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RESUMEN [

RESUMEN

El presente trabajo de investigacion hace parte de un proyecto mayor que busca
contribuir a la solucion del problema analitico asociado con la alta adsorcion de
solutos basicos como proteinas sobre las paredes internas de los tubos de silica
utilizados actualmente en CE, asi como la insatisfactoria estabilidad hidrolitica de
los recubrimientos orgénicos anclados sobre dichas superficies. En este trabajo
se desarrolla una variedad de peliculas poliméricas hidrofilicas con el propésito de
minimizar las fuertes interacciones entre proteinas y la superficie de la silica.
Dichas peliculas se anclan sobre tres tipos de sustratos de silica: particulada,
placas y tubos capilares. Se utilizo silica particulada para estudios de IR y NMR,
para estudios de superficie se emplearon placas de silica, y para estudios CE se

emplearon tubos capilares.

El anclaje de las peliculas poliméricas se llevo a cabo mediante la metodologia de
polimerizacion radicalaria de transferencia atémica, ATRP (por sus siglas en
Inglés). Esta metodologia requiere la inmovilizacion previa de un iniciador sobre la
superficie de silica, lo cual se hace mediante un procedimiento que involucra dos
pasos. Primero se fijan moléculas de propanol sobre la superficie, y luego se
esterifican estas con bromuro de 2-bromo-2-metilpropanoilo. Posteriormente,
cuatro mondémeros derivados del acido acrilico (HEMA, HEA, AAE y AAP) se

polimerizan sobre el iniciador.

Las peliculas poliméricas preparadas permitieron la separacion exitosa de varias
mezclas de proteinas, alcanzandose eficiencias proximas al millon de platos
tedricos por metro y excelente reproducibilidad de los tiempos de migracién. Los
recubrimientos que exhibieron las mejores separaciones de biomoléculas fueron

poliHEMA sin entrecruzamiento y AAP entrecruzado con bisacrilamida.



INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Electroforesis capilar es una técnica analitica que emplea un campo eléctrico para
la separacion de analitos dentro de tubos muy angostos. Esta técnica en la
actualidad es una de las herramientas mas versatiles y de mas rapido desarrollo
en las ciencias de separacion. No obstante, todavia presenta inconvenientes en la
estabilidad de los recubrimientos depositados sobre las paredes internas de los
capilares de silica cuando se exponen a pHs extremos. Aungque un buen nimero
de investigadores ha desarrollado una variedad de métodos en la busqueda de
mejores recubrimientos, el problema de la estabilidad hidrolitica de estos es un
tema de intensa investigacion. El proyecto “madre” del presente trabajo se basa
en un esquema que sustenta la estabilidad de la fase enlazada en la formacion de
enlaces Si—C y en el anclaje controlado de peliculas poliméricas hidrofilicas. Asi,
la finalidad del proyecto madre es la obtencién de una fase estacionaria hidrofilica
muy resistente a la hidrdlisis que sea inerte a las interacciones con biomoléculas,

especialmente proteinas.

El trabajo que se desarrolla en esta investigacion logra la obtencién de diferentes
peliculas poliméricas derivadas de ésteres y amidas del 4cido acrilico. Ademas se
incorporan entrecruzantes apropiados a cada recubrimiento polimérico, con el fin
mejorar el caracter inerte de la pelicula hidrofilica. Al final se obtienen varios
capilares recubiertos, que son empleados para el analisis de diferentes mezclas

de proteinas a pH ligeramente &cido.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Contribuir a la solucion del problema analitico asociado con la alta adsorcion de
solutos basicos como proteinas sobre las paredes internas de los tubos de silica
utilizados actualmente en CE, asi como con la insatisfactoria estabilidad hidrolitica
de los recubrimientos organicos anclados sobre dichas superficies.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desarrollar diferentes peliculas poliméricas hidrofilicas ancladas, via ATRP, a la
superficie interna de capilares y placas.

Caracterizar los nuevos recubrimientos, confirmando la presencia de grupos
funcionales mediante técnicas espectrales (DRIFT y NMR *3C CP-MAS), y
evaluando caracteristicas de superficie mediante técnicas microscopicas (AFM,

SEM, elipsometria y perfilometria) y de angulo de contacto.

Evaluar, mediante CE, la susceptibilidad de adsorcién de los diferentes

recubrimientos poliméricos en capilares con respecto a una variedad de proteinas.
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3. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

3.1. HPCE COMO HERRAMIENTA ANALITICA

Técnicas analiticas como la cromatografia de gases y la cromatografia liquida de
alto desempeio (HPLC, high performance liquid chromatography) han permitido la
identificacion, separacion y cuantificacion exitosa de millones de compuestos.
Una técnica relativamente nueva, la electroforesis capilar de alto desempefo (CE
o HPCE, high performance capillary electrophoresis), es actualmente una
herramienta analitica de rapido desarrollo en las ciencias de separacion. Su
vertiginoso ascenso en popularidad es un resultado directo de los enormes
beneficios que HPCE ofrece, como su rapidez y alta eficiencia, que permiten la
separacion de una amplia variedad de compuestos. Esto la ha convertido en una
herramienta de gran interés especialmente en el campo de la bioquimica por sus
numerosas aplicaciones en el andlisis de aminoécidos, péptidos, proteinas,
fragmentos de restriccion del DNA, carbohidratos, vitaminas, acidos organicos,
polimeros, farmacos, tintes e, inclusive, particulas de virus y células enteras.™™
La rapidez, sensibilidad, versatilidad y bajos costos de andlisis, hacen de HPCE

una técnica muy atractiva para muchos cientificos.

Se denomina “electroforesis” a la migracién diferencial de particulas en un campo
eléctrico. En un analisis tipico por HPCE, un extremo del capilar (ver Figura 1) se
sumerge en un reservorio que contiene solucién buffer. El otro extremo del capilar
se sumerge en la muestra de interés y, mediante una diferencia de presion o de
voltaje, se inyecta un pequefio volumen de muestra (normalmente 1-500 nL). Este
extremo del capilar se sumerge posteriormente en otro reservorio que contiene la
misma solucion buffer y posteriormente se aplica un potencial (tipicamente, 10-30
kV) a través de electrodos de platino. La separacion ocurre como resultado de las
diferencias de movilidad electroforética de los analitos. El flujo electroosmotico,

generado por el campo eléctrico, mueve la solucién entera del anodo hacia el
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catodo, permitiendo la deteccion de todos los solutos sin importar la carga, a
medida que pasan por la ventana Optica del capilar. Un sistema de adquisicion de
datos en linea permite obtener el electroferograma del analisis realizado. La
separacion mediante electroforesis esta basada en las diferencias de la velocidad

de los solutos en un campo eléctrico, la cual se puede expresar como

Vep = HepE (1

Vep velocidad del ion
Hep movilidad electroforética

E campo eléctrico aplicado

CAPILAR
DETECTOR MMJL
. s :
<
M PROCESADOR
e & o © © —
CQB . W : d o © g
- e g O o ; Oq

ol

(TL=As)

v 3
\JUuu\J"““lu‘
L=
}gu\’

BUFFER =
ANALITO

f ; FUENTE DE

PODER

Figura 1. Esquema de un sistema simple para electroforesis capilar.
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La movilidad electroforética de un ion determinado (en un medio dado) es una
caracteristica de dicho ion, siendo positiva para cationes y negativa para aniones,
las especies neutras no poseen movilidad electroforética. La movilidad
electroforética depende de la composicion de la solucion buffer, del potencial
aplicado, del tipo carga y tamafo del ion. Durante una separacion bajo
condiciones constantes de flujo, los iones en movimiento experimentan fuerzas de
friccion con el medio (solucién), de tal manera que los mas pequefios y altamente
cargados poseen altas movilidades, mientras los mas grandes y menos cargados

poseen bajas movilidades.”

En CE, electro6smosis es el fendmeno de transporte del electrolito a través del
tubo capilar, cuando entre los extremos de este se aplica un potencial eléctrico.
Dicho flujo es consecuencia directa del potencial “zeta” originado por la
distribucion de cargas eléctricas en la interfase pared/solucién (la “doble capa”
descrita por las teorias de Gouy-Chapman y Stern®) en el interior del capilar de
silica. La velocidad electroosmética (electroosmotic velocity, ve,) Se expresa

mediante una ecuacioén similar a la ecuacion |

Veo = HeoE (1
donde
Heo  movilidad electroosmotica

E campo eléctrico

La movilidad electroosmaética (electroosmotic mobility, EOM) se determina
tradicionalmente midiendo el tiempo que toma un marcador neutro en viajar la
distancia inyeccion-deteccion, bajo la aplicacion de un campo eléctrico. Este
método, a pesar de su simplicidad, tiene la desventaja que, en flujos
electroosmaéticos bajos, las mediciones de EOM son muy lentas. En 1996
Sandoval y Chen desarrollaron un método para medir de forma rapida la EOM en

tubos capilares.® En el mismo afio y de manera independiente Williams y Vigh
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desarrollaron un método similar.” Este Gltimo método se diferencia por la
incorporacion de tres inyecciones de marcador en lugar de dos como lo hicieron
Sandoval y Chen. Los dos métodos, en relacion con el tradicional, acortan el
tiempo de medida y alarga la vida util de la solucién buffer, permitiendo multiples
medidas de la EOM sin cambio significativo del pH, que resulta de una lenta pero
prolongada electrolisis de la solucion. En este trabajo se adopta el método de
William y Vigh con tres marcadores, porque resulta particularmente conveniente
para flujos electroosmadticos positivos 0 negativos pequefios, sin tener

conocimiento previo de su signo.

3.2. FASES ENLAZADAS PARA HPLC Y HPCE

Las silicas quimicamente modificadas han sido ampliamente usadas como soporte
de separacién en cromatografia. En CE la modificacién quimica de la superficie
de los tubos capilares se realiza principalmente con el fin de eliminar las
interacciones entre la pared interna del capilar y los constituyentes de la muestra
de separacién, en especial, proteinas. Con este propdsito, se han realizado
numerosos estudios enlazando grupos organicos al sustrato de silica.®*° La idea
es crear una barrera fisica entre la pared del capilar y la proteina. Dicha barrera
debe ser completamente resistente al medio y a las condiciones de separacién de
los analitos y no debe interaccionar con éstos. Sin embargo, estos requerimientos

no se han cumplido completamente en la realidad.

Para efectos de aplicacion en analisis de proteinas por CE, los recubrimientos en
la pared interna de los capilares deben ser de caracter hidrofilico. Aunque se han
desarrollado muchos de estos recubrimientos, ellos presentan baja estabilidad
hidrolitica a pHs relativamente moderados. Esta limitacion es responsable de
picos con largas colas y recuperacion incompleta de solutos debido a las

interacciones de estos con los grupos silanol, SiOH, remanentes (interacciones
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“silanofilicas”)." *2

La mayoria de las fases enlazadas comerciales para
cromatografia de gases, cromatografia liquida y electroforesis capilar se producen
mediante la reaccion entre los grupos SIOH de la superficie de la silica y un
agente organosilano del tipo R4.,SiX, (donde R es un grupo organico, X es un
grupo facilmente hidrolizable, usualmente cloruro, y n puede tomar valores entre 1

y 3) 13, 14
IsioH + R4.SiX, —> [SIOSiXpaRan + HX (1)

Esta metodologia, aunque versatil y relativamente simple de implementar, padece
de muchas deficiencias como la remocion incompleta de los grupos silanol, asi
como una alta susceptibilidad de ruptura del enlace Si-O-Si a pHs relativamente
moderados. Este problema de baja estabilidad hidrolitica de las fases enlazadas
ha recibido mucha atencion en los ultimos afios, tanto para cromatografia liquida

como electroforesis capilar.

El proyecto madre del presente trabajo sigue un esquema sintético completamente
distinto, que basa la estabilidad de la fase enlazada en la formacién del enlace
Si—-C. Este enlace Si-C se reconoce desde hace tiempo como el mas fuerte de las
cadenas Si-O-Si-C presentes en las fases convencionales. Al final de la década
de los 80s, Sandoval et al. desarrollaron una metodologia para la formacion de un
enlace Si-C sobre sustratos de silica, utilizando como reaccion primaria la adiciéon
catalitica de hidruro de silicio a una olefina terminal (ver reaccion 2), reaccion

conocida como “hidrosililacion”.*®

catalizador

(2)

0 tolueno 0
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Claramente, el grupo SiH se enlaza previamente a la superficie de la silica. La
metodologia que se sigue en la formacion de este hidruro intermediario fue
estudiada y reportada como parte del proyecto madre.*® La hidruracién se hace
mediante la reaccion de los grupos silanoles de la superficie con una solucién de
trietoxisilano (TES) en tetrahidrofurano (THF) que contiene pequefias cantidades
de agua y HCI, y que ha sido posteriormente redisuelta en una cantidad

relativamente grande de ciclohexano.

