarido, el
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tiempo de deposito deberia ser lo suficientemente largo para lograr una columna
monolitica recubierta de manera uniforme con cantidad suficiente del selector quiral para
retener y discriminar enantioméricamente los analitos. Por lo tanto, un caudal de
circulacion bajo podria favorecer la adsorcion de selector quiral de manera homogénea.

El tiempo de recubrimiento comenzo a contarse cuando las gotas (recogidas al
final de la columna) que contenian la disolucion del selector quiral dieron un precipitado
color amarillo en la solucién de Lugol. De esta manera, la reaccién positiva del reactivo
Lugol con el polisacarido indico que la solucion de CDMPC pasé al menos un volumen
de columna. Se consideré un tiempo de 60 min (41 volumenes de columna) como el
adecuado para proporcionar una distribucion homogénea sobre la matriz monolitica y
reproducibilidad satisfactoria de columna a columna.

Las concentraciones del selector CDMPC se variaron entre 6 a 60 mg/mL y se
evalud el rendimiento electrocromatografico de las columnas preparadas mediante la
inyeccion de la base de Troger (TB) como analito de prueba. En la Tabla I11.2, se
muestran los factores de retencién, las enantioselectividades y enantioresoluciones
logradas con las diferentes columnas a medida que aumenta el grado de deposito.

Se observa un aumento del factor de retencion, k, en la columna A2 donde la
concentracion del selector quiral, y por lo tanto el depoésito, fueron menores. Sin embargo,
aumentos subsiguientes de CDMPC fueron disminuyendo la retencion inicial lograda, lo
cual podria deberse a que los mesoporos comienzan a ocluirse con el selector quiral
disminuyendo el é&rea superficial. A pesar de ello, la enantioselectividad y
enantioresolucion aumentaron como consecuencia de un mayor depdsito.

Por otra parte, se observé una disminucion de la eficiencia de la columna (N) al
aumentar la concentracion de recubrimiento de CDMPC. Se han informado resultados
similares para monolitos basados en silice recubiertos con este selector quiral u otros
derivados de polisacaridos [6]. Este comportamiento, puede ser atribuido a una
disminucion en la velocidad de transferencia de masa entre la fase movil y la estacionaria,
lo que se manifiesta en un ensanchamiento de los picos [7,8].

Dado que la mejor enantioresolucion se logré6 con 60 mg/mL, se usé esta

concentracion de selector quiral para la preparacion de las siguientes CCMQs.
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Tabla 111.2: Datos electrocromatograficos para la enantioseparacion de la base de Tréger (TB) para las distintas concentraciones de CDMPC,

manteniendo constante la concentracion del mondémero fotoinjertado 1,5%p/p META. Deteccion a 214 nm. Voltaje aplicado 10 kv.

CDMPC

Columna (mg/mL) Ky Ko a Rs N3 Ni(m?)?2 N2  N2(mt)y?
Al 0 2,49 1,00 7686 30744
A2 6 3,96 4,05 1,02 0,20 2654 10616 1776 7104
A3 15 3,71 3,95 1,06 0,47 2094 8376 1086 4344
Ad 40 3,26 3,50 1,07 0,53 1808 7232 1285 5140
A5 60 2,43 2,69 1,11 0,86 1341 5364 1045 4180

* los subindices "1" y "2" designan al primer y segundo pico eluido del par de enantiémeros, respectivamente.

2 nimero de platos por metro.
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Modificacion de la superficie monolitica

En todas las CCMs ensayadas, la inmovilizacion de CDMPC en la matriz
monolitica es favorecida por las fuertes interacciones atractivas mediante enlaces de
hidrégeno, dipolares y/o hidrofébicas entre el selector quiral y la red polimérica [9].

