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Glosario

BET: isoterma de Brunauer- Emmett- Teller
bis-CDMPC: bis-(3,5-dimetilfenil) carbamato de celulosa
cLC: cromatografia de liquidos capilar

CiOH: ciclohexanol

DDOH: dodecanol

DEA: dietilamina

DMAc: dimetilacetamida

EDMA: dimetacrilato de etilenglicol

FA: formamida

GMA: metacrilato de glicidilo

HAc: acido acético

HCap: acido caproico

hex: n-hexano

HFor: acido formico

HPAA: acido poliacrilico

HPLC: cromatografia de liquidos de alta performance
i-prOH: isopropanol

LPO: peroxido de lauroilo

meOH: metanol

MIP: porosimetria de intrusiéon de mercurio

MTMS: metil(trimetoxi) silano

SEM: microscopia electronica de barrido

TEOS: tetraetoxi silano

TFA: acido trifluoroacético

tris-CDMPC: tris-(3,5-dimetilfenil) carbamato de celulosa

v-MAPS: metacrilato de 3-(trimetoxisilil) propilo



1. Introduccidn general




1.1. Sistemas de HPLC tradicionales y miniaturizados: cromatografia

rapida, eficiente y sustentable

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia (o0 HPLC por las siglas en inglés) es una
técnica ampliamente utilizada en quimica analitica tanto cuali- como cuantitativa. Como
para cualquier técnica analitica, resulta un desafio constante optimizar la sensibilidad,
eficiencia, robustez, resolucion y tiempo de andlisis para el desarrollo de métodos,
debido a que existe una relacion de compromiso entre dichos pardmetros, por lo que en

el transcurso del tiempo se han propuesto diferentes formas de abordar este desafio.

A fines de la década de 1960, Horvat y col.[1] desarrollaron columnas, denomiadas
“microbore”, de diametros angostos (0,5mm), lo cual permitia tener una buena
sensibilidad, ya que la dilucion (D) que sufren los analitos en el proceso cromatografico
es proporcional al cuadrado del radio de la columna, como se observa en la Ecuacion
1.1.

D= Co _ gmr?(1+k)V2nLH (1.1)

Cmax Viny

En esta expresion, Cy es la concentracion inicial del analito, C,,, la concentracion en el
maximo del pico cromatogréfico, €, » [cm] y L [cm], la porosidad total, el radio y largo
de la columna, A [cm] la altura equivalente de plato teorico y v;,, [mL] el volumen de

inyeccion.

Sin embargo, para lograr buenas eficiencias, las columnas microbore desarrolladas por
Horvat y col. requerian una longitud de 1m, por lo que las condiciones operacionales
quedaban restringidas a caudales muy bajos para que la presion del sistema no sea
demasiado elevada, lo cual implicaba tiempos de andlisis muy largos. La limitacion mas
grande para este tipo de columnas, estaba dada por el equipamiento de esa €poca, el cual
poseia volimenes muertos grandes en relacion al tamafio de la columna, generando una

gran dispersion en los perfiles de distribucion de los analitos.

A principios de la década de 1970, Majors y col.[1] desarrollaron columnas con un
empaquetamiento eficiente de fases estacionarias microparticuladas, de dimensiones

mas apropiadas para los equipamientos de la época, dando lugar a las columnas



convencionales utilizadas hasta el dia de hoy de 4,6mm de didmetro interno y 25cm de

longitud.

A pesar de la gran versatilidad de las columnas particuladas, éstas poseen algunas
limitaciones, el volumen muerto interparticula, asi como la fase movil estanca en el
interior de las particulas porosas aumentan la dispersion de los analitos, resultando en
un ensanchamiento de los picos cromatograficos[2]. Por este motivo, han surgido
nuevos materiales para soportes de columnas cromatograficas, tales como las particulas
de didmetro menor a 2um, las particulas de nucleo solido y las columnas monoliticas.

Una descripcion mas detallada de estos materiales se desarrolla en la Seccion 1.2.

Las columnas monoliticas estan formadas por lechos porosos continuos (monolitos) que
han surgido para su uso en cromatografia de liquidos a fines de la década de 1980,
cuando Hjertén y col. desarrollaron un monolito de poliacrilamida[3]. A principios de
1990, Svec y col. utilizaron una columna monolitica de polimetacrilato para
cromatografia de liquidos en fase inversa[4] y en 1996, Tanaka y col. desarrollaron una

columna monolitica de silice, la cual también fue utilizada en HPLC en fase inversa[5].

Por otro lado, el desarrollo tecnoldgico de los equipos de HPLC ha dado lugar a nuevas
alternativas al lograr miniaturizar los equipos comerciales[6], dando lugar a las escalas
micro, capilar (cLC) y nano para cromatografia de liquidos, cuyas dimensiones,
capacidad de carga de muestra y caudales tipicos se muestran en la Tabla 1.1. De esta
manera, no solo se logran analisis sensibles, eficientes y rapidos, sino que se utilizan

bajos volimenes de solventes como fase movil.

Tabla 1.1. Dimensiones, capacidad de carga y caudales tipicos empleados en columnas para
analisis de HPLC a escala micro, capilar y nano[6].

Diametro de la columna Capacidad de carga Caudal

(mm) (ng) (uL/min)
micro-LC 2,1-0,5 50-500 10-300
cL.C 0,5-0,15 1-50 1-15
nano-LC <0,15 <1 <1

La reduccién de desechos nocivos para el ambiente es uno de los objetivos de la

Quimica verde, término acufiado por Anastas y Warner en 1998[7]. El objetivo es
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disefiar productos quimicos y procesos mas seguros, limpios y energéticamente
eficientes que reduzcan o eliminen el uso o la generacion de sustancias perjudiciales. La
aplicacion de la quimica verde (o quimica sustentable o eco-compatible) a la quimica
analitica se puede definir como “el empleo de técnicas y metodologias analiticas que
reducen o eliminan solventes, reactivos, conservantes y otros quimicos que son
peligrosos tanto para la salud humana como para el ambiente y que, por otro lado,

generen analisis rapidos y eficientes sin comprometer el desempefio de los mismos”[8].

Asi, una opcidn actual para cumplir con estos objetivos y que es el tema del presente
trabajo de tesis, es el empleo de un sistema combinado de HPLC miniaturizado con
columnas capilares monoliticas, que permita separaciones rapidas y eficientes tratando

de cumplir los principios de la quimica verde.
1.2. Nuevos materiales para columnas rellenas en HPLC

En un proceso cromatografico, los analitos sufren una serie de fenomenos que generan
dispersion en sus perfiles de distribucion, lo cual produce ensanchamiento o dispersion
de los picos cromatograficos. El ancho de los picos en un cromatograma se debe
principalmente a estos fenomenos de dispersion que ocurren dentro de la columna. En
una columna rellena, existen tres factores que contribuyen a esta dispersion: la difusion
de los analitos a lo largo de la columna (difusion longitudinal), la resistencia a la
transferencia de masa tanto en la fase movil como en la fase estacionaria y la
multiplicidad de recorridos que puede atravesar el analito por la presencia de las
particulas del relleno. El efecto de cada uno de estos fendmenos se encuentra reflejado

en la ecuacion de van Deemter[9]:
B
H=A+;+Cu (1.2)

Donde H es la altura equivalente de plato tedérico y los términos 4, B y C reflejan la
contribucion por multiplicidad de recorridos, la difusion longitudinal y la resistencia a la
transferencia de masa, respectivamente. Las expresiones matematicas de los términos 4,
By C de van Deemter se muestran en la Tabla 1.2. Como puede observarse, tanto
particulas pequefias como espesores de film delgados contribuirdn a una mayor
eficiencia en el analisis, dado que disminuird H, que se relaciona con el ancho del pico

cromatografico de acuerdo a la Ecuacion 1.3.



H= sLE (@)2 (1.3)

donde L es la longitud de la columna, ¢, el tiempo de retencion del analito y w;,, el

ancho del pico a la mitad de su altura.

Tabla 1.2. Expresiones matematicas de los términos de la ecuacion de van Deemter.

Término Origen Expresion matematica
A multiplicidad de recorridos A =2d,
B difusion longitudinal B = 2yD,, + 2kD;
resistencia a la transferencia de 2 k d? 1+ 6k+ 11k? d?
masa 15 (1 + k)% Dy 241+ k)? D,y

d,: didmetro de las particulas, A: término relacionado con la homogeneidad del
empaquetamiento, y: constante que considera el flujo de la fase movil fluye a través de un lecho
particulado, &: factor de retencion del analito, D,, y D;: coeficientes de difusion del analito en la
fase movil y estacionaria respectivamente y d: espesor del film de la fase estacionaria.

Como se menciond en la Seccion 1.1, la optimizacion de las condiciones experimentales
en un analisis cromatografico siempre es un tema critico a la hora de desarrollar un
método separativo. Se busca lograr la mayor eficiencia posible en la separacion
(méximo numero de platos tedricos, NV, por unidad de longitud de la columna), para lo
cual se debe trabajar en el minimo de la curva de van Deemter donde la altura
equivalente de plato teoérico, H, es minima. Sin embargo, en general esta condicion de
mayor eficiencia ocurre a una velocidad lineal baja, lo cual implica tiempos de analisis

largos.

Por otro lado, tiempos de analisis cortos se logran en relacion directamente proporcional
a la pendiente de la curva de van Deemter en la seccion en la que domina el término C,
por lo que a medida que se acorta el tiempo de analisis, se pierde eficiencia. Esta es una
relacion de compromiso presente al emplear las tradicionales particulas porosas de silice
de 5um, pero se ha intentado superar con el desarrollo de nuevos materiales que se
utilizan como soportes de columnas de HPLC, entre los que se encuentran las particulas
de didmetro menor a 2 um (sub-2um), particulas de nucleo sélido y los materiales

monoliticos.



1.2.1. Particulas sub-2um

El didmetro de las particulas afecta directamente a los términos 4 y C de la ecuacion de
van Deemter, por lo que en pos de aumentar la eficiencia de las columnas
cromatograficas, se han utilizado particulas cada vez mas pequenas como relleno. Es asi
que han surgido columnas comerciales con particulas de didmetros menores a 2um. De
esta manera, no so6lo se logran mayores eficiencias respecto a las columnas
convencionales, sino que ademads, aquellas no se ven comprometidas al trabajar a
caudales altos. Sin embargo, de acuerdo a la ley de Darcy (Ecuacién 1.4), la presion del
sistema cromatografico aumenta al reducir el tamafio de las particulas con una

dependencia cuadratica[10].

AP = @ TLIL—;‘ (1.4)
p
La caida de presion (4P [Pa]) depende de la viscosidad (1 [Pa.seg]) y velocidad lineal (u
[cm/seg]) de la fase movil, la longitud de la columna (L [cm]), el didmetro de las
particulas (d, [cm]) y un factor de resistencia @ que es la relacion entre el cuadrado del
diametro de particula y la permeabilidad cromatografica (By)(Ecuacion 1.5)[11].

2
- %
By

® (1.5)
Debido a que la presion que necesita aplicarse al sistema es muy elevada, se requieren
equipos de cromatografia de liquidos de ultra alta presion (UHPLC segun la sigla en

inglés), capaces de trabajar en esas condiciones.

Existen ciertas limitaciones que hacen que la eficiencia hallada en la préctica sea menor
a la predicha en forma teodrica, como por ejemplo: 1) el calor generado por la friccién
causada por las altas presiones desarrolladas, causa un gradiente de temperatura en la
columna en sentido radial, provocando ensanchamiento de los picos[12], 2) la dificultad
experimental de lograr un buen empaquetamiento de las particulas tan pequefias al
fabricar la columna y 3) que el cromatografo posea volimenes extracolumna pequeiios

para no producir un ensanchamiento de los picos mayor al de la propia columna[13].



1.2.2. Particulas de nucleo solido

Las particulas de nucleo solido, llamadas también “fused core” o “core shell”, son
particulas que contienen un nuicleo no poroso y una capa externa porosa de espesor muy
reducido (Figura 1.1). De esta manera, los analitos pueden difundir unicamente en la
capa porosa externa de las particulas, por lo que no sélo disminuye el largo del camino
que recorren, sino que lo hace también el volumen de fase movil estanca que se
encuentra dentro de los poros. Asi, al ser mas facil el acceso de los analitos a los sitios
activos de la fase estacionaria, disminuye el término C de la ecuacion de van

Deemter[14].

(@)

2.7

Figura 1.1. (a) Esquema[15] y (b) imagen SEM de la seccion transversal de una particula de
nucleo solido de 3,4um de didmetro total y 0,2um de capa porosa[16].

Por otro lado, la reduccion del volumen muerto de la columna debido a la presencia de
los nucleos sélidos de las particulas, disminuye el volumen en que puede ocurrir la
difusion longitudinal de los analitos, disminuyendo también el término B de van
Deemter[17]. Ademas, este tipo de particulas se caracteriza por tener una distribucion
de tamafios muy angosta, lo cual también favorece la homogeneidad de su
empaquetamiento. Ambos factores disminuyen el término 4 de van Deemter[13].
Existen columnas comerciales con particulas core shell de diferentes tamafos, algunas
de diametro menor a 2um que requieren de equipos de UHPLC y otras de didmetros

mayores, por lo que pueden ser utilizadas en equipos de HPLC convencionales.