2,
@) EtO @) @)
O—"Si—OH HCI/H,0 O—Si—O0—Si—H
— I_ - . — I_ — —
)% + EtO /SIH - | (3)
o) Etg ciclohexano o) 50

La gran versatilidad del proceso de hidrosililacion (reaccion 2), se evidencia en la
exitosa preparacion de una variedad de fases, incluyendo 2-(metacriloxi)etil
succinato,’’ fulereno C60,"® colesteril,’® entre otros. El interés en esta
investigacion ha sido, y sigue siendo, utilizar la reaccion de hidrosililacion para
inmovilizar una pelicula polimérica a la pared interna de capilares de silica. En el
pasado, la reaccion de hidrosililacion ha permitido el anclaje de grupos y-

metacriloxipropil a la superficie de silica, como se ilustra en la reaccion

O catalizador

o)
oPsi—H L N —
J tolueno
o
° ° (4)
0—Sin _~_"°
O/

o]
El grupo metacriloil se copolimeriza con mondémeros derivados de acrilamida
generando superficies recubiertas con un polimero hidrofilico, util para la

separacién CE de biomoléculas.’® Esta metodologia de polimerizacién se realiza
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en presencia de peroxidisulfato de amonio como iniciador de radicales y
tetrametiletilendiamina como catalizador. Como resultado, es un proceso no
controlado que produce polimero tanto en el seno de la solucion como en la
superficie que sostiene los grupos metacriloil. Puesto que la reaccion de
polimerizacion no se confina en la superficie, se termina taponando
irreversiblemente la mayoria (> 50%) de los capilares sometidos a modificacion.”
De alli la necesidad de implementar un proceso alterno que permita el crecimiento
de peliculas poliméricas controladas y libres de taponamiento. El uso de métodos
tradicionales de polimerizacion con radicales libres no produce el control de la
estructura polimérica exigido por muchas aplicaciones modernas.  Dichos
requerimientos incluyen control de tamafio, baja polidispersidad (distribucién
estrecha de peso molecular), pocas ramificaciones, etc. Para obtener dichos
polimeros con estructura y tamafo controlados se han desarrollado procesos
basados en reacciones tales como ATRP (atom transfer radical polymerization),
RAFT (reversible addition-fragmentation chain transfer), y SFRP (stable free-
redical polymerization), etc. Estas metodologias no solo confinan la polimerizacion
a la superficie, sino que la reaccion ocurre de manera controlada, resultando una
pelicula de un espesor dado. Con este propésito se anclan primero grupos
iniciadores de polimerizacién tales como el cloro bencilo® y 2-bromo-2-metil-
propionilo (2-bromo-2-methylpropionate, BMP),* que permiten la polimerizacién

de una amplia variedad de monémeros incluyendo vinilos.?®

El anclaje covalente de polimeros hidrofilicos a la superficie es una estrategia
importante para minimizar las interacciones de proteinas con la pared de silica
dentro del tubo capilar.** La idea es crear una barrera fisica biocompatible entre
las proteinas y los silanoles. El anclaje de peliculas poliméricas sobre superficies
se ha llevado a cabo de dos maneras conocidas como “grafting-to” y “grafting-
from”. El método grafting-to consiste en anclar un polimero preformado, cuya
solucion se pone en contacto con la superficie. La reaccion de anclaje se da entre

grupos activos en la superficie y en el polimero. Polimeros solubles en agua como
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poli(vinil alcohol) y poli(etilenglicol) han sido usados con esta metodologia.”**® A

pesar de su simplicidad experimental, la metodologia grafting-to esta limitada por
un fuerte impedimento estérico que se hace mayor con el tamafio del polimero. El
método grafting-from se basa en la polimerizacion in-situ desde la superficie
previamente modificada con iniciadores. Entre los distintos procedimientos para
grafting-from se destaca la polimerizacion radicalaria de transferencia atémica,
ATRP, por su buen control sobre el peso molecular del polimero y su gran
versatilidad en funcion de mondmeros e iniciadores que pueden emplearse. Otro
aspecto a resaltar tiene que ver con la “suavidad” de las condiciones de reaccion,
pues en la mayoria de casos la polimerizacion se lleva a cabo a temperatura
ambiente en solventes semiacuosos.”’

2829 y por Kato® de

ATRP fue desarrollada en 1995 por Wang y Matyjaszewski
manera independiente y tiene un gran potencial para el desarrollo de nuevos
materiales debido a su habilidad de controlar el peso molecular, la distribucién de
este (polidispersidad) y la arquitectura de los polimeros formados. El control de la
reaccion se basa en la disminucion de la concentracién de especies radicalarias
activas evitando reacciones de terminacion en el proceso de polimerizacion (ver
Figura 2). De acuerdo al mecanismo general para ATRP, se establece un
equilibrio dinAmico entre el haluro de alquilo (0o cadenas de polimero con
halégenos terminales, RX) y el correspondiente radical R-, mediado por la
transicion ligando-metal (Mt"Y/ligando — Mt"'Y/ligando).** La tendencia de la
reaccion es hacia la izquierda (especies inactivas), lo que permite mantener
concentraciones bajas de las especies radicalarias y las especies desactivadoras
(complejo Mt"*!Y/ligando). Esto se conoce como el “efecto persistente del

radical”.*?

Se ha desarrollado una variedad de catalizadores a partir de complejos metalicos
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kt 97 R-R
Ka
R-X + Mt”Y/Ligando — Re + Mt””Y/Ligando
Kd
Especies desactivadas @ Especies activas

M

Figura 2. Esquema general para ATRP, donde Ka, Kd, Kp y Kt son las constantes de
activacion, desactivacion, polimerizacion y terminacién respectivamente, y M es el
mondmero.

de cobre, hierro, cobalto, rutenio y niquel (usualmente como sales de iodo, bromo
y cloro), con ligandos a base de nitrégeno o fésforo.*** La funcién del ligando es
solubilizar el ion metélico, muy comUnmente cobre, y mantener el estado de

oxidacion del metal.*

Wirth et al. fueron los primeros en reportar peliculas poliméricas para CE ancladas
covalentemente via ATRP.* Posteriormente muchas otras metodologias se han
desarrollado con variedades de iniciadores y monémeros.*”*° Acrilamida
(acrylamide, AA) ha sido el monémero mas usado en recubrimientos para CE, a
pesar de su limitada estabilidad a pH moderamente alcalino.** Derivados N-
sustituidos de acrilamida como el N-acriloilaminoetoxietanol, se han empleado en
recubrimientos para CE con excepcional resistencia a la hidrélisis, proveyendo
larga vida (til para los recubrimientos a pH alcalino.”” Derivados N-sustituidos
como N-acriloilaminoetanol (N-acryloylaminoethanol, AAE) y N-acriloilamino-
propanol (N-acryloylaminopropanol, AAP), podrian proveer recubrimientos
poliméricos mas estables e hidrofilicos que AA.*® *° El caracter hidrofilico de un
recubrimiento polimérico para CE es de vital importancia para la eficiencia de
separacién de proteinas, puesto que elimina o, al menos, minimiza la competencia
entre la proteina y el agua por los sitios activos de adsorcion sobre la superficie

polimérica. El concepto de eliminar la adsorcion (fouling) de materiales,
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incluyendo proteinas, es el objeto de estudio en muchas areas de investigacion,
en especial en la biomédica, donde el desarrollo de superficies poliméricas
hidrofilicas non-fouling es de vital importancia.*® El caracter hidrofilico y estable de
los polimeros de AAE y AAP son las razones por las cuales se emplean en este
trabajo. Ademas, estos mondmeros tienen la ventaja sobre acriloilaminoetoxi-
etanol que no polimerizan espontaneamente como lo hace este Ultimo, adn en

presencia de inhibidor.**

Otros mondémeros, también derivado del acido acrilico, son los ésteres metacrilato
de 2-hidroxietilo (2-hydroxyethyl methacrylate, HEMA), y acrilato de 2-hidroxietilo

43, 45, 46

(2-hydroxyethyl acrylate, HEA). Junto con los monémeros AAE y AAP
(estos son amidas del acido acrilico), HEMA y HEA fueron seleccionados en este
trabajo para obtener peliculas poliméricas hidrofilicas non-fouling sobre capilares
modificados con el iniciador BMP. Los procesos correspondientes se resumen
mediante las reacciones 5 y 6 de abajo. En la reaccion 5, m = 2 o 3 para las
amidas AAE o AAP, respectivamente. En la reaccién 6, R = H o CH3 para los
ésteres HEMA y HEA, respectivamente. Debido su caracter hidrofilico alto, se

espera de todos ellos un comportamiento non-fouling de sus polimeros.
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3.3. ESQUEMA SINTETICO DEL PRESENTE TRABAJO

En el presente proyecto se obtiene una variedad de peliculas poliméricas
hidrofilicas confinadas a la superficie de silica, mediante el esquema sintético que
se resume en la Figura 3. Este trabajo considera tres importantes aspectos en la
obtencion de recubrimientos poliméricos para CE. (1) Un anclaje estable del
iniciador, mediante el enlace Si-C, que se desarrolla via hidrosililacion sobre la
superficie de silica hidrurada. (2) Peliculas poliméricas estables e hidrofilicas con
caracteristicas non-fouling. (3) Un método de polimerizacion —ATRP- con facil
control del espesor de las peliculas poliméricas. Desafortunadamente, el iniciador
anclado sobre la superficie involucré dos etapas de sintesis y no una, como
inicialmente se planted. Esto se debid a rendimientos insatisfactorios del iniciador
anclado en un solo paso. Por razones de espacio, este documento no detalla
ningun aspecto de este procedimiento. También es importante mencionar que
unicamente el aspecto de la estabilidad hidrolitica no se evalia en el presente

trabajo.
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Qoop O o0 §

Superficie Superficie Superficie modificada Superficie

hidrurada modificada con  con grupos modificada con
grupos iniciadores de polimero
propanol polimerizacion hidrofilico

Figura 3. Esquema de modificacion de sustrato de silica para obtener recubrimientos
hidrofilicos covalentemente anclados.

Con el fin de minimizar las interacciones de analitos con silanoles que se
regeneran al exponer hidruros remanentes a soluciones acuosas, las peliculas
poliméricas se entrecruzan mediante la simple adicion del agente entrecruzante a
la solucion polimerizante.*”*° De esta manera se refuerza la barrera fisica sobre
silanoles disociados, responsables de interacciones electrostaticas con proteinas
(ver Figura 4). Noétese que cada mondomero tiene su entrecruzante
estructuralmente relacionado (vide infra, Figura 16). En este trabajo se entrecruza
HEMA con EGDM (ethylene glycol dimethacrylate), HEA con EGDA (ethylene
glycol diacrylate), AAE y AAP con Bis (N,N"-methylenebisacrylamide).

C

proteina

. =0z =3 =

- < ~ — < —_—
C s S S S Ons S =
e w =S &= 4 =
= = S _ & aSse
B 8o a0 .0 8,808 8,2 ,0

Figura 4. Esquema de polimerizacion via ATRP sin y con entrecruzamiento.
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PARTE EXPERIMENTAL

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. EQUIPOS

Todos los experimentos se llevan a cabo en dos instrumentos de electroforesis
capilar, el primer equipo es un Agilent modelo 1600-3D CE System (U.S.)
equipado con automuestreador de carrusel para 48 viales, sistema de vacio para
lavados en doble direccién con 1 a 50 mbar o alta presion de 2 a 12 bar, sistema
de inyeccion por presion (0 a 50 mbar) o electrocinésica (0 a 30 KV), y un sistema
de deteccion ultravioleta/visible con arreglo de diodos (190-600 nm). La
adquisicibn de datos se realiza mediante una interface 82357B USB/GPIB
conectada a un PC con software de control y analisis HP Chemstation Rev. B.
03.0x. El segundo equipo es un Agilent modelo 7100-3D CE System (U.S.) con
equipamiento similar al anterior, excepto que el sistema controlado de presion
puede ir hasta 100 mbar. La adquisicion de datos se realiza mediante una
interface HP82341 USB/GPIB conectada a un PC con software de control y
analisis HP Chemstation Rev. B-04-03-54. Para el tratamiento térmico durante la
modificacion de los capilares se utiliza el horno de un cromatégrafo de gases
Hewlett-Packard modelo 5890, al cual se le han extraido los sistemas de inyeccion
y deteccion. Para la medicion de angulos de contacto sobre placas se emplea un
gonibmetro hecho en casa. Este se construye con la plataforma de un
microscopio marca Leica Galen fuera de servicio, a la cual se le adapta un
microscopio digital USB 2.0 (China) y una jeringa de 10 pl Hamilton Corp. (U.S.).
Los angulos de contacto se calculan con el software de licencia libre, Image J
version 1.43, usando el plug-in Drop-Analysis, disponibles en el sitio web de
National Institutes of Health y en el sitio web de la Ecole Polytechnique Federale

de Lausanne (Suiza).