La incorporacion del monomero ionizable (META) necesaria para crear el EOF,
también puede aportar a las interacciones intermoleculares antes mencionadas, por lo que
puede presumirse que el aumento de su concentracion contribuird a mejorar la
enantioselectividad. Por lo tanto, se estudio el efecto de la concentracion de META en la
solucidn utilizada para el fotoinjerto, manteniendo constante el tiempo de irradiacion.

En la Tabla 111.3, se puede observar que al aumentar el contenido de META desde
1,5 hasta 15%p/p, se genera una reduccion en los valores de EOF. Esta disminucion
podria deberse a un depdsito excesivo de CDMPC sobre la superficie monolitica, lo que

reduciria los grupos amonio disponibles.

Tabla 111.3: Valores de EOF y enantioseparacion de TB con columnas con
distintas concentraciones de META fotoinjertado (igual contenido de CDMPC).
Deteccion a 214 nm. Voltaje aplicado 10 kv.

Columna (I:)/I/oi-}_:)‘ (10° clrzng)li/'l s1) N1 N2 a Rs
A5 15 2,19 1341 1045 111 0,9
A6 7,5 2,15 1358 600 1,27 14
A7 15 1,34 1146 800 1,19 1,1

Por otro lado, de Tabla 111.3 se puede observar que a medida que aumenta el
contenido de META, la eficiencia obtenida con el enantidmero menos retenido (N1)
cambia en sentido opuesto al otro enantiomero (N2). Sin embargo, la eficiencia promedio

disminuye al pasar de 1,5 a 15% p/p META, lo que puede atribuirse a la lenta difusion de
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TB dentro del selector quiral. Finamente, la selectividad y en consecuencia, la resolucién
muestran un valor méximo con 7,5%p/p META.

El efecto de la concentracion de META sobre la separacion enantiomérica de TB
se muestra en Figura 111.10. Se puede observar que el aumento en el contenido de META
aumenta la retencion, lo que demuestra que este monoémero ionizable no sélo influye en
el EOF, sino que aporta interacciones intermoleculares con el analito, en este caso
probablemente a través de interacciones dispersivas, dipolares y puentes de H (el analito
estd protonado al pH de la fase movil y podria formar puentes de H con los &tomos de O

presentes en el monolito).

I 2mAU

1,5%

Abs (mUA)

7,5%

tiempo (min)

Figura 111.10: Influencia del contenido de META sobre la enantioseparacion de
TB. Fase movil: 35:65% (v/v) ACN: buffer acetato/acético 5 mM (pH=3,6).
Deteccidn a 214 nm. Voltaje aplicado: 10 kV.
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Es importante aclarar que las columnas fabricadas con 15%p/p de META
depositadas con 40 y 60 mg/mL de CDMPC, presentaron rupturas o fragmentaciones del

lecho monolitico en varias secciones dentro del capilar (Figura I11.11).

a)

b)

Figura 111.11: Fotografias obtenidas mediante una lupa con aumento de 3X, de
las columnas monoliticas fotoinjertadas con 15% p/p META, a) 40 mg/mL; b)
60 mg/mL de CDMPC.

Este inconveniente podria deberse a la alta presion generada por el pasaje a través
de las CCMs de las soluciones de mayor concentracion y por lo tanto de mayor viscosidad
de CDMPC. Con estas concentraciones de selector quiral, en sélo 2 columnas de un total
de 10 se pudo realizar el depdsito de manera adecuada. Estas también podrian ser causales
de la baja performance obtenida de las columnas monoliticas con un 15% p/p META.

En vista de todos estos resultados, se seleccionaron monolitos fotoinjertados con

7,5% p/p de META para los siguientes experimentos.
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111.4.2. Optimizacién de la enantioresolucién de compuestos quirales
111.4.2.1. Efecto del modificador organico

Dado que el contenido del modificador organico en la fase movil influye en la
enantioseparacion, se estudio el impacto de ACN en la retencion, eficiencia y resolucién
de las columnas monoliticas fotoinjertadas con 7,5% p/p de META y posteriormente
recubiertas con 60 mg/mL CDMPC.