1.2.3. Polimeros monoliticos

Los polimeros monoliticos, o monolitos, son s6lidos porosos sintetizados en una Unica

pieza que ocupa todo el volumen de la columna. Presentan una distribucién bimodal de



poros formada por macroporos con diameros mayores a 50nm y mesoporos con
diametros entre 2 y 50nm, muy abundantes en monolitos de silice pero dificiles de
obtener en monolitos poliméricos organicos[18-21]. En la Figura 1.2 se observa esta

distribucidon bimodal en un monolito de silice.

macroporos

mesoporos

-

EHT = 2.00 kv Signal A = SE2 Date :28 Nov 2017
Photo No. = 27068 Time :14:37:38

Figura 1.2. Imagen SEM de un monolito de silice, donde se observan los macroporos y
mesoporos.

Los macroporos otorgan una permeabilidad mucho mayor a la de las columnas
particuladas y permiten un rapido acceso de los analitos a la fase estacionaria. Los
mesoporos proporcionan los sitios de interaccion con los analitos y es alli donde
ocurren rapidos equilibrios de adsorcidon-desorcion. Debido a la presencia de
macroporos, el término C de van Deemter es pequefio o inexistente dado que la mayor
parte del flujo es convectivo al no haber practicamente fase mévil estanca, razén por la
cual es posible trabajar a altos caudales sin desarrollar caidas de presion muy elevadas

ni comprometer la eficiencia[17].

Los monolitos pueden sintetizarse en el interior de un molde de tamafio estandar para
una columna de HPLC vy, dado el encogimiento que sufren, se traspasa posteriormente
el material poroso a la columna analitica definitiva del tamafo apropiado. También se
los puede sintetizar directamente dentro de tubos capilares para ser utilizados como
columnas de micro o nano-HPLC sin la necesidad de tapones de retencion (“fritas™)
terminales para retener el relleno como ocurre en columnas particuladas. Esto es una
gran ventaja dado que estas fritas se pueden ocluir con muestras complejas con el

consecuente aumento de la presion del sistema o la generacion de picos “fantasma” en

9



los cromatogramas. Los monolitos son materiales muy versatiles, ya que pueden ser
sintetizados en el laboratorio y modular sus propiedades quimicas y estructurales al
variar el tipo de mondmero de partida y las condiciones experimentales de reaccion. Sin
embargo, se ha observado que la sintesis de estos materiales genera lechos con una
distribucion de poros asimétrica en sentido radial, con el consecuente ensanchamiento

de los picos[22].

Quimicamente, los monolitos pueden ser de naturaleza organica o inorganica. Los
tipicos monolitos inorganicos son los preparados a partir de silice (Si0;). Estos dos
tipos de materiales presentan caracteristicas diferentes. En la Tabla 1.3 se mencionan

las propiedades distintivas de ambos tipos de monolitos.

También se han sintetizado monolitos hibridos, que combinan las ventajas de ambos
tipos de materiales, por ejemplo, monolitos organicos con distintos tipos de
nanomateriales, logrando asi aumentar significativamente el area superficial de las
columnas[28]. Ademas, se han preparado monolitos de silice en los que se reemplazo
parte del precursor de silicio con un silano que posee una cadena organica, evitando asi
la funcionalizacién post-sintesis[29,30] y reduciendo el encogimiento que ocurre en la

preparacion de los mismos, tipico del procedimiento de sintesis.
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Tabla 1.3. Comparacion de las caracteristicas de los monolitos organicos e inorganicos.

Monolitos organicos

Monolitos de silice

Estructura

Distribucion de

Area
superficial

Estabilidad con el pH Mecanismo de

Modificacion

poros

polimerizacion

superficial

Globulos interconectados que se hinchan al

solvatarse

Bimodal con

presencia

predominante  de
macroporos (0,05-10 um)[23], y en menor medida

mesoporos (2-50nm)[24]

Generalmente del orden de 10m*/gr[20]

Radicalaria

Desde fuertemente acidos hasta fuertemente
alcalinos. Depende de la estabilidad de los grupos
funcionales pendientes, asi como del material
soporte en el que se sintetiza el monolito (en
columnas capilares es muy frecuente utilizar

capilares de silice fundida)

Gran cantidad de reacciones de modificacion

superficial segin los grupos funcionales

provenientes del monémero utilizado

Poros rigidos con dominios de fase pequefios

Bimodal con presencia de macroporos (0,05-

10pm)[25], y mesoporos (5-20nm)[26]

En general del orden de 300m?/gr[27]

Sol-gel

Desde hasta levemente

alcalinos (pH=8)[14]

fuertemente 4acidos

Como reactivos derivatizantes se deben usar
trialcoxisilanos o triclorosilanos con el grupo

funcional que se desea agregar al monolito
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En la Figura 1.3 se encuentran graficas de van Deemter para columnas comerciales
monolitica (Chromolith Fast Gradient), con particulas de nticleo solido (Kinetex y

Ascentis Express) y con particulas sub-2um (Aquitty BEH e Hypersil Gold).

16
+ Chromolith FastGradient
4 Kinetex 2.6 um
AT [y sen oy [ e e e
* Ascentis Express 2.7 um
12 $---{ = Hypersil Gold 1.9 um
3
3 10
B
w 81
iL
64
44
2

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09
linear velocity (cm/sec)

Figura 1.3. Curvas de van Deemter para estradiol en columnas conteniendo particulas de nucleo
solido de 2,6 y 2,7um (Kinetex y Ascentis Express respectivamente), particulas sub-2pum
totalmente porosas de 1,9 y 1,7um (Hypersil Gold y Acquity BEH respectivamente) y una
columna monolitica de silice (Chromolith Fast Gradient). Fase movil: ACN/H,0O (48:52),
Viny=0,5uL, A=215nm, T=35°C[31].

1.3. Quiralidad

Se denominan moléculas quirales a aquellas que poseen un elemento de asimetria (por
ejemplo un centro, un eje o un plano, como se muestra en la Figura 1.4) y por lo tanto
tienen la posibilidad de adoptar dos configuraciones espaciales diferentes, que
constituyen isomeros Opticos[32]. Estos isomeros, también denominados enantiomeros,
son imagenes especulares entre si, no superponibles, que presentan exactamente las

mismas propiedades fisicas y quimicas en un entorno no quiral.

Muchas macromoléculas naturales, tales como proteinas, polisacaridos y acidos
nucleicos, entre otras, estan compuestas por unidades estructurales enantioméricas. En
un entorno quiral como el de la naturaleza, los enantidémeros pueden presentar funciones
biologicas diferentes[33]. Muchos farmacos, aditivos alimenticios y agroquimicos

quirales presentan actividad diferencial para cada enantiomero[34], en particular, los
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enantidmeros de contaminantes quirales pueden presentar diferentes toxicidades o

velocidades de degradacion.
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/ NG | : :
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Figura 1.4. Moléculas quirales con un (a) centro, (b) eje y (¢) plano de asimetria.

Es necesario, por lo tanto, que existan métodos que permitan separar quiralmente
racematos, es decir mezclas que contienen una proporcion 50:50 de cada enantiémero,
para poder evaluar la presencia y/o abundancia relativa de uno o ambos enantidmeros,
asi como poder cuantificarlos individualmente. Sin embargo, debido a que los
enantidmeros presentan iguales propiedades fisicoquimicas, es necesario someter al
racemato a un entorno quiral para poder aprovechar alguna interaccion
enantioespecifica que genere diasteromeros, es decir isomeros en los que una de las
conformaciones no es la imagen especular de la otra, con propiedades fisicoquimicas
diferentes que puedan entonces separarse por los métodos cromatograficos no quirales

convencionales.
1.4. Cromatografia quiral

Los métodos cromatograficos quirales permiten analizar tanto cuali- como
cuantitativamente una mezcla racémica. Para ello, existen dos formas de abordar el

analisis: mediante métodos indirectos o directos.
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1.4.1. Métodos indirectos

Estos métodos consisten en la derivatizacion de los analitos quirales con un determinado
derivatizante quiral para dar lugar a la formacion de compuestos diasteroméricos en una
reaccion previa al analisis cromatografico. De esta manera, se puede utilizar cualquier
modo cromatografico no quiral apropiado para separar los diasteromeros. Para poder
utilizar un método indirecto, es necesario que los analitos posean grupos funcionales
que permitan su reaccion con el derivatizante. Ademas, es conveniente que el grupo
funcional reactivo sea cercano al centro quiral para aumentar la diferencia en la

conformacion tridimensional de los diasterdémeros formados[32].

La dificultad de este tipo de métodos radica en encontrar el agente derivatizante
apropiado, que ademads debe estar disponible en un alto grado de pureza enantiomérica,
asi como una reaccion de derivatizacidon que posea un alto grado de conversion y buena
reproducibilidad, lo que puede variar en las diferentes matrices donde se encuentre el

analito.

1.4.2. Métodos directos

En los métodos directos, la enantioseparacion se logra por la formacion de complejos
diasteroméricos reversibles entre los analitos y un compuesto enantioméricamente puro
capaz de interaccionar de forma enantioselectiva, o selector quiral, que se puede

encontrar tanto en la fase movil como en la fase estacionaria[34].

1.4.2.1. Aditivos quirales en fase mavil

Al aditivar la fase movil con un selector quiral, se forman complejos diasteroméricos
con los analitos. Estos complejos pueden poseer diferentes estabilidades
termodinamicas y propiedades fisicoquimicas, por lo que pueden ser separados con una
columna no quiral. La desventaja de este modo cromatografico es la gran cantidad de

selector quiral que se necesita para preparar la fase movil[35-37].

1.4.2.2. Fases estacionarias quirales

Las columnas con fases estacionarias quirales se obtienen por la unién quimica

(covalente) o fisica (adsorcion) del selector quiral al soporte. Una forma de explicar la
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capacidad de enantiorreconocimiento de este tipo de columnas es emplear el llamado
modelo de los tres puntos (Figura 1.5). Segun este modelo, debe haber por lo menos
tres sitios de interaccion entre el analito y el selector quiral, y por lo menos uno de ellos

debe ser enantioespecifico, para que ocurra la separacion de los enantiomeros.

D D
A A

i B

; E
b b

Cc

o ---m

Figura 1.5. Modelo de tres puntos para el caso de un analito genérico en el que el enantidomero
R presenta una mayor interaccion con la fase estacionaria que el S.

Existen distintos tipos de factores que permiten el acomodamiento del analito en los

sitios quirales de la fase estacionaria[38]:

e [uactores estéricos: Tanto la forma como el tamafio del analito y del selector
quiral deben ser complementarios para que haya interaccion entre ambos.

e [uactores electrostaticos: Debido a fuerzas intermoleculares tales como puentes
de hidrégeno, interacciones dipolo-dipolo, entre electrones © o i0nicas.

e [uactores dinamicos e inducidos: Se ha estudiado en sistemas bioldgicos, pero
también se observo para moléculas quirales pequenias, que al interaccionar dos
moléculas complementarias puede haber un reacomodamiento posterior a la
interaccion inicial para maximizar los sitios de interaccion[39].

e [Fuactores hidrofobicos: No s6lo las interacciones dispersivas (van der Waals)
contribuyen a la formacion de complejos entre el analito y el selector quiral, sino
que cuando la fase movil es acuosa, las interacciones hidrofobicas estan
entropicamente favorecidas, ya que se liberan moléculas de agua adsorbidas
sobre las superficies hidréfobas.

Es importante destacar que los factores anteriormente mencionados pueden contribuir
tanto en forma positiva como negativa en el modelo de tres puntos para promover las

diferencias en la retencion de los enantidmeros[38].
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Cuando el selector quiral se encuentra en la fase estacionaria, no solo hay sitios de
interaccion quiral con el analito, sino que también hay sitios no enantioespecificos. La
retencion, por lo tanto tendrd dos contribuciones, una enantioselectiva (kz y ks) y otra no
enantioselectiva (k,.) igual para ambos enantiomeros[40]. En consecuencia, la

selectividad queda definida de acuerdo a la Ecuacion 1.6.

_ kr+kne

T kgtkne (1.6)

Para maximizar la selectividad no sélo es necesario que la diferencia entre kg y ks sea
maxima, sino también que k,. sea minimo, por lo que siempre se busca tener un buen
cubrimiento del selector quiral sobre el soporte para minimizar las interacciones de éste

con los analitos.

Las fases estacionarias quirales se pueden clasificar de acuerdo a su naturaleza quimica

en los siguientes grupos[38,41,42]:

e Polisacaridos: Tanto la celulosa como la amilosa han sido utilizadas como
selectores quirales. Estos polisacaridos estan conformados por unidades de
glucosa (las cuales poseen varios centros quirales) ordenadas de forma regular,
dando lugar a cavidades quirales con una estructura definida. Ademas, los
polisacaridos poseen grupos hidroxilo que pueden ser derivatizados con
diversos grupos funcionales posibilitando diferentes interacciones con los
analitos.

e Ciclodextrinas: Son oligosacaridos ciclicos que forman una estructura de cono
truncado con un interior hidrofobico y un exterior hidrofilico. Al igual que en el
caso de los polisacaridos, al estar compuestas por unidades de glucosa, las
ciclodextrinas presentan cavidades con capacidad de reconocimiento quiral.
También presentan hidroxilos derivatizables que permiten tanto modificar su
solubilidad como potenciar diversas interacciones con los analitos.

e Intercambio ionico: Cuando tanto el selector quiral como los analitos tienen
funciones quimicas ionizables, se puede trabajar bajo el modo de intercambio
i6nico, en el cual se promueve la interaccion entre ellos por atraccion

coulombica de largo alcance.