MATERIALES

Para determinar la rugosidad del recubrimiento sobre las placas se emplea un
equipo de AFM Asylum Research modelo MFP-3D-SA (U.S.). Para la
caracterizacion DRIFT de los sustratos de silica particulada se emplea un
espectrometro Nicolet modelo 6700 FT-IR de Thermo Scientific (Alemania),
equipado con un accesorio de reflectancia difusa. Para la determinacion de
cobertura de superficie se utiliza un analizador elemental FlashEA1112 de Thermo
Inc. (U.S.). La caracterizacién NMR *C CP-MAS de sélidos se lleva a cabo con el
espectrometro de Buker Advance 11-400 MHz equipado con una sonda para
sélidos Bruker MAS Il (Alemania). Las imagenes de SEM se obtienen con un
equipo modelo 7573 de Oxford Instruments (Inglaterra) en el laboratorio de
microscopia electronica de la Escuela de Ingenieria de Materiales de la
Universidad del Valle. Para las mediciones de elipsometria se emplea un
instrumento de fase modulada espectroscépica UVISEL 2; las mediciones se
realizan en el laboratorio de Horiba Inc. Corp. (Francia). Para las mediciones de
perfilometria se emplea el equipo modelo KLA Tencor D-120 (U.S.). Para la
medicion de pH se emplea un pH-metro CG 8-32, Nr 300512 (Alemania). Para la
separacion de solventes de silica particulada se usa una centrifuga MSE-MINOR
modelo 4-71 (Inglaterra).

4.2. MATERIALES

Los capilares de silica (50 um de diametro interno, id) fueron obtenidos de Biotaq
Inc. (U.S.) o Poymicro Technologies (U.S.). Placas de silica con dimensiones
25.4 x 9.0 x 1.0 mm fueron compradas a Laser Optex Inc. (China). La silica
particulada Nucleosil™ (7 um de diametro, 81.0 m?/g o 5 um diametro, 66.1 m?/g)
fue obtenida de Macherey-Nagel (Alemania). La silica particulada YMC Gel™ (10
um de didmetro y 287m?/g) fue comprada a YMC Co. (Jap6n). La silica Vydac TP
(15-20 um de didmetro y 106.5 m?/g) fue comprada a Grace (U.S.). Para la
elaboracion de la ventana oOptica de los capilares se emplearon cuchillas de acero



REACTIVOS

obtenidas de VWR Scientific Products (U.S.). Para el corte preciso de los
extremos de los capilares se emple6 un cortador de diamante obtenido de
Shortix™ (U.S.). Para el tratamiento y secado de los capilares se empled
nitrogeno seco obtenido de Cryogas (Colombia). Para el sistema de alta presion
de los instrumentos CE, se empled aire seco de Cryogas. Para eliminar el
oxigeno de la solucién polimerizante se uso helio grado 5.0 de Cryogas. En la
limpieza de las placas se empleé detergente marca Micro manufacturado por
International Products Corporation (U.S). La filtracion de las soluciones se realizo
a travées de membranas de 0.45 pm obtenidas de Millipore Corp. (U.S.) y
membranas de teflon de 0.45 pm compradas a Sigma Aldrich (U.S.). Para la
manipulacion de soluciones o solventes en atmdsfera inerte se emplearon jeringas
gas-tight de diferentes volumenes (0.5, 1, 2.5 y 5 mL) compradas a Hamilton Corp.
(U.S.). Para la preparacion de soluciones reaccionantes libres de oxigeno o

humedad se empled un glove-bag comprado a Sigma Aldrich.

4.3. REACTIVOS

Alcohol alilico,1,3-divinil-1,1,3,3-tetrametildisiloxano (catalizador de Karstedt, 2 %
Pt en Xileno), 2,5-di-terbutilhidroquinona, THF, ciclohexano, DMF, metanol,
bromuro de 2-bromo-2-metilpropanoilo, cloruro de cobre, AAE, AAP, HEMA, HEA,
Bis, EGDM, EGDA, bipiridina, piridina, MesTREN, cloruro de tris-2,2’-bipiridina
rutenio (II), GABA, &cido lactico, cafeina, lisozima, citocromo C de equino y bovino,
tripsina, a-quimotripsindgeno, ribonucleasa, tripsindégeno, angiotensina | y I,
bradiquinina y oxitocina, fueron comprados a Sigma-Aldrich (U.S.); etanol y
dimetilsulféxido fueron comprados a Carlo Erba (Francia); PIPPS fue comprado a
GFS Chemicals (U.S.), tolueno grado HPLC fue comprado a Mallinckrodt (U.S), y
TES fue comprado a Alfa Aesar (U.S.).
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4.4. PROCEDIMIENTOS PARA MODIFICACION DE SUPERFICIES

4.4.1. Secado de solventes

Solventes como THF, ciclohexano y tolueno, usados en la preparacion de
soluciones de TES y alcohol alilico, se ponen en contacto con sodio metéalico para
eliminar el agua y garantizar que la reaccion de hidruracion e hidrosililacion se
lleven a cabo sin hidrolizar los grupos SiH en solucién y grupos SiH anclados,
respectivamente. Los solventes se dejan en agitacion con laminas delgadas de

sodio durante 24 horas, y posteriormente se destilan.

4.4.2. Pretratamiento de placas y columnas capilares

La metodologia empleada en el pretratamiento de capilares y placas es aquella
desarrollada por Gémez y Sandoval.”> Brevemente, capilares de 6 m de longitud
se tratan pasandoles una solucion de NaOH 1M a 100 psi durante 3 horas, con
posterior enjuague con agua desionizada a 80 psi por una hora. Posteriormente,
para incrementar la poblacién de silanoles, el capilar se trata con HCl 6M durante
1.5 horas con una presién de 100 psi a 90 °C, con posterior enjuague con agua
desionizada a 80 psi por una hora. El secado se realiza con flujo de nitrégeno a
40 psiy 110 °C durante 2 horas. Este y otros procedimientos similares se realizan

en el sistema que se ilustra en la Figura 5.

Las placas de silica son tratadas mediante la misma metodologia que se emplea
en los capilares, excepto que se sumergen en un tubo de ensayo con la solucién

reaccionante.
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Figura 5. Sistema de modificacion quimica de las columnas capilares.

4.4.3. Formacion de hidruro sobre silica

La hidruracién de la silica nativa que se realiza en esta investigacién se basa en el

trabajo realizado por Gémez y Sandoval.'

Para la hidruracion de las placas y
capilares, la solucién reaccionante se obtiene por dilucion (por un factor de 120)
del hidrolizado (solucién de TES, HCI, H,O y THF) con ciclohexano. El
procedimiento parte de la preparacion de una solucion stock 0.1M de TES en THF,
bajo condiciones libres de humedad. Se prepara ademas una solucion 1.7 M de
HCI (6.32%). De estas soluciones se toman alicuotas adecuadas para obtener
una solucién hidrolizante 0.050 M en TES, 0.0050 M en HCl y 0.15 M en H,0.
Esta solucion, que debe ser totalmente transllcida, se agita durante 30 minutos a
temperatura ambiente, se diluye 120 veces en ciclohexano y se filtra, después de

lo cual queda con una relacion molar de TES/SIOH de 420 para placas y 20 para
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capilares. Si bien esta solucion final para modificar placas y capilares tiene la
misma concentracion de reactivos, el volumen de dicha solucion requerido para
sumergir la placa en ella es de 4 mL, mientras lo que pasa por el capilar es de solo
unos pocos microlitros. Esta es la causa de la notable diferencia en las relaciones

molares descritas.

La reaccion de formacién de hidruro sobre silica nativa procede durante 30
minutos a temperatura ambiente. Las placas de silica se ponen en contacto con la
solucién reaccionante bajo agitacion, mientras los capilares se tratan pasandoles
la solucién reaccionante a una presion de 100 psi (lo cual resulta en un flujo de 2.0
pL/min para un tubo capilar de 50 um de didmetro interno y 6 m de longitud). Los
lavados se realizan con tres porciones de 3 mL de THF para las placas vy flujo
continuo a 80 psi durante 30 minutos para los capilares. Finalmente, el secado se
realiza durante 2 horas a 110 °C, con un flujo de nitrégeno a 40 psi en el caso de

los capilares.

4.4.4. Hidrosililacion

La reaccion se lleva a cabo en placas, capilares y silica particulada previamente
hidrurados, los cuales se exponen a una solucion que contiene alcohol alilico 2.0
M, 5000 ppm de 2,5-di-terbutllhidroquinona como inhibidor de radicales libres y
0.25 mM de catalizador de Karstedt en tolueno como solvente. La reaccion
procede durante 24 horas a 85 °C. La solucién reaccionante se prepara dentro un
glove-bag en atmdsfera de nitrogeno. Cada placa es sumergida en 4 mL de la
solucion reaccionante, mientras que a los capilares (6 m x 50 um) se aplica una
presion de nitrogeno de 14 psi para empujar la solucion. Comunmente se
preparan 4 mL de solucion reaccionante para modificar los capilares. La solucion
se somete a 75°C durante 30 minutos (tiempo de induccion) antes de pasar por los

mismos. El flujo medido es de unos 40 pL/h para el capilar. La modificaciéon de
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silica particulada se realiza conservando un volumen de solucion reaccionante por

masa de silica de 10 mL/g.

4.4.5. Esterificacion de la silica modificada con propanol

La reaccion de esterificacion del sustrato modificado con propanol, se lleva a cabo
durante 6 horas con bromuro de 2-bromo-2-metilpropanoilo 0.25 M en DMF como
solvente (previamente secado con tamices moleculares) y piridina 0.25 M como
base para neutralizar el HBr producido en la reaccion. La solucién reaccionante
se prepara dentro de un glove-bag en atmdsfera de nitrdgeno. Cada placa se
modifica con 4 mL de la solucion reaccionante. De igual manera, para la
modificacion de capilares (6m x 50 um) se preparan 4 mL de solucidon que son
empujados a 80 psi de nitrogeno, lo cual resulta en un flujo promedio de unos 60
puL/h.  Para la reaccion que se lleva a cabo en silica particulada se mantiene el

volumen de solucién reaccionante por masa de silica en 10 mL/g.

4.4.6. Polimerizacion

La reaccibn ATRP se lleva a cabo sobre sustratos de silica, previamente
modificados con el iniciador BMP, durante 3 horas a temperatura ambiente. Las
reacciones se efectian en mezclas acuosas de metanol o etanol. En todas las
reacciones es necesario degasar los solventes utilizados, mediante el burbujeo
con helio por 15 min, eliminandose el oxigeno que podria oxidar el catalizador de
cobre (I). Adicionalmente, la polimerizacion se lleva a cabo en atmosfera de

nitrogeno dentro de un glove-bag.

La polimerizacion de HEA, AAE y AAP es catalizada por MegTREN-cobre (1:1) 20
mM en etanol:agua (4:1 v/v). El catalizador se prepara a partir de un stock de

MesTREN 100 mM, del que se toma la cantidad necesaria para obtener un 25% de
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exceso de cloruro de cobre (1), el cual se pesa previamente. Una vez se mezcla el
CuCl con la solucion de MegTREN, se filtra para eliminar el cobre sin acomplejar y
se adiciona al monémero. Adicionalmente, para la incorporacion de entrecruzante
en la pelicula polimérica se prepara un stock del entrecruzante que es 15 mg/mL
en agua para Bis y 7.5 % v/v en etanol:agua (1:1) para EGDA. Debido a la baja
solubilidad de los entrecruzantes en el componente organico, este stock contiene
una mayor proporcion de agua, ajustandose al final la cantidad de etanol
necesaria para mantener la relacion etanol:agua deseada. EI volumen tipico de
solucién reaccionante que se emplea para la modificacion de capilares (2 m x 50
pum) es de 2 mL. La polimerizacién de silica particulada se realiza con AAE y
HEA, guardando una relacién volumen/masa de 10 mL/g. Para la polimerizacion
de AAE sobre placas se emplea un volumen de 4 mL de solucién reaccionante, el

cual mantiene la placa completamente sumergida en el liquido.