En la Figura 111.14 se muestra el efecto del contenido de ACN en la discriminacion
quiral de la TB. Los resultados mostraron que el factor de retencién y la resolucién
disminuyeron al aumentar de un 30 a un 40% v/v de ACN en la FM, lo que sugiere un
mecanismo equivalente al de RP-HPLC, donde las interacciones hidrofobicas entre el
selector quiral y el analito son las predominantes [9,10,11].

Como se puede observar en la Figura 111.12, el mejor compromiso entre la

enantioseparacion, resolucion y el tiempo de analisis se logré con un 35% v/v de ACN en
la fase movil.

EOF
| 2mua

o)
3 40% ACN M\
= N

(N
z 'I 35 %acN

WD” ACN
—— '\-——/L_,/
10 20 30 40 50 60 70 80

tiempo (min)

Figura 111.12: Efecto del contenido de ACN sobre la enantioresolucion de TB.
Fase movil: ACN: buffer acetato/acético 5 mM (pH=3,6). Deteccion a 214 nm.
Voltaje aplicado: 10 kV.
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111.4.2.2. Evaluacion de la performance de la CCMQ

Se evalud la capacidad de enantioreconocimiento de las columnas capilares
monoliticas quirales fabricadas con las condiciones optimizadas (7,5%p/p META y 60
mg/mL del selector quiral). Para ello, se inyectaron varios analitos quirales de distinta
naturaleza quimica (&cidos, basicos y neutros) empleando fases moviles con diferentes
valores de pH, segun las caracteristicas acido-base de los analitos (Figura I11.13).

Los datos electrocromatogréficos obtenidos se muestran en la Tabla 111.4 para
todos los analitos quirales estudiados. Se puede observar que todos los racematos lograron
resolverse, con valores de enantioresolucion que variaron entre 0,5 y 4,2. De los 9
racematos inyectados, 3 se resolvieron a la linea de base con Rs > 1,5 y el ibuprofeno se

resolvio casi completamente (Rs = 1,2).
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Tabla I11.4: Factores de retencion (k), selectividad («), resolucién (Rs) y eficiencia (N) para los analitos quirales estudiados.
CCMQ A7 (7,5%p/p META, 60mg/ml CDMPC). Deteccion a 214 nm. Voltaje aplicado 10 kv.

Analitos quirales ki* ko* a Rs N1 Nz (m1)? N2 N2 (m71)a

oOxido de trans-stilbeno 5,38 7,58 1,41 2,44 5875 23500 1600 6400
benzoina 3,18 3,33 1,04 0,56 5050 20200 4000 16000
2-fenil-1-propanol 5,67 10,57 1,87 4,22 1675 6700 1725 6900
base de Troger 3,54 4,26 1,20 1,75 2775 11100 2225 8900
mefloquinona 4,74 4,98 1,05 0,33 775 3100 625 2500
propranolol 7,28 7,58 1,04 0,41 5175 20700 925 3700
ibuprofeno 0,41 0,93 2,20 1,23 400 1600 400 1600
naproxeno 1,91 2,07 1,08 0,64 2900 11600 2800 11200

fenilalanina 4,62 4,72 1,02 0,67 15750 63000 27575 110300

* Los subindices "1™ y "2" designan al primer y segundo pico eluido del par de enantiomeros, respectivamente.