16



Tipo Pirkle (o donor/aceptor): Estos selectores quirales son moléculas neutras
pequeiias que poseen grupos funcionales capaces de asociarse con los analitos
por interacciones tipo dipolo-dipolo, puentes de hidrogeno o tipo n-m entre caras
o cara-borde de anillos en los que uno es aceptor y el otro donor de electrones.
Intercambio de ligando: En este tipo de fases el selector quiral se encuentra
complejando a un metal de transicion. Los analitos, que deben poseer grupos
donores de electrones, reemplazan al selector quiral en la coordinacion del
metal. Al poseer ambos enantidmeros diferentes energias de formacion de
complejos, éstos pueden ser separados.

Proteinas v glicoproteinas: Por ser productos naturales compuestos por
unidades quirales (aminoacidos e hidratos de carbono), presentan una alta
capacidad de enantiorreconocimiento. Sin embargo, debido a que esta habilidad
de reconocimiento quiral se debe en gran medida a la estructura tridimensional
que adquiere el péptido, se deben utilizar condiciones suaves de reaccion para
anclar estos selectores quirales al soporte de la columna y utilizar fases moéviles
apropiadas para no afectar a la estructura de los mismos.

Antibioticos macrociclicos: Son selectores quirales muy versatiles ya que
poseen una gran variedad de grupos funcionales asi como sitios quirales.

Eteres corona: Son compuestos macrociclicos sintéticos que poseen grupos éter
dispuestos hacia el interior de la molécula y diferentes funcionalidades (entre
ellas grupos quirales) en el exterior.

Polimeros con moléculas impresas: Son polimeros con cavidades especificas
para un determinado enantidmero que se sintetizan por una reaccion de
polimerizacion entre un mondmero, un entrecruzante, un iniciador radicalario y
una molécula molde (generadora de la cavidad) del enantidmero de interés en
presencia de un solvente apropiado. Las cavidades enantioespecificas se
generan al remover la molécula molde del material una vez finalizada la

polimerizacion.

1.5. Contaminantes emergentes

Se definen como contaminantes emergentes a aquellas sustancias quimicas que en la

actualidad son liberadas al ambiente y poseen potenciales efectos toxicos[43]. Cuando

estos contaminantes son compuestos quirales, existe la posibilidad de que la toxicidad y

la capacidad de degradacion de cada enantidomero sean diferentes. De aqui, el especial
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interés en la separacion y determinaciéon de contaminantes ambientales quirales
mediante cromatografia de liquidos. En particular, en este trabajo de tesis se estudiaron
tres grupos de compuestos: los P-bloqueantes, que son o-amino alcoholes muy
utilizados como farmacos para el tratamiento de enfermedades cardiacas[44] (entre ellos
propranolol, oxprenolol y metoprolol), fungicidas de la familia de las fenilamidas, que
se utilizan en el cultivo de vegetales y granos para controlar enfermedades causadas por
protistas del orden de los Peronosporales[45] (furalaxil y metalaxil) y un precursor de

compuestos farmacéuticos, la benzoina.

Se ha demostrado que el efecto farmacologico de varios compuestos de la familia de los
B-bloqueantes es diferencial para los diferentes enantidmeros. Por ejemplo, el S-
propranolol es 100 veces mds activo que el enantidmero R, mientras que el S-
metoprolol es 35 veces mas activo que el respectivo isémero optico R[46]. Por otra
parte, se ha encontrado que los estereoisomeros R de los B-bloqueantes se degradan

preferencialmente por microorganismos[47].

Tanto el R-metalaxil como el R-furalaxil poseen actividad fungicida, mientras que los
respectivos enantiomeros S no la tienen. Sin embargo, se ha observado que la
degradacion biologica del metalaxil es enantioselectiva, dependiendo tanto del
microorganismo que lo degrada como del pH, el isémero 6ptico que se degrada con
mayor facilidad[43]. Por su parte, se ha observado que en algunos organismos, el S-

furalaxil se bioacumula selectivamente y presenta una mayor toxicidad[48].
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Objetivos

Objetivo general

Desarrollar y caracterizar columnas capilares monoliticas para separaciones quirales
mediante cromatografia de liquidos. Para ello, se sintetizaran soportes monoliticos,
tanto de naturaleza inorgénica como organica, y luego se incorporara una fase
estacionaria basada en un selector quiral derivado de celulosa. Estas columnas capilares
se emplearan en el desarrollo de métodos rapidos y robustos para la determinacioén de
pureza enantiomérica de mezclas racémicas de compuestos de interés farmacéutico y
ambiental. El objetivo de emplear columnas a escala miniaturizada (capilares) es
disminuir sensiblemente tanto la cantidad de material empleado en la fase estaionaria,
los solventes utilizados como fase mévil y la cantidad de muestra, para cumplir con los
requerimientos de la quimica verde o sustentable, a la vez que se mantiene o aumenta la
sensibilidad analitica como consecuencia de la menor dispersion de los picos

cromatograficos.

Objetivos especificos

e Desarrollar columnas capilares para HPLC a escala miniaturizada (HPLC
capilar o cLC) basadas en monolitos obtenidos de la polimerizacion
controlada de metacrilato de glicidilo (GMA) y dimetacrilato de etilenglicol
(EDMA).

e Desarrollar monolitos inorgéanicos de silice mediante la técnica de sol-gel a
partir de tetraetoxi silano (TEOS) para utilizarlos en HPLC capilar.

e Caracterizar las propiedades fisicas de los soportes monoliticos (mediante
microscopia electronica de barrido, isotermas de adsorcion-desorcion de
nitrégeno, porosimetria de intrusion de mercurio y estudios de permeabilidad
cromatografica) para evaluar su factibilidad como columnas de HPLC

capilar.
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Sintetizar el selector quiral bis-(3,5-dimetilfenil)carbamato de celulosa (bis-
CDMPC) a partir de celulosa microcristalina y caracterizar el derivado
mediante espectroscopia IR y analisis elemental.

Funcionalizar los monolitos con el selector quiral mediante dos métodos
diferentes: i. unidon covalente al soporte del fenilcarbamato de celulosa, o
bien ii. adsorcion fisica del selector quiral mediante deposito del mismo
sobre la estructura monolitica.

Estudiar la influencia del modo de funcionalizacién (adsorcidén vs. unidén
covalente) sobre la capacidad de discriminacion quiral de la fase estacionaria
resultante.

Optimizar las condiciones cromatograficas para la enantioresolucion de

contaminantes emergentes Opticamente activos.
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2. Monolito de silice como soporte para
columnas de cLC
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2.1. Introduccion

Los polimeros monoliticos inorganicos, formados generalmente a partir de SiO, como
monomero, se sintetizan a través de una técnica denominada sol-gel. Dicho nombre
hace referencia al proceso de formacion del sélido poroso, en el que primero se obtiene
un sol, es decir una suspension estable de particulas coloidales, y luego un gel, que
consiste en una red soélida que contiene liquido en los poros[1]. En este proceso, un
precursor de silicio, en general un tetra(alcoxi)silano, es hidrolizado, dando lugar a un
silano que reacciona muy facilmente con otros compuestos de silice para formar enlaces

siloxano Si-O-Si, segun el esquemal2]:

Si(OR)s + H>0 > Si(OH)(OR); + ROH  (hidrolisis)

=Si-OH + =Si-OH - =Si-O-Si= + H,O  (condensacion)

=Si-OH + =Si-OR - =Si-O-Si= + ROH  (condensacion)

Figura 2.1. Reacciones de formacion de so6lidos por medio del mecanismo sol-gel.

La sintesis de monlitos de silice cuenta con cinco etapas:

e Hidrdlisis

e Formacion del gel o gelificacion
e Envejecimiento o maduracion

e Secado

e C(Calcinacion

2.1.1. Hidrolisis

En esta etapa se forman los grupos silanoles que reaccionaran mdas adelante para dar
lugar al gel. Esto puede ocurrir en condiciones 4cidas o alcalinas, y dado que los silanos
reaccionan violentamente en agua, la hidrdlisis debe llevarse a cabo en condiciones

controladas. La mezcla de reaccion consiste en:

e Un precursor de silice, normalmente un tetra(alcoxi)silano.
e Una solucion acuosa de un acido o una base que permitiran la hidrolisis del

tetra(alcoxi)silano.
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e Un polimero organico, por ejemplo polietilenglicol, el cual permite estabilizar
la suspension del silano en las etapas iniciales de la sintesis, previniendo la
formacion de agregados grandes del mismo debido a su alta reactividad y luego,
a medida que se va formando el gel, favorece la separacion de fases.

e Urea u otro precursor de NH;. Como se vera mas adelante, es conveniente
tener un medio alcalino en la etapa de envejecimiento para lograr un material
con mesoporos y resistente mecanicamente. Muchas veces se utiliza urea, la cual
se descompone al calentar y libera NH;. También se puede lavar con mucho
cuidado el gel formado con una soluciéon de NH4OH (muchas veces los geles
obtenidos son muy blandos y pueden romperse al lavarlos).

e Un aditivo quimico de control de secado. La ruptura de este tipo de materiales
es un problema al momento del secado, por lo que se puede agregar un co-
solvente orgénico de baja tension superficial (por ejemplo formamida) para
disminuir el estrés del material durante el secado y asi preservar la integridad del
mismol[3].

Al realizar la sintesis, el silano es el ultimo reactivo que se agrega a la mezcla. Este
agregado debe hacerse lentamente y en frio (en general en un bafio de hielo) para que la

hidrolisis ocurra lentamente y se genere una buena dispersion.

Se denomina punto de carga cero al pH al cual la carga neta del silano es nula. Esto
ocurre a valores de pH entre 1,5 y 4,5. A medida que aumenta el grado de condensacion,
el punto de carga cero va disminuyendo debido al aumento en la acidez de los silanoles.
El mecanismo de reaccion en medio acido (es decir, a un pH menor al punto de carga

cero) se muestra en la Figura 2.2.

‘T

=Sj—OX + H' =—= ESi—o\+

H

—=si—0" + Y-OH —> Yy —0—Si= + XOH + H*
\
X

Figura 2.2. Mecanismo de polimerizacion en medio acido, donde para la hidrolisis X=R (siendo
R un grupo alquilico) e Y=H, mientras que para la condensacion X=R o H e Y=Si.
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Por otro lado, el mecanismo en medio alcalino se representa en la Figura 2.3.

=Si—OY + XO

=Si—0X + YO

Figura 2.3. Mecanismo de polimerizacion en medio alcalino, donde X=R (donde R es una
cadena alquilica) e Y=H en la hidrélisis y X=R o H e Y=Si para la condensacion.

La densidad electronica del atomo de Si decrece de la siguiente manera:

=Si—OR > =Si—-0OH > =Si-0Si

Por lo tanto, en medio 4cido serd mas reactivo el alcoxisilano, ya que el Si con mayor
densidad de carga negativa estabilizard mejor al intermediario catidnico, mientras que
en medio alcalino se veran favorecidas las reacciones de condensacion ya que el
intermediario anidnico estara mejor estabilizado con los enlaces Si-O-Si, de menor

densidad electronica[1].

2.1.2. Formacion del gel o gelificacion

Los silanoles formados pueden reaccionar con otros silanoles o con alcoxisilanos, dando
lugar a una red tridimensional que forma un gel. En esta etapa hay dos procesos que
ocurren en simultaneo, por un lado la descomposicion espinodal y por el otro la
formacién de enlaces covalentes entre los silanos. Se denomina descomposicion
espinodal a la separacion de fases en un sistema cuando el cambio de energia libre de
Gibbs para una fase homogénea frente a un cambio en la concentracion de las especies
es positivo[4]. A diferencia de un proceso de nucleacion, donde hay sitios puntuales en
los que la composicion de un sistema es diferente y la separacion de fases ocurre
alrededor de esos sitios, en la descomposicion espinodal se observa la formacion de una
estructura co-continua en todo el volumen del sistema, es decir un sistema en el que
coexisten dos fases continuas. Debido a que esta disposicion de dos fases presenta una
alta energia superficial, a medida que pasa el tiempo aumentan los dominios de ambas

fases hasta que el sistema coalesce (Figura 2.4)[5]. Para que pueda formarse un gel con
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macroporos pequefios, la formacion de enlaces covalentes entre los silanos debe ocurrir
en las etapas tempranas de la separacion de fases, cuando todavia se observa la
estructura co-continua de fases. De esta manera, la estructura con dominios de fase
pequeiios queda inmovilizada por la formacion de la red solida. En general, se utilizan

temperaturas de entre 40 y 60°C para promover las reacciones de condensacion.

Figura 2.4. Esquema de separacion de fases por descomposicion espinodal[6].

2.1.3. Envejecimiento 0 maduracion

Al calentar el gel a temperaturas de entre 80 y 120°C, ocurren una serie de cambios en
la estructura del material conocido como envejecimiento o maduracion[7]. En esta etapa
se utiliza un pH levemente alcalino, ya sea por descomposicion de urea o por el lavado
del gel con una solucién alcalina y se forman los mesoporos. En esta etapa, los
oligomeros que todavia estdn en solucion reaccionan con la red del gel, engrosando las
paredes del mismo y aportando rigidez a la estructura. Ademas, a pH alcalino existe un
equilibrio dinamico entre los silanos en solucidn y los del sélido, en el cual los silanos
que se encuentran en bordes de la estructura solida se ven favorecidos
termodindmicamente a disolverse, mientras que los que estan en soluciéon se ven
favorecidos a depositarse en cavidades del solido[8]. Por otro lado, los silanoles
superficiales pueden reaccionar entre si, generando una contraccion de los poros y un
encogimiento de la estructura en general[1]. Este encogimiento es un problema a la hora
de fabricar columnas, ya que puede generar el desprendimiento del monolito del capilar

que lo contiene.