La polimerizacion de HEMA utiliza bipiridina-cobre (2:1) como catalizador y
metanol:agua (1:1) como solvente. Al igual que en la polimerizacién antes
descrita, se prepara un stock del ligando, en este caso bipiridina 300 mM, del que
se toma la cantidad necesaria para reaccionar con la masa de cloruro cobre (I),
previamente pesada. La polimerizacion utiliza un exceso molar del ligando para
desplazar el equilibrio hacia la formacion del complejo, bipiridina-cobre
[Cu'(bpy).]*. El volumen tipico del stock de catalizador que se prepara es de 2 mL,
el cual se filtra en atmosfera de nitrégeno. La concentracién final del catalizador
[Cu'(bpy).]* es de 20 mM. Posteriormente se mezcla el catalizador preparado con
la cantidad de HEMA correspondiente y se completa con el solvente. Para la
incorporacion del entrecruzante EGDM se prepara un stock 8 % v/v en metanol,
posteriormente se adiciona la cantidad de agua necesaria para mantener la
proporcion deseada. EIl volumen tipico de solucion reaccionante que se emplea
para la modificacién de capilares (2 m x 50 um) es de 2 mL. Para la modificacién

de silica particulada se mantiene la relacién volumen/masa de 10 mL/g.



PROCEDIMIENTOS PARA EVALUACION DE CAPILARES Y PLACAS

4.5. PROCEDIMIENTOS PARA EVALUACION DE CAPILARES Y PLACAS

4.5.1. Angulos de contacto

Se ha demostrado que el angulo de contacto de una gota de agua depositada
sobre una placa es una medida indirecta de su hidrofobicidad.’® Debido a su
sencillez, esta técnica se emplea para la caracterizacion de superficies hidruradas
y propanoladas. Todas las mediciones de angulos de contacto se realizan con un
goniémetro hecho en nuestro laboratorio (ver Figura 6). Gotas de 6 yL de agua
se depositan desde una jeringa de 10 pL en tres sitios diferentes de la placa bajo
estudio. Del procesamiento de la imagen de la gota se obtiene el angulo entre la
superficie del sustrato y la tangente al contorno de la gota. Un total de tres

mediciones se obtienen por placa modificada.

Figura 6. Goniometro construido en el laboratorio de Separaciones Analiticas de la
Universidad del Valle.
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4.5.2. Medicion de movilidad electroosmética

Las medidas de movilidad electroosmatica se realizaron aplicando una adaptacion
al método acelerado de Williams y Vigh.” La Figura 7 describe el protocolo que se
emplea en la medicion de la movilidad electroosmoética con este método. A)
Inicialmente se realiza el enjuague del capilar con el electrolito. B) Se hace una
inyeccion neumatica de marcador neutro (DMSO) durante un tiempo ty. C) Se
aplica una diferencia de presion AP durante un tiempo dado para movilizar el
marcador una cierta distancia. D) Se realiza una segunda inyeccién del marcador
idéntica a la primera. E) Se moviliza el segundo marcador una distancia igual a la
anterior. F) Se aplica una diferencia de potencial eléctrico, V, por un periodo de
tiempo, t,, para mover electroosmoéticamente los marcadores una distancia Al. G)
Se inyecta un tercer marcador de igual manera a los anteriores. H) Se aplica la
misma diferencia de presion AP para movilizar los marcadores hasta alcanzar la
ventana de deteccién, y se registran los tiempos de movilizacién de los tres

marcadores.
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Figura 7. Esquema que ilustra el protocolo utilizado para medir la electroésmosis por el
método acelerado.
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En un experimento tipico de medicion de EOM, las inyecciones del marcador se
realizan aplicando una diferencia de presion de 50 mbar por un periodo de 3
segundos. La presion de movilizacion entre marcadores es la misma que la
inyeccion, pero por un periodo de 15 segundos. El potencial eléctrico aplicado es
10 kV por 3 minutos. El registro de la sefial del detector a 210 nm se inicia con la
altima movilizacion neumatica. La ecuacion 3 detalla el calculo de movilidad

electroosmotica para tres marcadores.

"\ tzt 5t
donde
L longitud total de capilar
I longitud efectiva
tinj tiempo de inyeccion del marcador neutro
t1-3 tiempos de migracion del marcador neutro
Vv potencial aplicado
ty tiempo de aplicacion de potencial

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. SILICA MODIFICADA CON GRUPOS PROPANOL

5.2.1. Caracterizacion espectroscopica

La adicién selectiva del grupo hidruro de silicio sobre el doble enlace (ver reaccion
7) se confirma mediante DRIFT (por sus siglas en Inglés, diffuse reflectance

infrared Fourier transform spectroscopy) y NMR *C CP-MAS (nuclear magnetic
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resonance “*C cross-polarization magic angle spinning). La Figura 8 muestra los
espectros DRIFT para la silica hidrurada y luego modificada con propanol (silica
“propanolada”). Puede notarse como la intensidad de la banda de estiramiento del
enlace Si-H a 2200 cm™ claramente disminuye a medida que la reaccién de
hidrosililacion progresa, lo cual se evidencia por la aparicion de bandas de

estiramiento C-H (2850 cm™) en la silica propanolada.

O catalizador 0 (7)
Na de Karstedt O—Si OH
O—Si—H A N
) tolueno @)
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Figura 8. DRIFT de silica (Nucleosil™) hidrurada y modificada con propanol.
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Figura 9. NMR *3C CP-MAS de silica (Nucleosil™) modificada con propanol.
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El espectro de NMR **C CP-MAS de silica modificada con propanol (ver Figura 9)
muestra sefales de alta intensidad para el grupo propanol anclado al sustrato de
silica por el atomo de carbono (“sililacion-C”, estructura de carbonos marcados
con letras mayusculas en la Figura 9). Las sefales entre 110 y 140 ppm de baja
intensidad se deben a los carbonos del doble enlace del alcohol alilico anclado via
“sililacion-O” (como se indica mediante la estructura de carbonos marcados con
letras mindsculas). La relacion de las areas de dichas sefiales muestra que
alrededor del 94% del proceso ocurre via “sililacion-C”. Este resultado es
consistente con el reporte de la reaccion, via hidrosililacién, del alcohol alilico con

compuestos silsesquioxanos.’* >

Los silsesquioxanos son compuestos moleculares que han sido estudiados como
modelos para silica amorfa debido a su similitud estructural. Estos compuestos
presentan una red de enlaces Si-O organizados en forma de jaula y con formula

general (RSiO3),>* >°> donde R puede ser hidrégeno, grupos alquilos o arilos. Los
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silsesquioxanos cubicos (n = 8) no solo sirven como modelos para explicar el
comportamiento de la silica amorfa, sino que ademas predicen nuevas reacciones,
como la del caso que nos atafie (reaccidon 7). La reaccion de octakis(dimetilsiloxi)-
octasilsesquioxano, QsMg", (R = HSiMe,0) con alcohol alilico da como producto
exclusivo octakis(3-hydroxypropyldimethylsiloxy) octasil sesquioxano (C-sililacion),
lo cual predice que la silica amorfa deberia exhibir un comportamiento similar,

como lo demuestra la Figura 9.

Cuando se hace el seguimiento en el tiempo de la cobertura (I'e;on) que resulta de
la reaccion de hidrosililacion a 85 °C*® se observa que, después de unas 12 horas
de reaccion, la cobertura empieza a alcanzar un plateau, por lo que se considero
gue 24 horas es un tiempo suficiente para la misma. Cabe resaltar que tiempos y
temperaturas superiores de reacciéon conducen a la reduccion del platino del
catalizador como Pt(0), incrementando ademas la probabilidad de polimerizacion
del alcohol alilico.”” En la Tabla 1 se muestran coberturas tipicas sobre
microparticulas de silica YMC™ (10 pm de diametro y 287m?/g) y Nucleosil™ (5
um diametro, 66.1 m?/g) correspondientes al anclaje de propanol a 85 °C y durante
24 horas de reaccion. Las coberturas son calculados a partir del porcentaje de
carbono, usando las ecuaciones reportadas por Sandoval.”® Puede notarse como
aumenta la densidad de los grupos propanol anclados a medida que decrece el
area de la silica, fenomeno que puede ser atribuido al menor impedimento estérico
asociado con grupos anclados en poros mas grandes. Siguiendo este patrén,
puede decirse que seria razonable esperar recubrimientos superiores sobre

capilares o placas de silica plana (materiales no porosos).

Después de 24 horas de reaccién las coberturas sobre silica son superiores a las
obtenidas con otras fases (tipicamente 3.5 + 1 pmol/m?).% ** Este hecho podria
sugerir que existe alguna polimerizacion del alcohol alilico sobre la superficie
generando grupos hidroxilos (OH) sobre el esqueleto de cadenas de carbonos

anclados.” Esta polimerizacién no se considera un problema significativo, ya que



5.2.1. Caracterizacidn espectroscopica

Tabla 1. Cobertura (I'eron) sobre silica Nucleosil™ y YMC™

CoberturaI'pon  Tamafio de

(umol/m?) poro (nm)
Nucleos™ 5.7 30
ymc™ 3.3 12

en principio todos los grupos OH podrian ser esterificados con bromuro de 2-
bromo-2-metilpropanoilo y formar grupos iniciadores de polimerizacion, BMP,

sobre la superficie (ver Seccion 5.2, mas adelante).

Asumiendo que los grupos anclados siguen un empaguetamiento planar
hexagonal se puede estimar la distancia promedio entre dos grupos propanol a
partil de los datos de cobertura.®® Calculos sencillos de conversién conducen a la

siguiente ecuacion:

Tpron (o5?) = 0.602 X Tpyon (S ) (V)

nm nm?2

El inverso de esta expresion produce el area seccional promedio (An) ocupada por

2
un grupo anclado en nm-.

A (225) = [ (2] v

Mediante el modelo planar hexagonal de empaquetamiento puede demostrarse
que A, se puede expresar en funcion de la distancia entre dos grupos (1):

33
Am =12 V)



5.2.2. Hidrofilicidad

De donde se deduce facilmente que

1.241

VIPron

[(nm) = (Vi)

La cobertura de grupos propanol sobre silica Nucleosil™ (tamafio de poro grande
de 5.7 pmol/m? corresponde a 3.4 grupos por nm?que a su vez corresponde a un
area seccional promedio de 0.29 nm por grupo. La distancia promedio entre dos
grupos propanol es de 0.67 nm, esta distancia entre dos grupos es bastante
menor que la menor dimension de una proteina como lisozima, cuando se mira
globalmente como se muestra en la Figura 10.°* La lisozima es una de las
proteinas estudiadas en este trabajo y sobre la cual se ampliard en la siguiente
seccion. Es importante el hecho de que una pelicula anclada sea lo
suficientemente densa en grupos o cadenas para impedir que una proteina

interactle con los silanoles remanentes.

3 nm

-
4.5 nm

Figura 10. Representacion esquematica de lisozima, de acuerdo con la referencia 62.

5.2.2. Hidrofilicidad

La humectabilidad de la superficie de silica modificada se mide mediante el angulo
de contacto de agua sobre placas (water contact angle, WCA). Esta es una
prueba indirecta de la modificacién de la superficie. La Tabla 2 compara los
valores del WCA de tres superficies: 1) placa pre-tratada o no modificada (ver

seccion 4.4.3), 2) placa hidrurada y 3) placa modificada con grupos propanol.
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Como se espera, la superficie hidrurada mostré la mas alta hidrofobicidad*® (mayor
WCA) mientras que las demds, incluyendo la superficie propanolada, exhiben
menor hidrofobicidad, comparables entre si. En la Tabla 2 también se muestra el
cambio sufrido por la superficie hidrurada después de ser expuesta por 1 hora a la
solucion buffer 25 mM PIPPS (por sus siglas en inglés, piperazine-N,N'-bis(3-
propanesulfonic acid)). El nuevo angulo de contacto de la superficie hidrolizada es
comprable también con aquel de la superficie no modificada. Este hecho deja ver
la susceptibilidad de hidrélisis del hidruro de silicio para regenerar una superficie
similar a la de la silica nativa, y dejando sitios potencialmente activos para la

adsorcién de proteinas.

Tabla 2. Datos de angulos de contacto y EOM en placas y capilares

respectivamente

Sustrato/propiedad Placas Capilares?
WCA+DE (n=3) EOM=DE (n=3) x 10, m?v’

Nativo 3518 0.57+0.01

Hidrurada 60+2 _

Hidrurohidrolizado 40+7° 1.38+0.06

Propanolado 45+1 0.67+0.04

®Todos los tubos capilares (longitud total de 35.0 cm, longitud efectiva de 26.5 cm, 50 um de id)
fueron acondicionados con buffer PIPPS 25 mM con pH 4 durante 1 hora a 7 bar. Condiciones CE:
inyeccion hidrodinamica (3 s a 50 mbar) de 10 mM de DMSO como marcador neutro en la solucién
de electrolito, voltaje aplicado de 28,0 kV (18 pA) durante 5.0 min, movilizacién hidrodinamica a 50
mbar, deteccién a 215 nm, enjuague con electrolito por 1 min entre corridas. "Placa hidrurada
tratada con el mismo buffer que contiene 1% v/v de THF durante 1 h con agitacion suave.