2 nimero de platos por metro.
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Figura 111.13: Cromatogramas de los racematos estudiados en sus condiciones
Optimas de enantioseparacion. FM-1: 35:65 (v/v) ACN: buffer fosfato 5mM
(pH=7,0) a) TSO, b) BZ, ¢) TB, d) naproxeno; FM-2: 35:65 (v/v) ACN: buffer

acetato/acético 5mM (pH=3,6) e) 2-fenil-1-propanol, f) fenilalanina. Deteccién a

214 nm. Voltaje aplicado 10 kv.
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Se realizd una comparacion en términos de la capacidad de reconocimiento quiral
de las CCMQs preparadas con datos de la literatura donde se han empleado columnas
basadas en CDMPC. Hey col. [13] emplearon CCMs de silice sobre las que inmovilizaron
CDMPC a través de una policondensacion intermolecular o copolimerizacion radical. Se
estudiaron en comun con Ref. 13 los siguientes analitos: TB, Bz, propranolol y TSO. Los
dos primeros analitos mostraron valores de Rs semejantes, en cambio para propranolol y
TSO se alcanzaron valores de Rs de 0,41 y 2,44, respectivamente, mientras que en dicho
trabajo no lograron la enantioresolucion.

Por otra parte, Ou y col. inmovilizaron CDMPC sobre un monolito hibrido de
silice [11], obteniendo mediante CEC s6lo la enantioresolucion de benzoina de 9 analitos
ensayados.

Asimismo, Dong y col. prepararon monolitos basados en poliacrilamida con
CDMPC [9] inmovilizado, obteniendo valores comparables, o incluso mejores que los
encontrados en el presente trabajo para los analitos TB y Bz.

En cualquier caso, debemos remarcar que, si bien las CCMQs desarrolladas
permitieron una separacion incipiente de compuestos basicos tales como propranolol y
mefloquina, también permitieron resolver parcialmente compuestos muy dificiles de
enantioseparar en condiciones de fase inversa, tales como fenilalanina, ibuprofeno,
naproxeno y 2-fenil-1-propanol, lo que demuestra la alta capacidad de
enantioreconocimiento de las fases estacionarias monoliticas de metacrilato recubiertas

del derivado quiral de celulosa que se han preparado.

111.4.2.3. Estudios de robustez de las CCMQs

Finalmente, se estudio la repetibilidad (intra dia) y reproducibilidad determinadas
a partir de los tiempos de retencion para el analito TB inyectado en las columnas
fotoinjertadas con META 'y con recubrimiento posterior con CDMPC. La repetibilidad
entre corridas (run-to-run) se evalué a partir de series de tres inyecciones del analito TB,
utilizando las condiciones de fase movil indicadas anteriormente. La Figura 111.14
muestra una buena repetibilidad entre inyecciones, con una desviacion estandar relativa

(RSD) de 0,4% en los tiempos de retencién y un 3,3% en la enantioresolucion.
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Figura I11.14: Repetibilidad entre inyecciones para la enantioseparacion de TB.
Columna A6 (7,5 %p/p META; 60 mg/mL CDMPC).

La reproducibilidad del proceso de preparacion de la columna (reproducibilidad
entre columnas) fue determinada empleando otra columna fabricadas con el mismo
proceso indicado anteriormente. Los RSD% del tiempo de retencién y la resolucion,
fueron inferiores al 1,9% y al 10,6%, respectivamente, lo que demostr6 una
reproducibilidad satisfactoria para la preparacién de las columnas.

Por otra parte, la estabilidad de las CCMQs preparadas fue estudiada a través del
factor de retencion determinado durante por lo menos 100 inyecciones en iguales
condiciones experimentales. Se observo una disminucion minima (menor al 2%) en el
factor de retencién lo cual permite concluir que las columnas preparadas tienen una

estabilidad muy aceptable.

155



Capitulo I1I-Resultados y discusién

111.4.3. Referencias

10.

11.

12.

13.

Lammerhofer M, Svec F, Fréchet JIMJ; Anal Chem (2000) 72, 4623.

Peters E.C., Viklund C., Irgum, K., Svec, F., Fréchet J.M.J., Chem.Mater., (1996)
8, 744.

Carrasco-Correa, E.J., Ramis-Ramos, G.,Herrero-Martinez, J M. J. Chromatogr.A
(2013) 1298, 61-67.

Connolly, D., Paull, B., J. Sep. Sci. (2009), 32, 2653—-2658.