2.1.4. Secado

Al evaporar el solvente, un problema muy frecuente es que el material se quiebre.
Debido a la elevada tension superficial del agua, se genera mucho estrés sobre las
paredes del solido formado a medida que ésta se evapora, lo cual puede generar

fracturas. Para evitar esto, se puede agregar un co-solvente organico o aditivo quimico
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de control de secado, generalmente formamida, de menor tension superficial que el

agua[8].
2.1.5. Calcinacion

En muchos procedimientos de sintesis hay una etapa final de calcinacion en la que los
monolitos se calientan a temperaturas mayores a 300°C para pirolizar el material
organico que pudo haber quedado remanente[9]. Al someter al s6lido a temperaturas
altas, éste adquiere rigidez, sin embargo hay procedimientos en los que se evita este
paso y se obtienen monolitos mas flexibles[10]. El tratamiento térmico realizado en la
calcinacion no suele tener efecto en las propiedades porosas del material, pero
dependiendo de la temperatura a la que se llegue y el tiempo de calentamiento, puede

disminuir el nimero de mesoporos[6].

2.1.6. Modificacion superficial

Para utilizar los monolitos de silice como columnas de HPLC es necesario adicionar una
fase estacionaria, la cual puede ser depositada por adsorcidon en el soporte monolitico o
unida covalentemente a ¢l. Existen diferentes metodologias para la unién quimica de la

fase estacionaria en monolitos de silice, algunas de ellas se describen a continuacion:
Funcionalizacion post-sintesis

Una vez finalizada la sintesis del monolito, los silanoles de la superficie pueden
reaccionar con un silano que puede tener uno, dos o tres grupos reactivos ademas del
grupo funcional que se desea anclar. Las reacciones de silanizacién ocurren entre los
silanoles del monolito y un reactivo derivatizante. Existen tres tipos de silanoles
superficiales, como se muestra en la Figura 2.5, los denominados silanoles libres,
pertenecientes a un atomo de silicio que posee tres enlaces hacia el seno del material,
los vecinales, de 4tomos de silicio vecinos, por lo que forman puentes de hidrégeno
entre ellos, y los geminales, unidos al mismo atomo de silicio. Estos silanoles presentan

dferente acidez.
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Figura 2.5. Clasificacion de los grupos silanoles. Silanoles (1) libre, (2) vecinos y (3)
geminales.

A temperaturas mayores a 800°C, los silanoles vecinales reaccionan dando lugar a un
enlace siloxano (Figura 2.6). De esta manera, disminuye la cantidad de grupos
reactivos en la superficie, pero en contacto con H,O puede volver a hidroxilarse

lentamente.

Figura 2.6. Reaccion de desactivacion térmica de la silice.

La densidad de silanoles superficiales es uno de los pardmetros mas importantes que
define la reactividad de ese tipo de s6lidos. Se ha determinado que para silice amorfa, la

concentracion superficial de silanoles es de entre 4,5 y 5 grupos/nm?[11].

Los reactivos derivatizantes mas utilizados son alcoxisilanos o clorosilanos, aunque
también se pueden utilizar aminosilanos o hidruros de silicio[6]. Estos silanos permiten
incorporar grupos funcionales, o bien grupos reactivos para reacciones posteriores. En
la Figura 2.7 se presentan algunas reacciones que permiten la modificacion superficial

de la silice.
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_\Si—OH + X—?i— R, — > —/Si—o_sli_R2 + HX
/
R3 R3
: y
\
—\Si—OH + x—sli— R, — —/Si—O—?i—R1 + 2HX
/
R2 Rz
A o
\
—%—4m + X—Si—R ——» —ﬁ—o—§F42 + 3HX
/ I "

Figura 2.7. Reacciones de modificacion superficial de la silice (X=CI, OR, NR, o H).

Mas del 90% de las fases estacionarias comerciales se obtienen por reaccion con alquil

clorosilanos, muchos de los cuales son alquil dimetil clorosilanos[11].

s \ T
—isr——<)H + CL——?F——IQ —_— > —7§r——o———?r—4Q + HCI
/
CH, CH,

Figura 2.8. Reaccion de modificacion superficial de silice con un trialquilclorosilano.

También se pueden usar di o triclorosilanos como derivatizantes. Los silanos
monofuncionales disminuyen el nimero de silanoles superficiales en un 50%, los
difuncionales en un 12% dado el impedimento estérico de las cadenas alquilicas, y los
trifuncionales aumentan el niimero de silanoles ya que al hidrolizarse el derivatizante
aporta nuevos grupos silanoles[11]. Debido a que los silanoles tienen propiedades
acidas, suelen interactuar con moléculas aceptoras de protones, por lo que cuando los
analitos poseen un caracter basico, generan picos cromatograficos deformados con
coleos. Por este motivo se suelen usar silanos monofuncionales para la fabricacion de
columnas de HPLC, ya que las cadenas laterales (los grupos alquilo (R) de la Figura

2.8) protegen a los analitos de la interaccion con la superficie del soporte de silice.
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También se puede realizar una reaccion para el recubrimiento final (“end-capping”) de
los silanoles residuales. El end-capping es una segunda modificacion en la que se busca
desactivar la superficie de silice por reaccion con un silano de cadenas cortas (el mas

utilizado es el trimetil clorosilano).

Sintesis directa

Esta metodologia consiste en la co-condensacion del precursor de silicio con un
organotrialcoxisilano (Figura 2.9 (a)). Esto se logra al adicionar ambos silanos a la
mezcla inicial de reaccion, lo cual da lugar a un monolito hibrido. En esta via sintética,
se deben evitar altas temperaturas en la etapa de calcinacion al preparar el monolito, ya
que esto degradaria las cadenas organicas de la estructura del mismo, aunque se pueden
utilizar temperaturas moderadas para dar rigidez al material sin perjudicar la fase

estacionaria.

‘ntesis de organosilices mes osas periodicas
Sintesis de organosilices mesoporosas periodicas

En este tipo de sintesis se utilizan precursores de silesquioxano con un puente organico.
Estos precursores poseen dos grupos trialcoxisilano unidos por un puente organico, del
tipo (RO);S1-R’-Si(RO)s, por lo que las cadenas orgénicas forman parte de las paredes
del monolito en lugar de quedar como grupos pendientes como en el caso de los
obtenidos por sintesis directa[12]. En la Figura 2.9 (b) se puede observar un esquema

de la obtencidn de estos materiales.

Ry
OH
(a) '?1 OR; HO_ | HO | HO OH
s + éi — >Si\ ;Sl\ _Si__~ *ROH
~N
OR, | OR, OR, \ “OR, 0 0 0 0
OR; OR,
(b) Ry HO_ /R1\(.)H R1\S OHHO\Si’OH +R,0OH
S- .
i 1
OR2 R, 6R20R2

Figura 2.9. Esquema de la obtencion de (a) organosilice por sintesis directa y (b) organosilices
mesoporosas periddicas. (R; es la cadena hidrocarbonada que se desea incorporar y R, suele ser

metilo o etilo).
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2.2. Parte experimental

La seccion experimental correspondiente a este capitulo se realizo en el transcurso de
una estadia durante los meses de agosto de 2017 a febrero de 2018, en “Future

Industries Institute”, University of South Australia.
2.2.1. Reactivos

La sintesis de monolitos inorgéanicos, requirio: tetraetoxi silano (TEOS) (Fluka, 98%));
HNO; (99,5%); écido poliacrilico (HPAA) 250.000gr/mol (35%p/p) 100.000gr/mol
(35%p/p) y 1.800gr/mol (98%), formamida (FA) (99,5%); metil(trimetoxi)silano
(MTMS) (97%) de Sigma Aldrich, urea (Univar, 99%), metanol (Tedia, 99,9%), NaOH
(Mallinckrodt, 97%) y HCI (Anedra, 37%p/p). La sintesis se ensayo en capilares de
diametro interno de entre 50 y 100um de silice fundida con recubrimiento de poliimida

(Trajan).
2.2.2. Equipamiento

Para la sintesis de los monolitos de silice se utilizaron sonicador (Soniclean), estufa
(Thermoline Scientific LVO-30), horno de cromatografia de gases (Agilent 6890) y
bomba de infusion a jeringa (Harvard PHD 22/2000).

Para las medidas de permeabilidad se utilizé un equipo HPLC (Agilent 1260 Infinity),
equipado con una bomba capilar que incluye un desgasificador de alta performance, un
micro-autoinyector, un termostatizador de columnas (modelo 1290) y un detector de

arreglo de diodos.

Las caracterizaciones estructurales se realizaron con un microscopio SEM (Carl Zeiss
Microscopy Merlin con GEMINI II- Oxford Instruments X-MaxN) y un equipo para
medir isotermas de adsorcion de N, tipo BET (Micrometics ASAP 2420).

2.2.3. Sintesis de los monolitos de silice

En el presente trabajo, el precursor de silicio utilizado es TEOS, el catalizador acido es
HNO;, HPAA el polimero organico para promover la separacion de fases, FA el agente

quimico de control de secado y urea el inductor de mesoporos.
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Para la sintesis del monolito de silice, se sigui6 el procedimiento empleado por Morisato
y col.[13]. En un vial, se disolvi6 HPAA en HNO; 4M, H,O y FA. Una vez obtenida
una soluciéon homogénea, la misma se coloc6 en un bafio de hielo y se agregd TEOS
gota a gota y en agitacion magnética. Al agregar el precursor de silicio se observaron
dos fases incoloras inmiscibles, pero al hidrolizarse el silano se obtuvo una fase
homogénea. La mezcla se sonicd 5 minutos en un bafio de hielo para desgasificar y
luego se llenaron los tubos capilares (previamente activados) mediante el uso de una
jeringa, y se sellaron los extremos con septum de goma. Los capilares se colocaron en
una estufa por 14 horas para la gelificacion. El gel obtenido se lavo con H,O a un caudal
de 0,1uL/min en el equipo de nano-HPLC hasta observar una disminucion en la presion
del sistema que corresponde al lavado del HPAA, luego se pas6 una solucion de urea
1,5M a 10uL/h en una bomba jeringa y se sellaron los extremos con septum de goma.
Con ésta ultima solucion, el gel se calentd en un horno de cromatografia de gases para
permitir la formacion de los mesoporos. El programa de temperatura utilizado fue un
gradiente de 1°C/min desde 26°C hasta 110°C, luego 4 horas a 110°C y finalmente se
empled un nuevo gradiente de 1°C/min desde 110°C a 26°C. Finalmente, el monolito

obtenido se lavd con metanol.

Se decidid no realizar la etapa final de calcinacion debido a que la temperatura de
descomposicion del HPAA es cercana a 400°C[14] y a esa temperatura, la poliimida

que recubre el capilar también se descompondria.

Las cantidades experimentales de los reactivos utilizados en la fabricacion de las

columnas monoliticas de silice, se encuentran detallados en la Tabla 2.1.
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Tabla 2.1. Condiciones experimentales utilizadas en la sintesis de monolitos de silice (tiempo de gelificacion
de 14 horas y lavado del gel con urea 1,5M). Peso molecular del HPAA es de 100.000gr/mol (salvo

indicacion).
Efecto estudiado Mupas (gr) VHNO34M VH20  VFA  VTEOs  Tgelificacion ~ d.i*
(uL) (L) (L) (@D O (um)
1,4548
52 (PM=1 800gt/mol) 625 625 360 2500 40 100
35 1,5053 625 550 360 2500 40 100
~ g T (PM=100.000gr/mol)
g 1,5014
(PM=250,000gz/m0l) 625 550 360 2500 40 100
T2 1,4985 625 550 360 2000 40 100
=
== 1,5053 625 550 360 2500 40 100
R o
o 1,4904 625 550 360 3500 40 100
1,5146 625 550 360 2500 40 100
33 1,2985 625 550 360 2500 40 100
=
== 1,1139 625 550 360 2500 40 100
S o
o= 0,9053 625 550 360 2500 40 100
0,7155 625 550 360 2500 40 100
< 1,4998 625 550 360 2000 40 100
£ 5 <
S: =5 1,3142 625 550 360 2000 40 100
SnsS’
2233 1,1134 625 550 360 2000 40 100
<= 'g z 0,9127 625 550 360 2000 40 100
9} = 5
= S 5
© 0,6866 625 550 360 2000 40 100
1,1172 625 550 360 2500 40 100
1,1212 625 550 360 2500 55 100
5 1,0875 625 550 360 2500 60 100
£ 1,0967 625 550 360 2500 65 100
hbl.)
0,7148 625 550 360 2500 40 100
0,6954 625 550 360 2500 45 100
0,6930 625 550 360 2500 50 100
=
5 2% 0,7363 625 550 360 2500 45 50y 75
]
&

*d.i.=didmetro interno del capilar **las mezclas tienen un agregado de 500pL MTMS
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Pretratamiento de capilar

Para activar la superficie interna del capilar y permitir el anclaje del monolito, se llen6
el mismo con una solucion de NaOH 1M y se calent6 el capilar a 40°C por 3 horas. Se
lavo el capilar con H,O hasta pH neutro, luego con HCI 1M y se volvid a calentar a
40°C por 1 hora. Se lavé nuevamente con H,O hasta pH neutro, luego con acetona y

finalmente se seco con Ns.
Medidas de permeabilidad

La permeabilidad cromatografica se midio6 utilizando H>O como solvente y midiendo la

presion del sistema con y sin columna, utilizando la Ley de Darcy.