5.2.3. Caracterizacién CE

El estudio CE en capilares también se realiza a pH 4 al cual, aunque solo una

fraccion de silanoles esta ionizada, estos contindan siendo responsables de la
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electro6smosis residual exhibida por dichos capilares. Los valores de EOM
pueden asociarse con la efectividad del recubrimiento, pues valores altos de ella
se corresponden a una mayor concentracion de silanoles no modificados. La
Tabla 2 agrupa también los valores de electroésmosis para tres sustratos
modificados de silica. Notese que, a pesar que del buen recubrimiento con grupos
propanol, aun quedan silanoles remanentes sobre la superficie, y a tal punto que
la electroésmosis se hace comparable al capilar no modificado. Sin embargo,
cabe destacar que el capilar nativo (tratado con NaOH y HCI) exhibe menos
ionizacién a pH 4, como se ha reportado recientemente.> Por otro lado, el capilar
hidrurado y posteriormente hidrolizado con buffer muestra un incremento
sustancial de electro6smosis comparado con el no modificado, debido a la extensa
regeneracion de SiOH, producto de hidrolisis del hidruro, SiH. Este mismo
fenomeno ocurre en el capilar propanolado, en el que los grupos SiH no
modificados —que yacen debajo de los grupos propanol anclados— son ahora

hidrolizados, contribuyendo asi al aumento de electroésmosis.

Este estudio CE también involucra el analisis del perfil de separacion de piridina y
cafeina, dos bases organicas frecuentemente utilizadas como sondas
moleculares. La piridina (pK, = 5.14) tiene carga positiva a pH 4, por lo cual es
susceptible a interacciones iénicas con grupos silanoles deprotonados; no asi la
cafeina (pK, = 0.61) que, al no estar cargada, es susceptible a interacciones tipo
enlace de hidrégeno con silanoles no disociados. La Figura 11 muestra los
perfiles CE de cafeina y piridina en los tres capilares antes mencionados. Puede
observarse como la piridina presenta tiempos de migracion muy similares en los
tres capilares, mientras la cafeina presenta gran variacion. Con el fin de obtener
informacion del comportamiento de las moléculas analizadas sobre la superficie
modificada, en el recuadro de la Figura 11 se muestra la velocidad electroforética

de las dos bases corregida por la respectiva electroosmosis de cada capilar.
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Figura 11. Electroferogramas tipicos de piridina y cafeina (Ultimo pico) sobre capilar (A)
no modificado, (B) hidrurado e hidrolizado, y (C) propanolado. Todos los capilares
(provenientes del mismo lote) tienen una longitud total de 35.0 cm y 26.5 cm de longitud
efectiva. Los capilares (50 um Id) se acondicionaron con el electrolito (buffer 25 mM
PIPPS pH 4.03) durante 1 hora a 7 bar. Condiciones CE: inyeccion hidrodindmica (3 s a
50 mbar) de piridina 4 mM y cafeina 2 mM en electrolito, potencial aplicado de 28.0 kV (18
WA), deteccion a 215 nm, enjuague con electrolito por 1 min entre corridas. El recuadro
muestra las velocidades de banda para cada soluto corregidas por electro6smosis.
También se incluye la velocidad electroosmotica como referencia.
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Notese que la velocidad electroforética de la piridina es fundamentalmente la
misma en los tres capilares. Aunque este resultado no esta en concordancia con
la correspondiente electro6smosis, la ausencia de interacciones de intercambio
ionico entre la piridina y el contra-ion de los silanoles (negativos) puede atribuirse
a la alta hidrofilicidad de ésta (la piridina es soluble en agua en todos las
proporciones). La cafeina, al ser menos soluble en agua y no tener carga a pH 4,
brindaria la posibilidad de interacciones tipo puente de hidrégeno con la superficie;
sin embargo, como se observa en el recuadro su movilidad electroforética es
cercana a cero en los tres capilares. Es notable el hecho de que ninguno de los
tres capilares bajo estudio presentdé algun tipo de interaccion importante con
piridina y cafeina, lo cual es consistente con la forma simétrica de los picos en la

Figura 11.

Con el fin de obtener una evaluacion mas completa de la tendencia a la adsorcion
sobre estos materiales, se emplean otras dos sondas moleculares para
exploracion de la superficie, el complejo Ru(bpy)s** y la proteina lisozima. Aunque
las dos cargas del complejo lo hacen altamente susceptible a interacciones de
intercambio i6nico, la lisozima es mucho mas compleja (ver Figura 10) y puede
exhibir intercambios catidnico y anidnico, asi como interacciones tipo puente de
hidrégeno, hidrofébicas, van der Waals, etc. La Figura 12 muestra los perfiles
electroforéticos de estas dos sondas moleculares en funcién de su concentracion y
de la naturaleza quimica de la pared interna de los capilares (Informacién
detallada de areas corregidas y asimetrias se muestra en el apéndice A). Noétese
que la disminucién de la concentraciéon de Ru(bpy)s®* conlleva a tiempos de
migracion ligeramente mayores, y colas de picos ligeramente menos pronunciadas
(ver lado izquierdo de la Figura 12), indicando un efecto de isoterma no lineal,
como se ha reportado previamente en fases enlazadas para cromatografia liquida

y electroforesis capilar. °* ®* La lisozima (lado derecho de la Figura 12) exhibe
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picos asimétricos con colas y tendencia de migracion opuesta al comportamiento
del complejo de rutenio (es decir, cuando la concentracion de la proteina aumenta
la asimetria y el tiempo de migracién aumentan), lo cual sugiere no solamente que
el equilibrio adsorcion-desorcion es lento, sino también que ese factor cinético
supera el efecto de sobresaturacion de la muestra (isoterma no lineal). Este
comportamiento es caracteristico de proteinas compactas de alto pl como la

lisozima.®* ©°

Noétese que la extension de este efecto es marcado aun para el
capilar propanolado, el cual a pesar del buen recubrimiento deja desprotegidos los
silanoles debajo de los grupos propanol anclados. Es posible que este efecto sea
debido al tamafio menor y alta flexibilidad del grupo propanol y a que la proteina
puede acercarse (tal vez “aplastarlos”) permitiendo mayor interaccion con silanoles
gue son activos con respecto a la adsorcién. Una informacion interesante que se
extrae de la Figura 12 y del apéndice A es que los grupos hidroxilos regenerados
por la hidrolisis de SiH parecen ser menos activos que los silanoles de un capilar
no modificado, lo cual se evidencia en el hecho que las areas corregidas —que son
una medida indirecta de la ausencia de adsorcion (o recuperacion del soluto)- son

consistentemente menores para este ultimo.

Con base en los anteriores resultados, se considera que la modificacién de
capilares con grupos propanol es util para separacibn de moléculas menos
complejas que proteinas. Teniéndose en cuenta que en este trabajo la
modificacion con grupos propanol es una etapa intermedia para anclar un iniciador
atil para ATRP (grupo BMP), como ventaja adicional puede considerarse que la
fase resultante esta compuesta por grupos iniciadores activos dispersos sobre una
densa matriz de grupos propanoles inactivos. Es relevante agregar que se intento
desarrollar la sintesis del iniciador BMP directamente sobre la superficie (sintesis
en una sola etapa) pero no se obtuvieron coberturas del iniciador lo
suficientemente altas como para evitar la adsorcion de proteinas en capilares que
fueron polimerizados sobre el iniciador. Por razones de espacio esta informacion

no se muestra en el presente documento.
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Figura 12. Efecto de la concentracién de solutos sobre la migracion y forma del pico del
complejo Ru(bpy)s?* (lado izquierdo) y lisozima (lado derecho) en capilar (A) no
modificado, (B) hidrurado e hidrolizado y (C) propanolado. Todos de un mismo lote y
dimensiones iguales que en la Figura 11. Condiciones CE: inyeccién hidrodinamica (3 s a
50 mbar) de solucién 20-100 pM de Ru(bpy)s** y 0.2-1.0 mg/mL de lisozima en electrolito,
potencial de 14.0 kV (9.7 pA), deteccion a 286 nm (Ru(bpy)s>") y 210 nm (lisozima).
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5.2. ESTERIFICACION — INMOVILIZACION DEL INICIADOR BMP

El iniciador BMP de polimerizacion se inmoviliza sobre la superficie a partir de la
esterificacion de los grupos propanol (vide infra, reaccion 8). Si bien esta reaccion
ya es bien conocida en fase homogénea, su realizacion en la superficie del capilar
no es simple debido, no solamente a las estrictas condiciones anhidras que se
requieren, sino también por la alta probabilidad que se obstruya el tubo capilar con
el subproducto de la reaccion. En un trabajo anterior se estudiaron diferentes
solventes y aminas para mantener solubilizada la sal que se forma entre el HBr y
la amina.®® El solvente DMF vy la piridina se seleccionaron para esta reaccion, que
se lleva a cabo durante 6 horas y temperatura ambiente como se describe en la

seccion 4.4.6.

O
(0] Piridina
O—Si OH Br — >
O
O
/\/\ Br

O—/SI (@)

O

Se confirma el anclaje del iniciador ATRP mediante IR y NMR. La Figura 13
muestra el espectro de DRIFT de la silica modificada con propanol y luego
esterificada mediante el proceso descrito en la reaccién 8. Se puede observar en
el recuadro la presencia de la banda de absorcién tipica del grupo carbonilo a
1750 cm™ presente en el grupo BMP. Adicionalmente, se pueden observar
ligeras diferencias en la regién 2900-3200 cm™ producto de los estiramientos de
grupos C-H del iniciador BMP. El espectro de NMR *C CP-MAS (Figura 14)
también confirma el anclaje exitoso del iniciador de polimerizacion BMP. Se
destaca que la sefial correspondiente al grupo carbonilo no es intensa, lo que

también se puede ver en el espectro DRIFT.
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La Tabla 3 muestra el recubrimiento obtenido para la silica propanolada y luego
modificada con grupos BMP. EIl recubrimiento obtenido para la silica modificada
con propanol no es exactamente el mismo descrito en la Tabla 1, ya que los datos
obtenidos corresponden a la modificacién de un lote diferente de silica Nucleosil™
(7um de didmetro, 81 m?/g). En la Tabla 3 se puede apreciar que el recubrimiento
alcanzado para la modificacién con el iniciador BMP es mas bien bajo, pues
solamente alrededor de un 32 % de todos los grupos propanol fueron
esterificados. Este resultando es consistente con las débiles sefiales observadas
en los espectros de NMR **C CP-MAS y DRIFT para estos materiales. Como se
vera en la seccion que sigue, este recubrimiento de grupos iniciadores es

suficiente para inmovilizar una pelicula del polimero adecuada para la separacion.

—— Silica propanolada

—— Silica modificada con iniciador BMP
4]
3 ]
c
S
£
/2] =
p ’
E 1500
|_
X
4000 ' 3000 ' 2000 ' 1000

1/cm

Figura 13. DRIFT de silica (Nucleosil™) modificada con propanol y luego esterificada
(modificada con grupos BMP).
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Figura 14. NMR 'C CP-MAS de silica (Vydac™) modificada con propanol y luego
esterificada (modificada con grupos BMP). Desafortunadamente, la silica Vydac parece
ser mas dificil de modificar que Nucleosil o0 YMC; de alli las sefiales tan débiles en estos
espectros.

El estudio de la reaccion de hidrosililacion al igual que la esterificacion, se
desarroll6 en conjunto con el Dr. Jorge. E GOmez como parte de su tesis
doctoral.®® Algunos de los resultados han sido publicados recientemente en la
revista alemana Electrophoresis.>®

Tabla 3. Cobertura (I') de silica (Nucleosil™

esterificada (modificada con grupos BMP)

) modificada con propanol y

Sustrato Cobertura (')
% Carbono

modificado con (umol/m?) (grupos/nm?)

Propanol 1.31 3.5 2.1

Iniciador BMP 1.72 1.1 0.7
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5.3. EVALUACION ESPECTROSCOPICA Y MICROGRAFICA DE
RECUBRIMIENTOS POLIMERICOS

La polimerizacion ATRP de los mondmeros HEMA, HEA y AAE se confirma
mediante técnicas espectrales (DRIFT y NMR **C CP-MAS) en silica particulada,
usada como sustrato analogo para la reaccion sobre capilares. Las condiciones
experimentales de polimerizacion fueron aquellas encontradas para capilares (vide
infra). La Figura 29 muestra espectros DRIFT del iniciador BMP inmovilizado
sobre silica particulada, asi como los productos de polimerizacibn ATRP con AAE,
HEMA y HEA.

Como se puede observar, la banda del grupo carbonilo a 1750 cm™ es mucho méas

Iniciador BMP
PoliAAE
PoliHEA
PoliHEMA

% Transmitancia

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
1/cm

Figura 15. Espectro tipico DRIFT de silica (Nucleosil™) modificada con iniciador BMP y
luego con poliAAE, poliHEA y poliHEMA.
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intensa para HEMA y HEA que para AAE, lo que sugiere un mayor grado
polimerizacion para los ésteres derivados del acido acrilico que para la amida
AAE. La misma observacion aplica a la banda de estiramiento C-H a 2850 cm™.
Estas observaciones sobre de los espectros DRIFT son consistentes con los
espectros NMR correspondiente que se muestran en el apéndice B, donde la
relacion sefal/ruido para la silica recubierta con poliAAE es baja comparada con

aguella recubierta con poliHEMA.