Vonk, R. J., Wouters, S., Barcaru, A., Vivo-Truyols, G., Eeltink, S., de Koning,
L. J., Schoenmakers, P. J., Anal. Bioanal. Chem. (2015), 3817-3829.

Chankvetadze, B., Kubota, T., Ikai, T., Yamamoto, C., Tanaka, N., Nakanishi, K.,
Okamoto, Y., J. Sep. Sci. (2006), 29, 1988-1995.

Lv, C., Liu, Y., Mangelings, D., Vander Heyden, Y., Electrophoresis (2011), 32,
2708-2717.

Fanali, S., D’Orazio, G., Lomsadze, K., Chankvetadze, B., J. Chromatogr. B Anal.
Technol. Biomed. Life Sci. (2008), 875, 296-303.

Dong, X., Wu, R., Dong, J., Wu, M., Zhu, Y., Zou, H., Electrophoresis (2008),
29, 919-927.

Qin, F., Liu, Y., Chen, X., Kong, L., Zou, H. Electrophoresis (2005), 26, 3921-
3929.

Ou, J., Lin, H., Tang, S., Zhang, Z., Dong, J., Zou, H., J. Chromatogr. A (2012),
1269, 372-378.

Qin, F., Xie, C., Feng, S., Ou, J., Kong, L., Ye, M., Zou, H., Electrophoresis
(2006), 27, 1050-1059.

He, C., Hendrickx, A., Mangelings, D., Smeyers-Verbeke, J., Heyden, Y.V.
Electrophoresis (2009), 30, 3796-3803.

156



II1.5. Conclusiones parciales




Caﬁitulo IIT- Conclusiones ﬁarciales

En este Capitulo se mostrd la metodologia de preparacion de columnas capilares
monoliticas quirales para CEC, asi como su capacidad de enantioreconocimiento. A

partir de los resultados obtenidos, se pueden obtener las siguientes conclusiones:

v Se lograron fabricar nuevas columnas de poli(GMA-co-EDMA) y fotoinjertar

con concentraciones optimizadas del mondémero ionizable META.

v' Se logré adsorber el selector quiral derivado de celulosa, CDMPC, sobre la
superficie de los monolitos, asi como determinar la concentracion Optima a

depositar (60mg/mL).

v Se lograron enantioresolver (total o parcialmente) varios analitos de diferente
naturaleza quimica, luego de optimizar las condiciones de separacion (35%v/v de
ACN en la fase movil, a diferentes pHs segun la naturaleza &cida, basica o neutra

de los analitos).
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Conclusiones generales
L]

En el presente trabajo de Tesis se desarroll0 una metodologia de
preparacion de columnas capilares monoliticas quirales para ser empleada en
HPLC a escala miniaturizada y en CEC.

A partir de los resultados obtenidos, se pueden sefialar las siguientes

conclusiones:

< Se lograron obtener por primera vez columnas capilares monoliticas de
poli(HEMA-co-EDMA) con adecuada morfologia estructural para su uso en
HPLC a escala miniaturizada. Se recubrieron con tris(3,5-dimetilfenil)
carbamato de celulosa, sintetizado y caracterizado en nuestro laboratorio, como

selector quiral.

% Se logr6 enantioseparar varios analitos quirales de interés bioldgico en cortos
tiempos de andlisis. Las columnas capilares preparadas mostraron buena

performance cromatografica.

% La columna capilar monolitica de poli(HEMA-co-EDMA) mostré6 buena

performance cromatografica ain para la separacién de moléculas pequefias.

% Se fabricaron por primera vez columnas de poli(GMA-co-EDMA) fotoinjertadas
con un mondmero ionizable y posterior adsorcion del selector quiral derivado de

celulosa para ser utilizadas en CEC.

% Se lograron enantioresolver (total o parcialmente) varios analitos de diferente

naturaleza quimica.
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