__ FnL
0 ™ nr2ap

2.1)

En esta ecuacion By [m’] es la permeabilidad cromatografica, F' [m3/seg] y 1 [Pa.seg]
son el caudal y la viscosidad de la fase movil, 4P [Pa] la caida de presion a lo largo de

la columna y L [m] y  [m] son la longitud y el radio de la columna, respectivamente.
2.3. Resultados y discusion

En la presente seccion del capitulo se muestran los resultados obtenidos para el
desarrollo de monolitos inorganicos de silice mediante la técnica de sol-gel a partir de
TEOS. También se detalla la caracterizacion de las propiedades fisicas de estos
soportes: tamafio de poros, area superficial y permeabilidad cromatografica para evaluar

su potencial como columnas de HPLC capilar.
2.3.1. Efecto del peso molecular del HPAA

Para estudiar la dependencia de la distribucion de los macroporos con el peso molecular
del polimero organico utilizado en la mezcla de reaccidon, se prepararon mezclas de
polimerizacion con igual cantidad de HPAA y de diferentes pesos moleculares. En la
Figura 2.10 se muestran las imagenes SEM de los monolitos obtenidos utilizando

HPAA de peso molecular 1.800, 100.000 y 250.000gr/mol.
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Figura 2.10. Imagenes SEM (utilizando el mismo aumento) de los monolitos preparados a
partir de: 1,5gr HPAA (a) 1.800gr/mol, (b) 100.000gr/mol, (¢) 250.000gr/mol; 625uL. HNO;
(4M); 625uL H,O (para el HPAA sélido) o 550uL (para las soluciones de HPAA); 360uL FA;
2,5mL TEOS; Tgiificacion=40°C; capilares de 100pm d.i.

Se puede observar que a medida que aumenta el peso molecular del HPAA, aumenta el
tamafio de los macroporos. Esto se interpreta por la formacion de dominios de fases mas
grandes durante la descomposicion espinodal cuando el polimero es de mayor peso
molecular. Lamentablemente, no se encuentra HPAA comercialmente disponible de
peso molecular entre 1.800gr/mol y 100.000gr/mol, por lo que los poros del monolito
son muy pequeiios o muy grandes. Debido a que el uso de HPAA 1.800gr/mol daria
como resultado una columna muy poco permeable, se decidi6 usar HPAA

100.000gr/mol.

2.3.2. Efecto de la cantidad de TEOS

Con la idea de reducir el tamafio de los macroporos, se evalud la influencia de la
cantidad del precursor de silicio. Se observo que al aumentar la cantidad de TEOS
aumentaba la dureza del gel obtenido en las primeras etapas de la sintesis, pero eso no
mostr6 diferencias apreciables en la estructura del monolito resultante. En la Figura
2.11 se muestran las imagenes SEM de los monolitos obtenidos con 1,5; 2,5 y 3,5mL de
TEOS. En todos los casos, se realizaron las mezclas de reaccion con 1,5gr de HPAA
(100.000gr/mol), 625uL. de HNO; (4M) 550uL H,O y 360uL FA, se utilizd una
temperatura de gelificacion de 40°C y se prepararon las columnas en capilares de

100pum de didmetro interno.
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Figura 2.11. Imagenes SEM de los monolitos con (a) 1,5mL, (b) 2,5mL, (¢) 3,5mL TEOS.
(1,5gr HPAA (100.000gr/mol); 625uL. HNO; (4M); 550uL. H,O; 360uL FA; urea 1,5M;
T gelificacion=40°C; d.1.=100um) (El aumento en las imagenes es el mismo).

2.3.3. Efecto de la cantidad de HPAA

Otra estrategia al buscar reducir el tamafio de los macroporos es evaluar el efecto de la
cantidad de polimero orgéanico. En la Figura 2.12 se muestran imagenes SEM de los
monolitos obtenidos con un volumen constante de TEOS (2,5mL) y cantidades variables
de HPAA (entre 0,7 y 1,5gr). En todos los casos, se utilizaron 625uL de HNOs;, 550uL
de H,O y 360uL de FA.

Figura 2.12. (a) 1,5gr, (b) 1,3gr, (¢) 1,1gr, (d) 0,9¢r, (e) 0,7gr HPAA; 625uL HNO; (4M);
550uL HyO; 360uL FA; 2,5mL TEOS; 1,5M urea; Tgeiificacion=40°C; d.1.=100pm.
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Se observo que a medida que disminuye la cantidad de HPAA, disminuye el tamafio de
los macroporos. Esta tendencia se puede explicar por la formacién de dominios de fases
mas chicos a medida que la cantidad de polimero decrece. En estos experimentos se
observaron dos casos interesantes. El primero fue el monolito obtenido al utilizar 1,1gr
de HPAA, ya que por primera vez se observo un monolito completamente adherido a la
pared del capilar (Figura 2.13 (a)). Lamentablemente, al repetir esta condicion, el
monolito se encogidé durante la sintesis y en consecuencia se observaron zonas del
monolito despegado del capilar. En el segundo caso, cuando se utilizé 0,7gr de HPAA
se observdo un material homogéneo con macroporos pequefios, pero levemente

despegado del capilar (Figura 2.13 (b)).

Figura 2.13. (a) 1,1gr, (b) 0,7gr HPAA; 625uL HNO; (4M); 550uL H,O; 360uL FA; 2,5mL
TEOS; 1,5M urea; Tgeiificacion=40°C; d.1.=100pm.

2.3.4. Efecto de la adicion de MTMS

Con el fin de evitar el encogimiento, se puede reemplazar parte del precursor de silicio
por MTMS. De esta manera, se obtienen menos silanoles expuestos en la superficie para
reaccionar entre si durante el envejecimiento del monolito, por lo que el fendémeno de
contracciéon del material es mucho menor. Se ensayaron mezclas en las que se
reemplaz6 un 20%v/v de TEOS con MTMS para diferentes composiciones de HPAA.
Para la fabricacion de estos monolitos, se mantuvieron constantes las cantidades de
HNO; (625uL), H,O (550uL) y FA (360uL) y se repitieron las masas ensayadas
anteriormente de HPAA (0,7; 0,9; 1,1; 1,3 y 1,5gr). Para cada una de estas mezclas, se
hicieron duplicados, uno de los cuales contenia 2,5mL de TEOS y el otro con una
mezcla de 2,0mL de TEOS y 0,5mL de MTMS. Las imagenes SEM de los monolitos

obtenidos para cada una de las mezclas estudiadas se muestran en la Figura 2.14.
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Figura 2.14. Imagenes SEM de los monolitos obtenidos con (a) 1,5gr, (b) 1,3gr, (¢) 1,1gr, (d)
0,9¢gr, (e) 0,7gr HPAA; 625uL. HNO; (4M); 550uL H,O; 360uL FA; (I) 2,5mL TEOS, (II) 2mL
TEOS y 0,5mL MTMS; 1,5M urea; Tiificacion=40°C; d.1.=100pm.

En las iméagenes de la Figura 2.14 se puede observar que no solo la adicion de MTMS
no mejord la adhesion del monolito al capilar, sino que empeord su estructura. Esto
puede deberse a dos factores. Por un lado, se conoce que la hidrolisis del MTMS es mas
rapida que la del TEOS[15], por lo que esta diferencia en las cinéticas de reaccion pudo
haber ocasionado dos etapas en las reacciones de condensacion, la primera entre
silanoles provenientes del MTMS y una segunda etapa entre los silanoles del TEOS
remanente. Se intentd evitar este fendmeno al agregar el MTMS en un momento
posterior a la hidrélisis y disolucion total del TEOS, pero a pesar de esto no se
obtuvieron resultados positivos. Se desconoce si las diferencias de reactividad entre el
MTMS y TEOS pudieron haber jugado un papel importante en las reacciones
posteriores. Por otro lado, el TEOS genera etanol como producto de hidroélisis, mientras

que el MTMS da lugar a la formacién de metanol, por lo que la polaridad de la mezcla

41



resultante en cada caso es diferente y es probable que la estabilidad del gel se vea

afectada de diferente manera.

2.3.5. Efecto de la temperatura de gelificacion

Un aumento en la temperatura de gelificacion retrasa la descomposicion espinodal
debido a que aumenta la miscibilidad de las fases. Ademads, un incremento de la
temperatura favorece las reacciones de condensacion, por lo que el gel se forma mas
rapidamente. Estos dos factores promueven la formacion de macroporos mas pequenios.
Se evaluaron diferentes temperaturas de gelificacion para las dos mejores
composiciones obtenidas en el estudio anterior, es decir 0,7 y 1,1gr de HPAA. Se
estudiaron temperaturas de gelificacion de entre 40 y 65°C. Las imagenes SEM de los

monolitos resultantes, se muestran en la Figura 2.15.

Figura 2.15. Iméagenes SEM de los monolitos conteniendo (a) 1,1gr, (b) 0,7gr HPAA; 625uL
HNO; (4M); 550uL H,O; 360pL FA; 2,5mL TEOS; 1,5M urea; T geiificacion= (1) 40°C, (IT) 45°C,
(IIT) 50°C, (IV) 55°C, (V) 60°C, (VI) 65°C; d.i.=100um.

Hay tres condiciones interesantes en esta serie de experimentos. En primer lugar,
cuando se utiliz6 1,1gr de HPAA y 60°C de temperatura de gelificacion, se observé un

monolito completamente adherido a la pared del capilar, situacion que se repitio al
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realizar un duplicado del experimento. Sin embargo, al utilizar este monolito como
columna cromatografica, se empezd a romper incluso a bajas presiones, mostrando una
elevada fragilidad. En segundo lugar, el monolito sintetizado con 1,1gr de HPAA y
gelificado a 65°C también mostr6é una adhesion total al capilar, sin embargo, cuando se
repitio esta condicion, el gel obtenido resulté tan duro que no se pudo lavar con H,O
para continuar con la sintesis, por lo que resultdé experimentalmente inviable. El tercer
caso, al utilizar 0,7gr de HPAA y 45°C como temperatura de gelificacion, se observo un
monolito con buena distribucion de poros y resistencia mecanica, aunque no

completamente adherido a la pared del capilar.

Para tener un mayor conocimiento de la morfologia de estos monolitos se midio la
permeabilidad para aquellos que estaban adheridos a la pared del capilar. Se utilizaron
muestras preparadas en viales de 10mL (sintesis en “bulk”) para realizar las medidas de
area superficial mediante isotermas de adsorcion-desorcion de nitrogeno (BET). Los

resultados obtenidos de los distintos estudios se muestran en las Figuras 2.16 y 2.17.

Se puede observar que los valores de area superficial (S,) obtenidos experimentalmente
superan los 200m?/gr, lo cual da una idea del potencial de estos materiales para su uso
como columnas cromatograficas. Otras observaciones interesantes de estos analisis son:
i. que el tamafo de los mesoporos es siempre el mismo (entre 10 y 20nm), lo cual
podria deberse a que la concentracion de urea utilizada en todos los casos es la misma, y
ii. que a medida que aumenta la temperatura de gelificacion, el area superficial
disminuye, lo que puede atribuirse a que se obtienen geles mas duros, por lo que la
penetracion de la solucion de urea en estos materiales puede ser menor y por lo tanto se

formaria una menor cantidad de mesoporos.
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2.3.6. Efecto del diametro interno del capilar

Se conoce que el encogimiento del monolito es mayor a medida que aumenta el
diametro interno del capilar en el que se realiza la sintesis[16]. Para verificar este
comportamiento, se ensayd la mezcla de 0,7gr de HPAA, 625uL de HNOs, 550uL de
H,0, 360uL de FA, 2,5mL de TEOS y 45°C de temperatura de gelificacion en capilares

de diferentes didmetros internos. En la Figura 2.18 se muestran los resultados.

Figura 2.18. Imagenes SEM de los monolitos sintetizados a partir de 0,7gr HPAA; 625uL
HNO; (4M); 550uL H,O; 360pL FA; 2,5mL TEOS; 1,5M urea; T giificacion=435°C; d.i= (a) 50pum;
(b) 75um; (¢) 100pum. El aumento es diferente en todos los casos.