La Figura 16 muestra el grado de polimerizacion (n), calculado a partir de la
relacion entre el recubrimiento del iniciador BMP vy el recubrimiento aparente del
polimero, donde este Ultimo es un estimado obtenido a partir del peso molecular
del monémero.”® El célculo del grado de polimerizacién asume que todos los
iniciadores anclados reaccionan con un monomero produciendo la cadena
polimérica, lo cual no es necesariamente cierto porque, en general, el polimero
crece sobre solo una fraccién de los grupos iniciadores.®” Por lo tanto, dicho
calculo produce un valor subestimado del grado de polimerizacién. Esto significa
que por lo menos 14 mondmeros de AAE se apilan sobre cada iniciador BMP
anclado, lo que predice una delgada pelicula polimérica de AAE comparada con
poliHEMA. Para este ultimo se anclan 5 veces mas monomeros que con AAE.
Estos resultados son consistentes con las observaciones realizadas sobre los
espectros DRIFT y NMR. Es oportuno mencionar que el peso molecular del
polimero anclado (util para una real estimacion del grado de polimerizacion) no
fue posible estimarlo de placas o capilares, porque se necesita una gran longitud y

numerosas placas de silica para extraer una cantidad de polimero cuantificable.

Adicionalmente, se utilizaron varias técnicas litograficas para examinar la
topografia de la superficie de placas y capilares de silica recubiertos con poliAAE.
La Figura 17 muestra las micrografias SEM de un capilar recubierto con poliAAE.

En la imagen B se puede observar el contorno irregular de la superficie interna del
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Figura 16. Cobertura (I) silica (Nucleosil™) hidrurada, propanolada, iniciador BMP y
polimeros de AAE, HEA y HEMA. n representa un estimado del grado de polimerizacion.

capilar, lo que sugiere la presencia de una pelicula sobre la superficie. La
rugosidad y algunos "grumos" que se observan en la imagen C indican que la
capa polimérica de AAE es heterogénea, aunque parece evidente que no hay
“islas” o parches de superficie sin recubrir. Esta Ultima observacion se confirma en
la Figura 18 donde se muestran las imagenes AFM de una placa recubierta con
poliAAE comparada con otra sin modificar. Es evidente la mayor rugosidad (3.16
nm) de la placa recubierta comparada con la nativa (0.31nm), lo que confirma una
superficie polimérica irregular. Un acercamiento (zoom) al interior de las
"hondonadas"” de la imagen de arriba (defectos en la placa, posiblemente
rayaduras) revela una topografia similar a la del resto de la placa, confirmando un

recubrimiento libre de parches.

Desafortunadamente en la imagen B de la Figura 17 no hay contraste suficiente
entre la silica y el polimero para poder medir el espesor del recubrimiento
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20kV X200 100pm 20kV  X20,000 1pm

20kV  X20,000 1pm

Figura 17. Imagenes SEM de capilar modificado con poliAAE. A) Corte transversal del
capilar de 50 um, B) y C) acercamiento al borde del capilar.

polimérico formado. Sin embargo, si fue posible realizar la medicién sobre la
placa de silica usando la técnica conocida como perfilometria. Esta tiene sus
inicios en 1960 y fue creada para la caracterizacidén topografica de superficies. Un
perfilbmetro puede medir espesores de pelicula hasta decimas de nanémetro, a
partir del seguimiento que hace un laser a la punta de diamante que traza un
barrido sobre la superficie.®® ® La Figura 19 muestra la fotografia de la punta de
diamante sobre la placa, la cual fue previamente fracturada para poder realizar un
barrido desde la zona sin modificar hasta aquella que esta recubierta con el
polimero. El espesor de la pelicula de AAE obtenido para tres mediciones es de
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Figura 18. Iméagenes AFM de placas de silica modificada con poliAAE (arriba) y no
modificada (abajo). Areas de muestreo de 2umx2pum.

59 + 8 nm, lo que evidencia un polimero de longitud corta. Este resultado es
consistente con el espesor obtenido por elipsometria (53 nm), una técnica 6ptica
no invasiva y no destructiva que usa como principio el cambio en la polarizacion

que sufre la luz incidente sobre una superficie.”

Los resultados de caracterizacion por microscopia (SEM, AFM, perfilometria y
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Figura 19. Perfil obtenido en 3D (izquierda) del trazo hecho por la punta de diamante
sobre la placa modificada con poliAAE (derecha).

elipsometria), espectroscopia (DRFT y NMR) y valores de recubrimiento indican
gue la polimerizacién de AAE no es tan efectiva como la de los monémeros HEA y
HEMA. Es posible que AAE sea mas susceptible a la baja cobertura del iniciador
de polimerizacion que los demas mondmeros. Por otro lado, un espesor de
pelicula de 50 a 60 nm —como el obtenido aqui con poliAAE- es comparable con
aquel de un recubrimiento similar reportado por Chao Zhao y Jie Zheng.”* Estos
autores utilizaron el mismo mondmero bajo condiciones ATRP similares, pero
sobre un sustrato de oro, no de silica. Mas importante, el recubrimiento obtenido
por estos investigadores exhibia un comportamiento non-fouling con respecto a

varias proteinas.

5.4. CAPILARES MODIFICADOS CON POLIMERO

La polimerizacion controlada ATRP es uno de los aspectos mas importantes de
esta investigacion. Si bien en el pasado reciente ya se han reportado unos pocos
estudios de ATRP para CE,*> "? la metodologia planteada en éste trabajo produce
una fase consistente en largas cadenas hidrofilicas inmovilizadas sobre una densa
capa de grupos propanol también hidrofilicos. Paralelamente, la fase debera

45



CAPILARES MODIFICADOS CON POLIMERO [

exhibir una estabilidad hidrolitica mejorada como resultado de, no solamente un
enlace Si—C muy estable entre el sustrato y cualquier grupo anclado, sino también

de la N-sustitucion de los monomeros AAE y AAP.

Para desarrollar recubrimientos non-fouling efectivos es necesario que las
cadenas poliméricas estén muy hidratadas; esto se logra en nuestro caso con el
caracter hidrofilico de las cadenas poliméricas. El agua fuertemente adsorbida
sobre las cadenas (via puentes de hidrogeno, principalmente) forma una barrera
fisica y energética que impide la adsorcion de proteinas sobre ellas. La fortaleza
con la cual el agua es adsorbida esta determinada por la naturaleza quimica de la
pelicula (carécter hidrofilico y conformacion estructural de las cadenas), asi como
de la densidad de empaquetamiento de las cadenas (cadenas/nm?) y su longitud

(espesor de la pelicula).” "

Si bien la reaccion de esterificacion no resultdé con la densidad de iniciador
esperada, este hecho podria beneficiar la dindmica del crecimiento del polimero.®”
> por ejemplo, Kim et al. encontraron que una baja concentracién de radicales
(baja densidad de iniciadores) sobre la superficie de una lamina de oro produce
peliculas poliméricas de crecimiento rdpido aunque también una terminacion
rapida.”” Desde el punto de vista de adsorcion de proteinas, la baja densidad del
iniciador se puede compensar dejando crecer el polimero hasta que se obtenga un
espesor adecuado, controlando las condiciones de polimerizacion. Para lograr
este fin, en este trabajo se estudia el efecto de las concentraciones de monémero
y entrecruzante, utilizando como criterio la forma de la banda electroforética del
complejo de rutenio y de la lisozima para evaluar la extension con la cual estas
sondas moleculares interactian con la superficie recubierta del capilar. Eficiencia,
asimetria y area corregida para cada pico se miden bajo condiciones tipicas de
separacion CE.
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El esquema de las condiciones experimentales de polimerizacion ATRP que se
emplea en la presente investigacion se muestra en la Figura 20. Es importante
mencionar que, inicialmente la polimerizacion de HEA se realizé bajo las mismas
condiciones experimentales que su homélogo HEMA; especificamente, el
catalizador [Cu'(bpy).]* y el solvente metanol:agua (1:1). Sin embargo, no se
obtienen buenos resultados en términos de adsorcion de proteinas sobre
capilares, como si sucede cuando la polimerizacion de HEA se realiza con
[Cu'(MesTREN)]" y etanol:agua (4:1). Se sabe que el ligando MesTREN tiene una
constante de estabilidad més de treinta mil veces mayor que la bipiridina en
ATRP,** lo que sugiere que HEA es mucho menos activo que HEMA, al requerir
un catalizador mas potente para obtener un recubrimiento similar al de HEMA en

términos de adsorcién de proteina.

Iniciador BMP )
inmovilizado Catalizador Solvente Mondmero
i
e'ﬂ_' “AAE
N“
0 —r!I—clL;Q etanol:agua N oH
0 / 4:1) /\"/ NN
D_\}SiN\O : [Cu/(MesTREN)J* )
° i AAP
HEA
—l.
N N2 metanol:agua 0
P (1:1) )\r( N Non
C RS o}
[Cul(bpy)2]* HEMA

Figura 20. Esquema de condiciones experimentales ATRP.
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5.4.1. Concentracion de monémeros y entrecruzantes

En la Figura 21 se puede observar que, para todos los monémeros, la EOM no
sufre cambios significativos con la concentracién, manteniéndose a un nivel muy

bajo.

Los perfiles CE de Ru(bpy)s® y lisozima a diferentes concentraciones de AAE
(Figura 22) indican que a bajas concentraciones de monémero (0.5 M a 2 M) se
obtienen las mayores eficiencias y menores asimetrias. Aunque el efecto de la
concentracion sobre el area del pico es menos claro, la menor EOM obtenida es
para estos niveles de concentracion. Asi, 1M es la concentracion de monémero

escogida para futuras peliculas de poliAAE
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Figura 21. Efecto de la concentracion del mondémero sobre la movilidad electroosmética.
Condiciones: capilares de 35.0 cm (longitud efectiva, 26.5 cm) y 50 um id. Cada capilar
se acondicion6 dinamicamente con el electrolito a 7 bar por 15 min. Potencial, 14 kV (40
kV/m, 8.1 pA); tv, 15 min; buffer, PIPPS 25 mM pH 4.0; marcador neutro, DMSO 5 mM,;
inyeccion, 3 s a 50 mbar; deteccion, 200 nm. Las barras de error representan = 1
desviacion estandar (n = 3).
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Figura 22. Efecto de la concentracion del monémero AAE sobre el perfil electroforético
del complejo Ru(bpy)s** (izquierda) y lisozima (derecha). Condiciones: inyeccion
hidrodinamica (3 s a 50 mbar) de 250 uM de Ru(bpy)s** y 0.50 mg/mL de lisozima en
electrolito, potencial aplicado de 14.0 kV (9.8 pA), deteccion a 286 nm (Ru(bpy)s*") y 210
nm (lisozima). El buffer empleado fue PIPPS 25 mM, pH 4.0. Todos los capilares tenian
una longitud total de 35.0 cm, 26.5 cm de longitud efectiva y 50 um id.
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Para los capilares recubiertos con poliHEA, la Figura 23 muestra que la asimetria,
el &rea corregida y la eficiencia Ru(bpy)s®* no varian significativamente en todo el
rango de concentracion del mondmero considerado. Por otro lado, para la
lisozima la tendencia general es que la simetria, la eficiencia y el area corregida
mejoran a medida que aumenta la concentracion del mondémero. Se selecciond la
concentracion 2 M para modificaciones posteriores debido a que altas
concentraciones del monémero hacen que la solucién reaccionante final sea muy
viscosa, lo cual dificulta el paso de esta a través del capilar. Ademas la eficiencia
y asimetria tienden a alcanzar un plateau alrededor de 2 M.Para el caso del
monomero HEMA, la Figura 24 muestra una tendencia general tanto de las areas
corregidas como la eficiencia de Ru(bpy)s®" y lisozima a mejorar (aumentar) a
medida que se aumenta la concentracion del mondmero. Similar a la EOM, el
comportamiento general de la asimetria para las dos sondas es muy estable y baja
en todo el rango de concentracion considerado. Estas observaciones sugieren
gue la polimerizacion de HEMA es bastante “robusta” con respecto a cambios de
la concentracion molar del mondémero. Debido al incremento en las areas
corregidas de ambas sondas a altas concentraciones, se selecciond la
concentracion 4 M para estudios posteriores de polimerizacion de HEMA. En
contraste con el monémero HEA, HEMA no exhibe altas viscosidades a esta

concentracion.

Con el fin de minimizar ain mas las interacciones entre la pared cubierta del
capilar y las proteinas (ver Figura 4), se incorporan pequefias cantidades de
agente entrecruzante en la solucién polimerizante. La Figura 25 ilustra la similitud
estructural entre cada monémero y el correspondiente entrecruzante. Aunque el
entrecuzamiento, como se mencion0 anteriormente, busca mejorar el caracter
non-fouling de la pelicula polimérica, es importante que su concentracidbn no
disminuya la flexibilidad de la cadena polimérica, ni impida el acceso de moléculas
de agua que se puedan asociar con la misma, disminuyendo en ambos la casos la

hidratacion (y por lo tanto, el caracter non-fouling) del recubrimiento.
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mismas empleadas en la Figura 21.
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Figura 25. Estructura de mondémeros y correspondientes entrecuzantes empleados en
este trabajo.

En la Figura 26 se observa que la concentracion de ningan entrecruzamiento tiene
un efecto notable sobre la movilidad electro6smotica, comportamiento similar a
aguel de la concentracion del mondmero. Ademas, es de notar que el flujo del

electrolito en estos capilares se mantiene muy bajo.

La Figura 27 muestra el efecto de incorporar 0.25 a 1 % molar de Bis en la
solucion polimerizante de AAE 1 M. Es evidente en esta figura que el
entrecruzante ejerce un efecto positivo sobre la pelicula polimérica en términos de
menor adsorcion respecto al recubrimiento que no lo es. En general, los
resultados con ambas sondas muestran menor asimetria y mayor area corregida a
concentraciones del entrecruzante Bis de 0.25% molar y superiores. Esa

concentracion se usa en los experimentos posteriores con AAE.
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Figura 26. Efecto de la concentracion del entrecruzante sobre la movilidad
electro6smotica. Las condiciones CE fueron las mismas empleadas en la Figura 21.

Dada la similitud estructural, los resultados del estudio de concentracion de
monomero AAE y Bis fueron extrapolados para el monémero AAP. Debido al
elevado costo de AAP (alrededor de 700 mil pesos por 1 mL de reactivo al 50%)
no se considerd conveniente realizar dicho estudio. La diferencia estructural entre
el mondémero AAE y AAP es Unicamente un grupo metileno, CH,. Asi, la
concentracion de AAP empleada en la modificacion de capilares fue 1.0 M y
0.25% molar de Bis.

El efecto de la incorporacion del entrecruzante EGDA a la solucion polimerizante 2
M de HEA se muestra en la Figura 28. Puede apreciarse que la tendencia de la
pelicula polimérica de HEA a interactuar con Ru(bpy)s?* y lisozima no se ve

afectada significativamente por la incorporacién del entrecruzante. Ya que no



Concentracion de mondmeros y entrecruzantes

28 32
28
e 2 e
= 2 24
© 20 ©
= = 20
[T o
- ~
= . 16
© ©
=2 12 = 12
b b
[ [
£ 8 £ 8
‘» K7
<< 4 < 4
o
0.0 0.5 1.0 1.5 0.0 0.5 1.0 1.5
Concentracion de Bis, % molar Concentracion de Bis, % molar
o 120 o
= = 280
= 110 =
£ £
x 100 x 240
<< go <
2 2 200
E 8o [
o <
g EB/B/EE\‘E\EB/EI g 160
D 60 [=2]
@ @ 120
o o
S 40 o 8o
g g
E 30 E 40
0.0 0.5 1.0 1.5 00 05 1.0 1.5
Concentracion de Bis, % molar Concentracion de Bis, % molar
80 80
- -
o (=)
~ -~
g o M g o
£ £
= =
73 7]
o o
® K]
- 40 = 40
K3 K.}
o o
S 20 E 20
2 O
S S
w w
0.0 0.5 1.0 1.5 0.0 0.5 1.0 1.5
Concentracion de Bis, % molar Concentracion de Bis, % molar

——— AAE-1.25% BIS
—— AAE-1.00% BIS
‘ ——— AAE-0.75% BIS ‘
| —— AAE-0.50% BIS ~
—— AAE-0.25% BIS ‘
‘ —— AAE-0.00% BIS \

Min
Ru(bpy),” Lisozima
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mismas empleadas en la Figura 21.
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Figura 28. Efecto de la concentracién del entrecruzante EGDA sobre el perfil
electroforético del complejo Ru(bpy)s** (izquierda) y lisozima (derecha). Las condiciones
CE fueron las mismas empleadas en la Figura 21.
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afecta negativamente la adsortividad de la pelicula polimérica, pero si podria ser
beneficiosa para su estabilidad electrolitica, en experimentos posteriores se

incorpora una concentracion 0.25 % molar de EGDA en HEA.

Similar a HEA, en la Figura 29 el entrecruzante EGDM para HEMA no afecta
significativamente la tendencia de la pelicula polimérica a adsorber las sondas
moleculares Ru(bpy)s®*y lisozima. Igual que con HEA, se incorpora una pequefia
concentracion de EGDM, 0.25% molar, en la solucion polimerizante de HEMA.

Las Tablas 4 y 5 comparan el efecto de los entrecruzantes sobre el
comportamiento de Ru(bpy)s®*y lisozima respectivamente. Se puede concluir que
la polimerizacidon de AAE requiere del entrecruzante Bis, puesto que mejora los
perfiles de las sondas moleculares Ru(bpy)s** y lisozima en asimetria, area
corregida y eficiencia. En el caso de HEA la presencia del entrecruzante EGDA no
tiene un efecto significativo sobre la banda del complejo Ru(bpy)s?. Sin embargo,
el perfil de lisozima si mejora como resultado de incorporar el entrecruzante, por lo
anterior se considera favorable incorporar EGDA en la polimerizacion de HEA.

Desde el punto de vista de adsorcion de las dos sondas moleculares estudiadas,
la polimerizacion de HEMA, como se menciond anteriormente, no se ve afectada

significativamente por la incorporacion de EGDM como entrecruzante.

5.4.2. Separaciéon CE de proteinas y péptidos

CE puede separar mezclas de proteinas de acuerdo a su electromovilidad, sin
embargo, debido la complejidad de estos solutos, multiples interacciones de tipo
puente de hidrégeno, intercambio iénico e hidrofébico hacen que se adsorban

fuertemente sobre la superficie de silica.”

Eventualmente, si la proteina se
adsorbe completamente sobre la superficie, se modifica el flujo electro6smotico lo

gue conlleva a una menor precision de los tiempos de migracion. En este trabajo
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Figura 29. Efecto de la concentracién del entrecruzante EGDM sobre el perfil
electroforético del complejo Ru(bpy)s** (izquierda) y lisozima (derecha). Las condiciones
CE fueron las mismas empleadas en la Figura 21.
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Tabla 4. Resumen del efecto de entrecruzantes sobre el perfil electroforético del complejo
Ru(bpy)s**

Vet Asimetria  Area corrégi;:ia Eficiencia 3
10 % altura mUAxmin’ platos/m x 10
AAE (1M) 8.5+0.5 66+2 58+1
AAE(1M) - 0.25% Bis 5.5+0.1 7143 60+2
AAP (1M) 4.0+0.2 69+2 481
AAP(1M) - 0.25% Bis 4.0+0.1 77+1 99.1+0.4
HEA 2M 4.8+0.1 108.1+0.5 82+2
HEA(2M) - 0.25% EGDA 5.5+0.2 109+2 82.4+0.6
HEMA (4M) 4.4+0.1 58+2 38.7+0.7
HEMA(4M) - 0.25% EGDM 4.5+0.8 55+4 40+2

Tabla 5. Resumen del efecto de entrecruzantes sobre el perfil electroforético de lisozima

Asimetria Area corregida Eficiencia

10 % altura mUAxmin™ platos/m x 10°
AAE (1M) 1242 161+7 23.7+£0.5
AAE(1M) - 0.25% Bis 6.8+2.1 183122 30.7+0.3
AAP (1M) 11.1+0.7 59+4 36+1
AAP(1M) - 0.25% Bis 2.9+0.2 166+10 38.6+0.2
HEA 2M 7.9+1.4 65117 63+6
HEA(2M) - 0.25% EGDA 8.6+2.2 48+10 55+5
HEMA (4M) 1.3+0.2 98+7 44+3
HEMA(4M) - 0.25% EGDM 1.5+0.2 80+5 58+3
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se ha realizado un gran esfuerzo por obtener recubrimientos poliméricos non-
fouling que permitan separaciones con eficiencias cercanas al millén de platos
tedricos para proteinas.?® Algunas propiedades de las biomoléculas utilizadas se
describen en la Tabla 6. Noétese que, mientras todas las proteinas tienen alto pl,
solo bradiquinina dentro de los péptidos es lo suficientemente bésica como para
exhibir un muy alto pl.

Las separaciones de proteinas y péptidos se realizaron bajo idénticas condiciones
experimentales (potencial, inyeccion, buffer de corrida, etc.) en todos los capilares.
El buffer empleado para las separaciones es una mezcla de acido lactico y el
aminoacido GABA (por sus siglas en Inglés, »aminobutyric acid) con pH final 3.7,

1.8 Este buffer permitio

ampliamente utilizada en electroforesis convencional de ge
una mejor separacion de proteinas comparado con PIPPS. Es importante
destacar que la naturaleza, concentracion y pH del buffer son variables cuya
importancia solo es superada por la calidad del recubrimiento polimérico de las

paredes internas de los capilares.

Tabla 6. Biomoléculas empleadas para la evaluacion CE de capilares recubiertos
con peliculas poliméricas hidrofilicas.*

Biomoléculas Origen pl? P.M (Da)
Lisozima Clara de huevo de pollo 11.35 14307
Citocromo C Corazén de equino 10.0-10.5 12384
Citocromo C Corazon de bovino 10.0- 10.5 12327
Ribonucleasa A Péancreas de bovino 9.6 13700
Tripsina Pancreas de bovino 10.1-10.5 24000
Tripsinégeno Pancreas de bovino 9.3 237000
a-Quimotripsind6geno Pancreas de bovino 8.97 25600
Angiotensina H1 Sangre de humano 7.62 1296
Angiotensina H2 Sangre de humano 8.0 1046
Bradiquinina Sangre de humano 115 1060
Oxitocina Sangre de humano 6.96 1007

'Datos obtenidos de http://www.sigmaaldrich.com
’Los datos de pl de los péptidos fueron calculados de acurdo con http://www.isoelectric.ovh.org


http://www.sigmaaldrich.com/
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Las Figuras 30 a 32 comparan los cuatro recubrimientos con agente entrecruzante
con respecto a la separacién de tres mezclas de proteinas. Comparado con los
demas mondmeros entrecruzados, el recubrimiento de AAP-Bis exhibe los picos
mas altos y delgados para todas las mezclas. Notese, sin embargo, que todos los
recubrimientos entrecruzados exhiben muy buenos perfiles de separacién para la
mezcla de péptidos (ver Figura 33), incluyendo bradiquinina (pl 11.5).
Especificamente, HEMA-EGDM y AAP-Bis exhiben las mejores simetrias (2.9 y

4.0 respectivamente) para este soluto.

La Tabla 7 muestra las eficiencias del primer pico en la separacion de proteinas
basicas (Figuras 30 a 32) y el tercer pico (bradiquinina) en la separacion de
péptidos (Figura 33). Es claro que en este Ultimo caso se seleccion6 bradiguinina
por tener el mas alto pl (mas basico). Puede notarse que las mejores eficiencias
se obtienen para los capilares modificados con AAP entrecruzado con Bis. Debe
ademas destacarse que AAP-Bis fue el Unico con que se logro la separacion de
dos mezclas de proteinas adicionales que se muestran en la Figura C1 del
Apéndice C. Bajo las condiciones de CE empleadas en esta comparacion de
recubrimientos, puede notarse que los capilares recubiertos con AAE-Bis no

exhibieron una satisfactoria separacion en la mayoria de las mezclas de proteinas

Tabla 7. Eficiencias de proteinas y péptidos separados a pH 3.7 en capilares con
recubrimientos hidrofilicos entrecruzados (n = 3).