Se observa que el Uinico caso en que el monolito estd totalmente adherido a la pared es

cuando la sintesis se realizé en tubos capilares de 50um de diametro interno.
2.4. Conclusiones parciales

e Se fabricaron materiales monoliticos de silice, evaluando la influencia de
diversas variables que afectan su estructura: peso molecular y cantidad del
polimero organico, cantidad del precursor de silicio, presencia de un 6rgano-
trialcoxisilano, temperatura de gelificacion y diametro interno del tubo capilar.

e Se logroé obtener un monolito adherido a la pared del capilar en capilares de
50um de didmetro interno a partir de 0,7gr de HPAA, 625uL de HNO; (4M),
550uL de H,O, 360uL de FA y 2,5mL de TEOS.

e El monolito preparado presentd muy buena resistencia mecanica, alta éarea
superficial (266m?/gr) y buena permeabilidad (4,7x10™*m?), propiedades que lo
hacen adecuado para ser empleado como soporte para columnas de HPLC

capilar.
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3. Monolito de poli(GMA-co-EDMA)
como soporte para columnas de cLC
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3.1. Introduccion

Los polimeros monoliticos (o monolitos) organicos se sintetizan por polimerizacién
radicalaria en solucién de un mondmero funcional, que aportara los grupos funcionales
que determinaran la quimica superficial del soporte y un agente entrecruzante, que
permitira formar la estructura tridimensional con la rigidez necesaria para soportar el
pasaje de la fase mévil. La polimerizacion se realiza en presencia de una mezcla de
solventes que se denominan solventes porogénicos, que son los formadores de poros de
la estructura y tienen la propiedad de disolver a los mondmeros pero no al polimero. En
un momento determinado de la reaccion, las cadenas en crecimiento precipitan y se
forma una estructura globular en forma de “clusters” o racimos, caracteristica de este
tipo de materiales. Para comenzar la reaccion es necesario un iniciador radicalario, el
cual se descompone por iniciacion térmica o por radiacidon e inicia la reaccion en
cadena. El monolito resultante posee globulos interconectados, entre los cuales hay
canales (macroporos) que dan a la columna una alta permeabilidad para el pasaje de
fase movil y un facil acceso de los analitos a la fase estacionaria mediante el flujo

convectivo.

La Figura 3.1 muestra la estructura quimica de los mondmeros y entrecruzantes

frecuentemente utilizados en la sintesis de monolitos organicos[1].

(@) __CH, (b) He _CHa () St (d) P
0 (|3 0 (l) o NH,
R R
0 CH,
(e) ——cH, (f) H,C I o \/K
}AO/\/ H oH,
H,C—— CHs o}
(9) NH NH
HQC/\H/ \/ \”/\CHZ
o} o}

Figura 3.1. Estructura quimica de algunos monomeros ((a)-(d)) y entrecruzantes ((e)-(g))
frecuentemente utilizados en la sintesis de monolitos organicos. (a) Estireno, (b) metacrilato, (¢)
acrilato, (d) acrilamida, (e) divinilbenceno, (f) dimetacrilato de etilenglicol y (g) N,N’-
metilenbis(acrilamida). R es un resto alquilico.
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3.1.1. Variables que afectan la estructura del monolito
Efecto de la composicion de los solventes porogénicos

En general como solvente formador de la estructura macroporosa durante la sintesis del
monolito se emplea una mezcla de solventes de diferente polaridad. Esta mezcla debe
disolver a los mondmeros pero no al polimero, por lo que, cuando la mezcla llega al
punto de saturacion, se produce una separacion de fases. Si la separacion de fases es
temprana, es decir que los solventes porogénicos disuelven bien a los monoémeros pero
no al polimero, las pocas cadenas entrecruzadas que precipitaron quedan solvatadas
preferencialmente por los mondmeros alin en solucion. De esta manera siguen creciendo
en tamafo y la estructura resultante es de globulos grandes y con poros grandes. Por el
contrario, si la separacion de fases es tardia, lo cual ocurre con una mezcla de solventes
que solvate bien al polimero, éste crece en solucion y forma un monolito mas compacto,
con glébulos mas pequefios y poros mas chicos, lo que resulta en un monolito menos

permeable al pasaje de solvente.
Efecto de la cantidad de entrecruzante

Al aumentar la cantidad de agente entrecruzante, el polimero precipita mas temprano en
la sintesis, dado que se genera un polimero mas compacto y por lo tanto dificil de
solvatar. Al tener un mayor grado de entrecruzamiento, la cantidad de grupos
funcionales provenientes del mondmero es menor, por lo que los mondémeros no
solvatan muy bien al polimero precipitado y los globulos permanecen pequeiios. Esto da

lugar a un material con un mayor nimero de macroporos, pero mas pequenios|2].
Efecto de la temperatura de polimerizacion

Al incrementar la temperatura de reaccidon, hay dos efectos que ocurren en simultaneo.
Por un lado, se generan mas ntcleos de polimerizacion debido a una mayor rapidez de
descomposicion del iniciador radicalario, lo cual da lugar a un mayor numero de
gloébulos pequefios y por lo tanto un material menos permeable[2]. Por otro lado, al
incrementar la temperatura aumenta la solubilidad del polimero en los solventes
porogénicos, lo cual retrasa la separacion de fases. Cuanto mayor es el grado de avance

de la polimerizacion en solucion, mas compacta es la estructura final y por lo tanto
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menor el tamafio de los macroporos[3]. Ambos factores promueven la formacion de un

monolito de menor permeabilidad.
3.1.2. Tratamientos para aumentar el area superficial

Los monolitos orgénicos suelen tener areas superficiales muy bajas, del orden de los
10m?/gr[4], por lo que se han propuesto algunas estrategias para mejorar este parametro

y por lo tanto la performance de las columnas cromatograficas[5], entre ellas:

. Finalizacion de la reaccion antes de alcanzar una conversion total: Cuando se
finaliza la polimerizacion a tiempos cortos de reaccion, no solo se logra un monolito
con globulos mas pequefios, sino que muchas veces ¢éstos poseen el exterior
mesoporoso. Esta estructura mesoporosa se debe a que a bajas conversiones, el polimero
en crecimiento tiene un alto grado de entrecruzamiento[6], y cuando ocurre la
separacion de fases, la reaccion continua preferencialmente con los mondmeros, ya que
éstos solvatan mejor al polimero en fase solida. Este gradiente de entrecruzamiento
puede generar una capa exterior de tipo gel mesoporosa[5].

. Modificacion de la superficie con nanomateriales: Una vez finalizada la
polimerizacion, se puede funcionalizar la superficie con algiin material de alta area
superficial, tal como nanoparticulas, nanotubos de carbono o estructuras
organometalicas (MOF).

o Hiper-entrecruzamiento: Luego de la obtencion del monolito, se pueden hacer
reaccionar los grupos funcionales del mondémero con un reactivo bifuncional apropiado
que actlle como puente para obtener una estructura rica en meso O MICrOpPOros

superficiales.
3.1.3. Post-funcionalizacion de monolitos fabricados con GMA

Un mondmero muy utilizado en la sintesis de monolitos es el metacrilato de glicidilo
(GMA), debido a que posee un grupo epodxido, el cual es susceptible a una gran
variedad de reacciones mediante la apertura del anillo, inestable por la gran tension que
soporta. Son muchos los nucledfilos capaces de reaccionar con el epoxido del GMA,
permitiendo asi unir covalentemente diversos grupos funcionales al monolito. Estas
reacciones se pueden realizar sobre el monomero y luego polimerizar el GMA

funcionalizado o se puede sintetizar el monolito primero y luego funcionalizar los
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grupos epodxido superficiales. Las reacciones sobre el mondmero requieren un control
estricto de las condiciones experimentales, ya que éste se descompone muy facilmente,
por lo que resulta mas sencillo funcionalizar el monolito ya sintetizado. Por otro lado, al
optimizar en primer lugar la sintesis del monolito de GMA, se obtiene un soporte que
actia como precursor de columnas cromatograficas con una variedad tan amplia de

fases estacionarias como reacciones de funcionalizacion se puedan realizar.

En la Figura 3.2 se encuentran algunos ejemplos de reacciones de apertura del anillo
que se realizaron en monolitos de poli(GMA-co-EDMA) (metacrilato de glicidilo-co-
dimetacrilato de etilenglicol) para la adicién de diversos grupos funcionales para la

sintesis de columnas cromatograficas[7].
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3.2. Parte experimental

3.2.1. Reactivos

Para la sintesis de monolitos orgéanicos, se utilizaron los siguientes reactivos:
metacrilato de glicidilo (GMA) (97,0%), dimetacrilato de etilenglicol (EDMA) (98%),
peroxido de lauroilo (LPO) (97%), dodecanol (DDOH) (98%) y metacrilato de 3-
(trimetoxisilil) propilo (y-MAPS) (98%) de Sigma Aldrich, ciclohexanol (CiOH)
(Carlo Erba, 99%), acetona (Tedia, 99.9%), NaOH (Mallinckrodt, 97%), HCI] (Anedra,
37%p/p), etanol absoluto (ApliChem Panreac, 99,9%), acido acético (HAc) (Merck,
99,8%), y metanol (meOH) (Tedia, 99.9%).

Estos monolitos se sintetizaron en capilares de silice fundida de 400pm de diametro

interno recubiertos con poliimida (Polymicro Technologies).
3.2.2. Equipamiento

Para la sintesis de los monolitos orgéanicos se utilizaron los siguientes equipos:

sonicador (Bransonic 5), estufa (Fisher) y bomba de infusion a jeringa (Razel A-99).

Las medidas de permeabilidad se realizaron en un equipo de HPLC (Hewlett Packard
1100) con desgasificador, bomba binaria y detector UV-Vis de longitud de onda
variable, adaptado a escala miniaturizada. Dado que el caudal minimo suministrado por
la bomba es de 0,05mL/min, muy elevado para tubos capilares, fue necesario disminuir
el caudal en un orden de 10 veces. Para ello se emple6 un divisor de flujo modelo P470
(Upchurch, Chromtech, EEUU) que permite emplear caudales del orden de los
SuL/min. Para el sistema de inyeccion, se empled una valvula de seis vias MXT Series
II (Rheodyne, IDEX, EEUU) y un loop de inyeccion de 0,1puL realizado con un capilar
de silice fundida (Figura 3.3). Todas las conexiones se realizaron con capilares de
50um de d.i. (Figura 3.4) y acoples (end-fittings) para tuberias de didmetros a escala
micro, como se muestra en la Figura 3.3. También se utiliz6 un filtro “in-line” de
PEEK con poros de 0,5um (Upchurch, IDEX, EEUU) para evitar la presencia de

burbujas en los solventes de la fase movil en el sistema capilar.
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Figura 3.3. Fotografia del sistema de escala micro acoplado al equipo de HPLC.
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Figura 3.4. Esquema del esquipo de HPLC utilizado para los ensayos a escala micro.

Para la caracterizacion de estos materiales se utiliz6 un equipo para medir isotermas de

adsorcion de N, tipo BET (Micrometics ASAP 2020), un porosimetro de intrusion de
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Hg (Micrometics, Autopore III 9410) y un microscopio electréonico de barrido (FEI

Quanta 200).

3.2.3. Sintesis del monolito de poli(GMA-co-EDMA)

Para la sintesis del monolito organico, se utilizo metacrilato de glicidilo (GMA) como
monodmero funcional (Figura 3.1 (b), donde R corresponde a un glicidilo), dimetacrilato
de etilenglicol (EDMA) como entrecruzante (Figura 3.1 (f)), dodecanol/ciclohexanol
(DDOH/CiOH) como mezcla porogénica, y perdxido de lauroilo (LPO) como iniciador

radicalario.

En primer lugar se prepar6 la mezcla de reaccion pesando los reactivos: LPO (1%p/p
respecto a los monomeros), GMA, EDMA (30%p/p en conjunto respecto a la mezcla
total) y los solventes porogénicos (70%p/p). La mezcla obtenida se sonicé para
favorecer la disolucion del iniciador, lo cual se realizd en bafio de hielo para evitar el
inicio de la reaccién de polimerizacion y luego se burbujed con N, para remover el O,
presente, ya que éste inhibe la propagacion de los radicales. Se llenaron los capilares
previamente tratados y se taparon los extremos con septum de goma. Se colocaron las
columnas en una estufa a 60°C durante 20hs y finalmente se lavaron con metanol para
remover los mondmeros que no reaccionaron asi como los solventes de la reaccion. En
la Figura 3.5 se muestran fotografias comparativas de un capilar vacio y una columna
monolitica, donde se puede observar que el lecho relleno es macroscopicamente

homogéneo.

Figura 3.5. Fotografias de un capilar vacio (arriba) y relleno con un monolito de poli(GMA-co-
EDMA) (abajo), sin aumento (izquierda) y con aumento de 60x (derecha).

Estudio del efecto de la composicion de los solventes porogénicos

Considerando la distribucion de poros reportada en la bibliografia para monolitos de

metacrilatos[8], se eligi6 una mezcla que suministre un volumen de poros elevado y que
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a la vez ofrezca una buena resistencia mecanica. Esta es una relacion de compromiso
dado que ambas propiedades son inversamente proporcionales. La misma consistié de
30%p/p de mondmeros (20%p/p de GMA y 10%p/p de EDMA), 1%p/p de LPO
(respecto a los mondmeros) y 70%p/p de los solventes porogénicos DDOH/CiOH. Se
vari6 la relacion de pordgenos para evaluar el efecto de la polaridad de la mezcla en las
propiedades porosas del material resultante. En la Tabla 3.1 se pueden observar las
masas empleadas experimentalmente para la fabricacién de los monolitos. Se realizaron
triplicados de las columnas para evaluar también la reproducibilidad en la fabricacion de

las mismas

Tabla 3.1. Masas (mg) de los reactivos empleados en las mezclas de polimerizacién utilizadas
en el estudio del efecto de la composicion de porogenos (20 horas de polimerizacion a 60°C).