Recubrimiento Eficiencia’ (platos/m) x 10*
el A Figura 30 Figura 31 Figura 32 Figura 33
AAE-Bis 3242 6.0+0.1
AAP-Bis 26.68+0.03 23.9+0.6 27.0+0.3 5.38+0.02
HEA-EGDA 0.24+0.04 32+4 1.32+0.06 4.40+0.08
HEMA-EGDM 21.3+0.8 23.3+0.8 1742 5.8+0.2

'L as eficiencias fueron calculadas para lisozima (Figuras 30 y 32), citocromo C, bovino
(Figura 31) y braddiquinina (Figura 33).
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Figura 30. Separacion de mezclas de proteinas en capilares polimerizados recubiertos
con cuatro polimeros hidrofilicos entrecruzados. Condiciones: capilar de 35.0 cm
(longitud efectiva, 26.5 cm) y 50 um id; potencial, 14 kV (40 kV/m, 9.0 pA); buffer, acido
lactico25 mM / GABA 36 mM a pH 3.7; concentracion de proteinas 0.2 mg/mL en agua;
inyeccion, 9 s a 20 mbar; deteccion, 200 nm. Solutos: (a) lisozima, (b) ribonucleasa A y
(c) a-quimotripsindgeno.
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Figura 31. Separacion de mezclas de proteinas en capilares polimerizados recubiertos
con cuatro polimeros hidrofilicos entrecruzados. Las condiciones CE son las mismas que
fueron empleadas en la Figura 31. Solutos: (a) citocromo C, bovino, (b) tripsinégeno y (c)

a-quimotripsinégeno,
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Figura 32. Separacion de mezclas de proteinas en capilares polimerizados recubiertos
con cuatro polimeros hidrofilicos entrecruzados. Las condiciones CE son las mismas que
fueron empleadas en la Figura 31. Solutos: (a) lisozima, (b) ftripsina y (c) a-

quimotripsin6geno
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Figura 33. Separacion de mezclas de péptidos en capilares polimerizados recubiertos con
cuatro polimeros hidrofilicos entrecruzados. Las condiciones CE son las mismas
empleadas en la Figura 31. Solutos: (a) angiotensina-H;, (b) angiotensina-H,, (c)
bradiquinina y (d) oxitocina



evaluadas, lo que sugiere una pobre polimerizacion de este caso. Estos
resultados son consistentes con el andlisis previo de este monémero (ver, por
ejemplo, la Figura 16). Sin embargo, no se descarta que la polimerizacion de
AAE-Bis sea Util para la separacion de otras biomoléculas como péptidos, para el

cual mostré buena eficiencia en la separacioén (ver Figura 33).

Las Figuras 34 a 36 comparan los cuatro recubrimientos sin agente entrecruzante
con respecto a la separacion de las mismas tres mezclas de proteinas.
Comparados con los demas, los recubrimientos de HEMA y, en menor extension,
HEA exhiben los picos mas altos y delgados para todas las mezclas. Igual que
con los recubrimientos entrecruzados los péptidos exhiben muy buenos perfiles de

separacion, como se muestra en la Figura 37.

La Tabla 8 muestra las eficiencias del primer pico en la separacién de proteinas
basicas (Figuras 34 a 36) y el tercer pico (bradiquinina) en la separacion de
péptidos (Figura 37) para los recubrimientos no entrecruzados. Noétese que las
mejores eficiencias se obtienen para los capilares modificados con HEMA vy, en
menor extension, HEA. Los capilares recubiertos con AAE y AAP no exhibieron

satisfactorias separaciones en la mayoria de la mezclas de proteinas evaluadas.

Para mostrar el efecto del entrecruzamiento sobre los polimeros, es necesario
comparar cada uno de los monémeros con y sin agente entrecruzante para cada
mezcla individual de proteinas. Con el fin de dar mayor claridad, estas
comparaciones se muestran directamente en las Figuras C2 a C5 del Apéndice C.
Obsérvese que para AAE el efecto de afadir Bis fue negativo en casi todas las
mezclas (ver Figura C2). El efecto negativo del agente entrecruzante es mucho
mas claro en el caso de HEA y HEMA (Figuras C4 y C5 respectivamente).
Igualmente claro es el efecto positivo de agregar Bis durante la polimerizacion de
AAP (Figura C3).
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Figura 34. Separacion de mezclas de proteinas en capilares polimerizados recubiertos
con cuatro polimeros hidrofilicos no entrecruzados. Las condiciones CE son las mismas
que fueron empleadas en la Figura 31. Solutos: (a) lisozima, (b) ribonucleasa A y (c) a
quimotripsinogeno.
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Figura 35. Separacion de mezclas de proteinas en capilares polimerizados recubiertos
con cuatro polimeros hidrofilicos no entrecruzados. Las condiciones CE son las mismas
que fueron empleadas en la Figura 31. Solutos: (a) citocromo C, bovino, (b) tripsindgeno y
(c) a-quimotripsinégeno,
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Figura 36. Separacion de mezclas de proteinas en capilares polimerizados recubiertos
con cuatro polimeros hidrofilicos no entrecruzados. Las condiciones CE son las mismas
que fueron empleadas en la Figura 31. Solutos: (a) lisozima, (b) tripsina y (c) a-

quimotripsinogeno.
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Figura 37. Separacion de mezclas de proteinas en capilares polimerizados recubiertos
con cuatro polimeros hidrofilicos no entrecruzados. Las condiciones CE son las mismas
que fueron empleadas en la Figura 31. Solutos: (a) angiotensina-H,, (b) angiotensina-H,,
(c) bradiquinina y (d) oxitocina.



Tabla 8. Eficiencias de proteinas y péptidos separados a pH 3.7 en capilares con
recubrimientos hidrofilicos no entrecruzados (n = 3).

Recubrimiento Eficiencia® (platos/m) x 10*
pellmEriee Figura34  Figura35  Fi Figura 37
AAE 4415 5+1 5.6+0.1
AAP - 39.2+0.7 5.6£2.3 5.51£0.3
HEA 40.2+0.4 30+2 391 5.09£0.03
HEMA 3245 29+1 41+4 6.75+0.09

!Las eficiencias fueron calculadas para lisozima (Figuras 34 y 36), citocromo C, bovino
(Figura 35) y braddiquinina (Figura 37).

En general, las separaciones obtenidas en la mayoria de los capilares modificados
fueron exitosas, obteniéndose altas eficiencias que llegan en muchos casos a
decimas de millones de platos teodricos. También se destaca la alta
reproducibilidad de los tiempos de migracion en la mayoria de las separaciones
obtenidas. Esto se muestra en las Tablas 9 y 10. Puede observarse que, con
algunas pocas excepciones, los tiempos de migracion exhiben una variabilidad
menor que 1 % en desviacion estandar relativa. Con el proposito de visualizar el
efecto de incorporar el polimero en la superficie, se afiaden en el apéndice C6
electroferogramas correspondientes a la separacion de dos mezclas de proteinas
en un capilar nativo (no modificado). Puede notarse una mejorara considerable

respecto aquellos modificados con las peliculas poliméricas.



Tabla 9. Precision en tiempos de migracion de proteinas y péptidos separados a
pH 3.7 en capilares con recubrimientos hidrofilicos entrecruzados (n = 3).

Recubrimiento
polimérico

Tiempo de migracion, min (%RSD)"

Figura 30 Figura 31 Figura 32 Figura 33
AAE-Bis 3.33(0.29) 5.92 (0.22)
AAP-Bis 4.09 (0.06) 3.93 (0.19) 4.05(1.21)  5.11(0.18)
HEA-EGDA 3.56 (0.52) 3.36 (0.68) 3.74(0.34)  6.41(3.10)
HEMA-EGDM 3.73(0.11) 3.66 (0.22) 3.76(0.32)  4.79(10.8)

"Los tiempos de migracién corresponden a lisozima (Figuras 30 y 32), citocromo C, bovino

(Figura 31) y bradiquinina (Figura 33).

Tabla 10. Precision en tiempos de migracion de proteinas y péptidos separados a
pH 3.7 en capilares con recubrimientos hidrofilicos no entrecruzados (n = 3).

Recubrimiento
polimérico

Tiempo de migracion, min (%RSD)*

Figura 34 Figura 35 Figura 36 Figura 37
AAE 4.18 (0.25) 4.26 (0.51) 6.07 (1.14)
AAP 3.78 (0.04) 3.87 (0.13) 6.79 (0.95)
HEA 4.42 (0.71) 4.26 (0.07) 4.43 (0.07) 6.04 (2.47)
HEMA 4.19 (3.35) 4.33 (0.77) 4.29 (2.15) 5.08 (1.44)

!Los tiempos de migracién corresponden a lisozima (Figuras 34 y 36), citocromo C, bovino
(Figura 35) y bradiquinina (Figura 37).
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6. CONCLUSIONES Y TRABAJO A FUTURO

El presente proyecto desarrolld una variedad de peliculas poliméricas hidrofilicas
confinadas a la superficie de silica, mediante un esquema sintético que involucré
el anclaje previo del iniciador BMP seguido por la polimerizacibn ATRP de varios
mondmeros sobre este. La inmovilizacion del iniciador se llevé a cabo en dos
pasos: primero se anclan moléculas de propanol sobre la superficie, y luego se
esterifican estas con el bromuro de BMP. Si bien la modificacion con grupos
propanol alcanz6 coberturas muy altas, en la reaccion esterificacion solo tres de
cada diez grupos propanol inmovilizaron un grupo iniciador BMP. A pesar de la
baja densidad del iniciador BMP anclado, se obtuvieron peliculas poliméricas que
permitieron la separacion exitosa de varias mezclas de proteinas bésicas,
alcanzandose eficiencias proximas al millon de platos tedricos por metro y muy
buena reproducibilidad de los tiempos de migracién. Ademas de las condiciones
especificas de reaccion (catalizador, solvente, etc.), el efecto de incorporar un
agente entrecruzante a la solucion de monomero dependi6 mayormente de la
naturaleza de este, siendo positivo en el caso de las amidas AAP y, en menor
grado, AAE, y negativo en el caso de los ésteres HEA y HEMA. Los
recubrimientos que obtuvieron las mejores separaciones de proteinas fueron los
polimeros de HEMA sin entrecruzar y AAP entrecruzado con Bis.

A pesar que se lograron grandes progresos hacia la obtencién de recubrimientos
non-fouling, dos aspectos deben resolverse antes de obtener un capilar
completamente libre de adsorcidén de proteinas. La eficiencia en la inmovilizacién
del grupo iniciador BMP —o de cualquier otro igualmente o mas efectivo que este—
deberd mejorarse de tal manera que pueda haber un control éptimo sobre la
polimerizacion ATRP de los monomeros mas promisorios, AAP y HEMA. Este
trabajo se iniciara en un futuro muy proximo. El otro aspecto tiene que ver con la
verificacion que los recubrimientos obtenidos en este proyecto son de verdad mas
estables hidroliticamente que los que se encuentran en la literatura o en el

mercado. Este trabajo se encuentra bajo desarrollo en la actualidad y parece que

73




CONCLUSIONES Y TRABAJO A FUTURO

el mondmero AAP satisface las expectativas asociadas con la N-sustitucion en su
estructura de amida. Pero ese es el objeto de otro reporte de nuestro grupo de

investigacion.
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APENDICE A

Efecto de la concentracion de Ru(bpy)s®* y lisozima sobre su perfil CE
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Figura A 1. Efecto de la concentracion de solutos sobre la asimetria y area corregida del
pico del complejo Ru(bpy)s** (lado izquierdo) y lisozima (lado derecho) en capilar (A) sin
madificar, (B) hidrurado (C) propanolado. Todos de un mismo lote y dimensiones al igual
que en la Figura 12.
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NMR 3C CP-MAS de silica particulada recubierta con poliAAE y poliHEMA
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Figura B 1. Espectro poliAAE anclado sobre silica (Nucleosil™)

poliHEMA
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Figura B 2. Espectro de poliIHEMA anclado sobre silica (Nucleosil™)
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APENDICE C

SEPARACIONES CE DE PROTEINAS

a) Citocromo C, equino Mezcla A a)  Citocromo C, equino Mezcla B
b)  Citocromo C, bovino b)  Citocromo C, bovino
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Figura C 1. Electroferogramas para la separaciéon de mezclas de proteinas basicas, en

capilar polimerizado con AAP-Bis. Las condiciones CE son las mismas que fueron
empleadas en la Figura 31.
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Figura C 2. Separacién de mezclas de proteinas en capilares polimerizados recubiertos
con cuatro polimeros hidrofilicos de AAE entrecruzados y no entrecruzados. Las
condiciones CE son las mismas que fueron empleadas en la Figura 31.
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Figura C 3. Separacion de mezclas de proteinas en capilares polimerizados recubiertos
con cuatro polimeros hidrofilicos de AAP entrecruzados y no entrecruzados. Las
condiciones CE son las mismas que fueron empleadas en la Figura 31.
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Figura C 4. Separacion de mezclas de proteinas en capilares polimerizados recubiertos
con cuatro polimeros hidrofilicos de HEA entrecruzados y no entrecruzados. Las

condiciones CE son las mismas que fueron empleadas en la Figura 31.
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Figura C 5. Separacion de mezclas de proteinas en capilares polimerizados recubiertos
con cuatro polimeros hidrofilicos de HEMA entrecruzados y no entrecruzados. Las
condiciones CE son las mismas que fueron empleadas en la Figura 31.
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Figura C 6. Separacion de mezclas de proteinas en capilares no modificados (nativos).
Las condiciones CE son las mismas que fueron empleadas en la Figura 31.
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