%p/pDDOH LPO GMA EDMA DDOH CiOH

0 2,9 201,7 99,5 - 701,9
5 29 1994 1009 493 6514
10 32 202,8 104,6 1034 606,7
15 29 2014 99,1 149,6  551,9
20 3,1 1993 994 200,7  502,0
25 29 198,8 103,2 251,7 451,0
30 3,1 1999 104,0 295,1 398,0
35 3,1 201,1 102,7 345,0 356,2

Efecto del tiempo de polimerizacion

Para evaluar el efecto del tiempo de polimerizacion en la estructura del monolito, se
ensayaron monolitos de 10 y 15%p/p DDOH. Las composiciones se muestran en la
Tabla 3.2. En este caso, las columnas se fabricaron por polimerizacion a 60°C pero
tiempo de reaccion variable entre 2 y 20 horas. Para finalizar la reaccion de
polimerizacion, las columnas se lavaron con metanol inmediatamente después de
sacarlas de la estufa para remover los mondmeros que quedaron sin reaccionar. Las

columnas se prepararon en tubos capilares de 8cm de longitud, realizando un Unico
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replicado por tiempo de polimerizacion, excepto para las columnas de tiempos de
reaccion de 6, 8 y 14 horas, para las cuales se realizé un duplicado, pero de 20cm de

longitud para evaluar la resistencia mecanica del monolito.

Para la caracterizacion morfologica, se realizaron ensayos de porosimetria de intrusion
de mercurio (MIP) e isotermas de adsorcion tipo BET (Brunauer-Emmett-Teller). Los
polimeros monoliticos para estos analisis se obtuvieron dentro de capilares sin pre-tratar
para desprenderlos facilmente de la pared del capilar y expulsarlos, empleando una
bomba de infusion, con soluciéon de NaOH 0,1M. De esta manera, el material de las
columnas fue caracterizado directamente, sin necesidad de realizar la polimerizacion en
tubos eppendorf para su posterior estudio, como se realiza habitualmente en la literatura.
Las composiciones empleadas de cada reactivo para realizar las muestras, figuran en la

Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Masas (mg) de los diferentes reactivos empleados para preparar las mezclas de
polimerizacion para evaluar el tiempo de polimerizacion (2-20horas). En todos los casos
T=60°C.

%p/p DDOH LPO GMA EDMA DDOH CiOH

columnas*
10 4,5 300,0 1523 150,2  898,3
15 4,5 299.8 149,2 2264  836,7
muestras™**
10 12,0 800,1 401,6  400,0 2403,9
15 12,0 801,1 402,7 600,9 2208,5

* mezclas para las medidas de permeabilidad **mezclas para la caracterizacion morfoldgica

Pre-tratamiento del capilar

Para que el monolito quede adherido a la pared del capilar, ésta debe ser modificada
para adicionar grupos vinilo que se entecruzaran con las cadenas del polimero en
formacion. El pre-tratamiento del capilar se realizd mediante sucesivos lavados con
diferentes soluciones. En primer lugar, se lavo el capilar con acetona, luego con H,O y

después con NaOH 0,2M por 30 minutos para activar la superficie. Se volvio a lavar
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con H,O hasta pH neutro y luego con HCl 0,2M por 30 minutos para protonar los
silanoles de la pared de silice (-SiOH). Se lavoé nuevamente con H,O hasta pH neutro,
luego con etanol a pH=5 (se llevé a pH con acido acético), y se hizo circular una
solucion de metacrilato de 3-(trimetoxisilil) propilo (y-MAPS) 30%v/v en etanol a
pH=5 por 1 hora. En esta etapa, el silano reacciona con la pared del capilar,
proporcionando los grupos vinilo sobre los cuales se anclara el monolito, como se
muestra en la Figura 3.6. Finalmente, se lavo el capilar con etanol a pH=5 y se seco

bajo corriente de Nj.

/CH3
HsC

6 HyC O
Si—OH H3C\O/?i\/\/o%CH - Si—O‘?i\/\/O%
o 2 OH | CH
\ o ol
CH,

Figura 3.6. Esquema de reaccion del metacrilato de 3-(trimetoxisilil) propilo (y-MAPS) con la
pared del tubo capilar.

3.3. Resultados y discusion

En esta seccion se muestran los resultados obtenidos del desarrollo de columnas
capilares basadas en monolitos organicos sintetizados por la polimerizacion controlada
de metacrilato de glicidilo (GMA) y dimetacrilato de etilenglicol (EDMA). También se
presenta la caracterizacion realizada para evaluar las propiedades fisicas de estos
soportes, como tamafo de poros, area superficial y permeabilidad cromatografica para

determinar su factibilidad de uso como columnas de HPLC capilar.
3.3.1. Efecto de la composicion de los solventes porogénicos

La porosidad del lecho monolitico se evalué empleando la ley de Darcy (Ecuacién 2.1)
para medir la permeabilidad cromatografica, By. El caudal de la fase movil se determino

por pesada del solvente recogido en un determinado intervalo de tiempo.
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Como fase movil para la determinacién se utiliz6 una mezcla metanol/H,O (80:20),
cuya viscosidad es conocida[9]. Se sabe que los monolitos organicos se solvatan con la
fase mévil y esto cambia el tamafio de sus poros. En particular, para un monolito de
poli(GMA-co-EDMA), se determin6 que en contacto con H,O el material absorbe hasta
un 48% en peso del solvente[ 10], por lo que el presente estudio de la permeabilidad s6lo
pretende hacer una evaluacion comparativa de la permeabilidad de las columnas y no
una determinacion de su valor absoluto. En la Figura 3.7 se muestran los resultados
obtenidos en la determinacién de By en funcién del contenido de DDOH en la mezcla de

polimerizacion.

Para las mezclas conteniendo hasta 5%p/p DDOH o maés del 20%, se observé una muy
baja repetibilidad de las columnas fabricadas. Ademas, los monolitos fabricados con
porcentaje de DDOH mayor al 20%p/p resultaron fragiles, lo que se puso de manifiesto
al quebrarse con el pasaje de fase movil. Es probable que dicha fragilidad sea la
causante de la dispersion observada en las medidas de permeabilidad. Las columnas
fabricadas con 10 y 15%p/p de DDOH presentaron buena resistencia mecéanica y a la
vez mostraron reproducibilidad aceptable, por lo que se continud trabajando con estas

dos composiciones.
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Figura 3.7. Permeabilidad cromatografica (B)) vs. %p/p DDOH de la mezcla de reaccion para
monolitos conteniendo 20%p/p de GMA, 10%p/p de EDMA, 70%p/p de porégenos y 1%p/p de
LPO. Fase movil: meOH/H,O (80:20).
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3.3.2. Efecto del tiempo de polimerizacion

Cuando el grado de conversion en la polimerizacion del monolito no es completo, el
area superficial del material poroso es mayor, debido a que los glébulos formados son
mas pequeilos y puede haber una superficie de tipo gel mesoporoso, como se describio
en la Seccidn 3.1.2. Esto genera una mayor eficiencia en la columna y mayores factores

de retencion para los analitos, aunque da lugar también a un material mas fragil[11,12].

Con las composiciones elegidas anteriormente (10 y 15%p/p de DDOH), se realizaron
columnas, polimerizando la mezcla a 60°C a tiempo variable entre 2 y 20 horas. La
variacion de la permeabilidad cromatografica como parametro para evaluar la porosidad
de los monolitos en funcioén del tiempo de polimerizacion se representa en la Figura

3.8.

Empleando una lupa, se observdo que las columnas que polimerizaron 2 horas
presentaron un aspecto de gel y se desprendieron de los capilares al lavarlas. Las
columnas que polimerizaron 4 y 6 horas no se desprendieron del capilar pero fueron
fragiles frente al pasaje de solvente al realizar las medidas de permeabilidad. A partir de
las 8 horas de polimerizacion, las columnas presentaron buena resistencia mecanica para
ambas composiciones estudiadas. Puede observarse en la Figura 3.8 que todas las
columnas presentan una alta permeabilidad y que no hay una tendencia clara de este
parametro en funcion del tiempo de polimerizacion. Cabe destacar ademas, que debido a
las dimensiones de las columnas utilizadas, los valores de las caidas de presion de las
mismas fueron del orden de 1 a 5 bares, los cuales estdn cercanos a la precision que
tiene el equipo para la medida de la presion, por lo tanto es probable que la dispersion

de los datos se deba también a la incertidumbre en las medidas este parametro.
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Figura 3.8. Permeabilidad cromatografica en funcion del tiempo de polimerizacion para
mezclas de reaccion con 10y 15%p/p de DDOH.

Con el fin de estudiar la distribucion de poros de los monolitos sintetizados, se
realizaron medidas de Porosimetria de Intrusion de Mercurio (MIP) para las muestras
obtenidas con el menor y el mayor tiempo de polimerizacion (8 y 20 horas) y que
tuvieron resistencia mecéanica aceptable, es decir, que resistieron las pruebas de
permeabilidad. De esta manera, se pretendia evaluar no sélo la distribucion de los poros,
sino también su tamafio. En la Figura 3.9 se presenta la distribucion de poros obtenida

para los monolitos mencionados.

Se puede observar que la forma de las cuatro curvas es muy similar, por lo que todos los
monolitos presentan poros de igual tamafio y abundancia, lo cual demostraria que la
sintesis de estos monolitos es robusta tanto frente a la composicion de los solventes
porogénicos como a los tiempos de polimerizacion en las condiciones empleadas. Cabe
destacar que este analisis se realiza con la muestra seca, por lo que es esperable que el
tamafio de los poros cambie cuando el monolito esté en contacto con la fase movil y se
solvate. Pero se espera que el cambio ocurra de la misma manera y en la misma
extension para todos los monolitos. El andlisis de MIP, también permite conocer
propiedades del solido tales como la densidad y volumen total de poros, como figura en

la Tabla 3.3.
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Figura 3.9. Distribucion de poros para los monolitos de 10 y 15% de DDOH polimerizados
durante 8 y 20 horas.

Debido a que no existen diferencias significativas en la distribuciéon de poros en las
muestras estudiadas, se decidi6 trabajar con tiempos de polimerizacion de 20 horas, ya

que el material obtenido es més resistente mecanicamente.

Tabla 3.3. Propiedades texturales de los monolitos obtenidas a partir del analisis de MIP.

%p/p DDOH 10 10 15 15

t (horas) 8 20 8 20
Volumen total de intrusion (cm3/g) 2,934 3216 3,226 3,395
Densidad total (g/cm’) 0,258 0,233 0,232 0,232
Densidad aparente (g/cm3) 1,062 0,931 0926 1,171

Porosidad (%v/v) 76 75 75 78

Para evaluar si la forma del molde afecta la transferencia de calor en la reaccion de

polimerizacidén, se prepararon muestras tanto en tubos capilares como en eppendorf
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(polimerizacion en “bulk”). Cabe destacar que la polimerizacion en “bulk” es la que se
emplea habitualmente en la literatura para los estudios de caracterizacion.
Sorpresivamente, se observd que la morfologia de ambos monolitos es radicalmente
diferente en ambos casos (Figura 3.10), tanto en el tamafo como en la abundancia

relativa de los poros.
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Figura 3.10. Distribucion de poros para un monolito sintetizado en un tubo capilar y otro
sintetizado en eppendorf o “bulk” (condiciones de polimerizacion: 10%p/p DDOH, 20 horas).

También se realizaron isotermas de adsorcion de N, tipo BET para determinar el area
superficial de los monolitos. Las muestras se prepararon para ambas composiciones (10
y 15%p/p DDOH, 20 horas de polimerizacién) en tubos capilares. Las dareas
superficiales fueron de 9,14m*/gr para el monolito con 10%p/p de DDOH y 10,72m*/gr
para la de 15%p/p de DDOH. Si bien estos valores son muy bajos para una columna
cromatografica, son valores tipicos que se encuentran en bibliografia para este tipo de

polimeros[4,13].

Debido a que ninguna de las propiedades estructurales mostré diferencias significativas
entre las mezclas preparadas con 10 y 15%p/p de dodecanol, se decidi6 arbitrariamente

continuar trabajando con la primera mezcla.
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Se tomaron iméagenes de Microscopia de Barrido Electronico (SEM) para el monolito de
poli(GMA-co-EDMA) que se empleara como columna cromatografica. Las imagenes
SEM de la Figura 3.11 muestran la estructura globular tipica de los monolitos
orgéanicos. También puede apreciarse que el material obtenido esta adherido a la pared

del capilar, cubre toda el area transversal del mismo y tiene aspecto homogéneo.

Figura 3.11. Imagenes SEM del monolito de poli(GMA-co-EDMA) con 10%p/p de DDOH y
20 horas de polimerizacion a 60°C.

3.3.3. Comparacion de los monolitos desarrollados (organico vs. inorganico)

A modo de resumen, en la Tabla 3.4 se muestran las propiedades estructurales de los
monolitos preparados. Se comparan las propiedades del monolito de silice logrado en el

capitulo 2 con las del monolito de poli(GMA-co-EDMA) del presente capitulo.

Tabla 3.4. Comparacion de las propiedades de los monolitos organico e inorganico
desarrollados para columnas cromatograficas capilares.

Monolito de
poli(GMA-co-EDMA)

Monolito de silice

Permeabilidad 4,6x10"m’ 4,7x10""m’

Area superficial 9m*/gr 266m?/gr
Diametro del capilar 400um 50um
Resistencia mecanica P < 60bar P > 300bar

Se puede concluir que el monolito de poli(GMA-co-EDMA) es muy permeable (las
columnas particuladas suelen presentar permeabilidades del orden de 107 0 10*m?) y
se puede anclar facilmente a la pared interna del capilar, incluso cuando éste es de

diametro grande (400pum). Si bien su estructura es relativamente fragil y posee una baja
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area superficial, posee otras cualidades que podrian resultar utiles para su uso como
columna de cromatografia de liquidos. Por un lado, la presencia de grupos epoxido
labiles en la superficie de este monolito ofrece una gran variedad de reacciones que
permitirian el anclaje covalente de un selector quiral como fase estacionaria, y ademas,
el gran tamafno de los macroporos permitiria la libre difusién en el interior de los
mismos de selectores quirales voluminosos, como polisacéaridos, para la obtencion de
fases estacionarias quirales adsorbidas sobre el soporte. Si bien el area superficial de los
monolitos poliméricos puede aumentarse siguiendo diversas estrategias (como el
agregado de nanoestructuras), en este caso podria resultar inviable dado que
posteriormente el monolito se recubrird con un selector quiral voluminoso, por lo que la

alternativa del agregado de nanoestructuras fue descartada.

El monolito de silice posee una elevada 4area superficial, es muy resistente
mecanicamente y posee una permeabilidad comparable a las columnas particuladas
convencionales. Sin embargo, la sintesis es mas complicada y dificil de controlar
respecto a la de los monolitos organicos. Ademas, para que el monolito permanezca
anclado al interior del tubo capilar fue necesario sintetizarlo en capilares de 50um.
Columnas tan pequefias requieren el uso de equipos con un volumen extracolumna
(volumen de la celda del detector, tuberias de conexion, inyeccidon) muy pequefio para
que la eficiencia no se vea afectada por dispersion extracolumna. Por otro lado, la
superficie de silice presenta grupos reactivos con capacidad para incorporar la fase
estacionaria deseada. Con un 4rea superficial de mas de 250m*/gr son esperables buenas
eficiencias, pero sera necesario el uso de selectores quirales pequefios (debido al tamafio

de los poros en estos materiales) para hacer uso de esta superficie.
3.4. Conclusiones parciales

e Se sintetizd en forma robusta un monolito organico polimérico de poli(GMA-
co-EDMA) cuya composicion final fue 20%p/p de GMA, 10%p/p de EDMA,
70%p/p de porogenos (este porcentaje estd formado por 10% de DDOH y 60%
de CiOH), 1%p/p de LPO respecto a los monémeros y 20hs de polimerizacion a
60°C.

e FEl monolito resultante mostr6 muy alta permeabilidad, cuyo valor fue

reproducible en el rango 6ptimo de 10%p/p de DDOH (dentro de los limites de
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error de la medida). Ademads, el monolito mostré propiedades mecanicas
apropiadas para ser utilizado como relleno de columna para cLC, aunque con
una baja 4rea superficial, del orden de 10m?%gr, inherente a este tipo de
polimeros porosos.

Se caracterizaron materiales monoliticos, evaluando la influencia de diversas
variables que afectan su estructura: composicion de la mezcla de solventes
porogénicos, tiempo de polimerizacion y forma del molde que contiene al
monolito. Se concluydé que el monolito preparado con 10%p/p de DDOH en
20hs de polimerizcion resulté apropiado para usos posteriores como columna
para cLC, con tamafos de poro dptimos para el posterior deposito o anclaje del
selector quiral derivado de celulosa.

Los monolitos preparados en “bulk”, procedimiento habitual en la bibliografia
para caracterizar la estructura porosa, resultan en una distribuciéon de poros muy
diferente a la obtenida polimerizando directamente dentro del capilar, por lo cual
es recomendable caracterizar el monolito obtenido de esta manera, expulsandolo
de la columna mediante una polimerizacion sin anclaje a la pared del tubo

capilar.
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4. Desarrollo de columnas monoliticas
poliméricas quirales para cLC
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4.1. Introduccion

4.1.1. Estructura de la celulosa

La celulosa es un polimero natural compuesto por unidades de D-glucopiranosa unidas
por enlaces B-(1->4). Estas unidades de glucosa se encuentran dispuestas en forma
sindiotactica, es decir que la orientacidon del anillo, evidenciada por la cadena pendiente
que contiene el grupo hidroxilo primario, se encuentra de forma alternada respecto a un
plano de simetria que pasa por el eje de la cadena del polimero. Si en cambio se toma el
dimero de la celobiosa como unidad basica, ésta se encuentra dispuesta de forma
isotactica, es decir siempre con la misma orientacion, como se puede apreciar en la
Figura 4.1. La cadena tiene un sentido que inicia con el anillo conteniendo el grupo
hidroxilo en el C4 libre (no reductor) y finaliza con el hidroxilo reductor del C1 en el

otro extremo[1].
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|

Figura 4.1. Estructura quimica de la celulosa.

La estructura secundaria de la celulosa es una hélice que se denomina 3/2 en sentido de
la mano izquierda[2]. Esto indica que posee 3 unidades de glucosa por cada 2 vueltas de
la hélice, en la que el sentido de giro es en el sentido de las agujas del reloj cuando se

observa la hélice desde el eje con el C1 terminal orientado hacia el observador.

La presencia de un gran numero de grupos hidroxilo, junto con la estructura rigida del
polimero, favorecen la formacion de una elevada cantidad de puentes de hidrégeno
intercatenarios, dando lugar a un polimero insoluble en agua y poco soluble en la

mayoria de los solventes.
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4.1.2. Fases estacionarias de celulosa

Tanto el alto nimero de centros quirales, como la estructura tridimensional ordenada de
la celulosa, hacen que a lo largo de la cadena se formen cavidades con capacidad de
enantiorreconocimiento. Si bien la celulosa se ha utilizado como fase estacionaria para
separaciones quirales, su capacidad de enantiodiscriminacién no es muy elevada ya que
las interacciones con los analitos suelen ser débiles debido al elevado niimero de
puentes de hidrogeno intracatenarios. Sin embargo, al derivatizar la celulosa, se puede
disminuir la cantidad de estas interacciones e incorporar grupos funcionales diversos
que aumentan y diversifican las posibles interacciones con los analitos. Se ha
comprobado que al derivatizar la celulosa en condiciones suaves, tanto en reacciones
heterogéneas (con la celulosa en suspension) como homogéneas (en solucidn), ésta no
pierde su estructura secundaria[3]. También se sabe que en reacciones homogéneas el

grado de derivatizacion es mas elevado que en condiciones heterogéneas.

Existen columnas cromatograficas comerciales conteniendo acetatos, benzoatos y
fenilcarbamatos de celulosa[4], siendo estas ultimas las mas utilizadas. En estos
derivados, cuya estructura tridimensional se representa en la Figura 4.2, se conserva la
estructura helicoidal de la celulosa y los grupos adicionados se orientan hacia afuera de

la hélice, expandiendo las cavidades quirales presentes en el polisacarido.

Figura 4.2. Representacion tridimensional del tris-(3,5-dimetilfenil)carbamato de celulosa (tris-
CDMPC) visto de forma perpendicular (izquierda) y sobre el eje de la hélice (derecha)[5].

En los fenilcarbamatos de celulosa, la region cercana al eje de la hélice es polar debido

a la presencia de los grupos amino y carbonilo del carbamato, mientras que el exterior
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es poco polar gracias a la presencia de los anillos aromaticos. Se postula que las
principales interacciones con los analitos son las de tipo =m-m (favorecidas en
cromatografia de liquidos en modo inverso), puentes de hidrogeno con los grupos amino
y dipolo-dipolo con los grupos carbonilo (éstas dos ultimas interacciones ocurren
preferencialmente en cromatofrafia de liquidos en modo normal)[6,7]. De esta manera,
los analitos se ven atraidos de forma no enantioselectiva por interacciones de largo
alcance con los grupos provenientes del fenilcarbamato y luego, ya cerca de la fase
estacionaria, factores estéricos promueven la retencion diferencial de los enantidmeros

en las cavidades quirales[8,9].

Las fases estacionarias de celulosa pueden encontrarse depositadas sobre el soporte del
lecho por adsorcion, o pueden encontrarse ligadas quimicamente por una unidn
covalente. Cuando el selector quiral se encuentra adsorbido, se suelen observar mejores
resoluciones ya que el polimero puede adoptar su estructura secundaria sin
impedimentos, sin embargo hay ciertos solventes como THF, HCCl; o un alto contenido
de isopropanol, que no pueden ser utilizados en la fase movil, ya que disolverian a la
fase estacionaria. Por el contrario, cuando el derivado de celulosa se encuentra unido
covalentemente al soporte, se puede disponer de cualquier solvente como fase movil,
aunque se han observado resoluciones menores por motivo de la discontinuidad de la

estructura helicoidal al quedar ciertos puntos de la cadena fijados al soporte[10].
4.2. Parte experimental

4.2.1. Reactivos

Para la sintesis del derivado de celulosa se utilizaron celulosa microcristalina (Avicel
PH-101) y cloruro de trifenilmetilo (97,0%) de Fluka, piridina (99,5%) y LiCl (99,0%)
de Biopack, CaO (Standard), N,N-dimetilacetamida (DMAc) (99,9%) y HCI (37%p/p)
de Anedra; 3,5-dimetilfenil isocianato (Aldrich, 99%) y metanol (Tedia, 99,9%). Para la
unidn del selector quiral al monolito se utilizaron eterato de BF; (Aldrich, 46-51%),
tolueno (Dorwil, 99%), NHj3 (Anedra, 29,8%p/p) THF (Sintorgan, 99,0%) y acetona
(Tedia, 99,9%).

Los analitos estudiados fueron furalaxil, metalaxil y R-metalaxil (97,9%) de Agrofina

S.A., oxprenolol (99%), propranolol (99%), metoprolol (99%) y benzoina (98%) de
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Sigma Aldrich. Para la fase movil se utilizaron n-hexano (hex) (J.T.Baker, 99,9%),
isopropanol (i-prOH) (Sintorgan, 99,5%), acido formico (HFor) (85%) y dietilamina
(DEA) (99,8%) de Anedra, acido acético (HAc¢) (Merk, 99,8%), acido trifluoroacético
(TFA) (Riedel de Haén, 99%) y acido caproico (HCap) (Analabs, 98%).

Para la separacion cromatografica de enantiomeros en una muestra comercial
conteniendo propranolol, se utilizé un comprimido de Gador de 40mg y como muestras
de metalaxil dos formulaciones comerciales, una de metalaxil racémico de Gleba y otra

de R-metalaxil de Agrofina S.A.

4.2.2. Equipamiento

Para caracterizar el selector quiral a emplear como fase estacionaria se utilizaron un
espectrometro IR (Perkin-Elmer Spectrum 400) y un microanalizador (Carlo Erba EA
1108). Las corridas cromatograficas se realizaron en un equipo de HPLC, descripto en
detalle en la seccion experimental del capitulo 3 (Hewlett Packard 1100). Dicho equipo
contiene un desgasificador, sistema de bomba binario y detector UV-Vis de longitud de
onda variable. Para adaptar el equipo a escala miniaturizada, se emple6d un divisor de
flujo modelo P470 (Upchurch, Chromtech, EEUU) y una valvula de seis vias MXT
Series II (Rheodyne, IDEX, EEUU), equipada con un adaptador para micro inyeccion
M432 (Rheodyne, IDEX, EEUU).

4.2.3. Sintesis de bis-(3,5-dimetilfenil)carbamato de celulosa (bis-CDMPC)

La union covalente de la fase estacionaria al soporte monolitico puede realizarse a partir
de la reaccion de un grupo OH libre de la celulosa con el grupo ep6xido del monolito.
Por lo tanto, la derivatizacion de la celulosa tiene un paso previo de proteccion del

hidroxilo primario.

4.2.3.1. Purificacion de los reactivos

En primer lugar, se deben purificar los reactivos necesarios para la sintesis[11,12].

Piridina: Se secaron 100mL de piridina con 1gr de CaO (previamente calcinado a
800°C por 2 horas) y se calento a reflujo por 18 horas en atmodsfera de N,. Luego se

destild la piridina a una temperatura constante de 80°C.
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Dimetilacetamida (DMAc): Se agitaron 80mL de DMAc con 1gr de CaO (seco) por dos
dias. Luego se calento a reflujo por 1 hora y finalmente se destil6 a presion reducida. A

una presion de 70mmHg, el liquido destil6 a temperatura constante de 89°C.

LiCl: se sec6 a 130°C en estufa durante un dia.

Celulosa: se seco a 40°C en estufa de vacio durante un dia.

Cloruro de trifenilmetilo (cloruro de tritilo).: se seco al vacio a 40°C durante un dia.

4.2.3.2. Sintesis

El procedimiento seguido en este trabajo de tesis para la obtencion de bis-(3,5-
dimetilfenil)carbamato de celulosa (bis-CDMPC), se ha utilizado en numerosas
ocasiones para sintetizar fases estacionarias quirales y se encuentra disponible en

bibliografia[ 13—15]. La reaccion se representa esquematicamente en la Figura 4.3.
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Figura 4.3. Esquema de la reaccion de obtencion de bis-CDMPC.

En la primera reaccion de sintesis realizada (Sintesis 1), se mezclaron 0,9537gr de
celulosa seca y 2,5gr de LiCl en 50mL de DMAc y se dejo en agitacion por 48 horas a
temperatura ambiente. Se disolvieron parte de los s6lidos, pero no se observo disolucion

total. Se agregaron 60mL de piridina y 3gr de cloruro de trifenilmetilo (también llamado
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cloruro de tritilo) y se dejo en reflujo a 80°C por 24 horas en atmosfera de N,. Luego, la
mezcla se enfrio hasta temperatura ambiente y se agregaron gota a gota 3mL de 3,5-
dimetilfenil isocianato y se calentd nuevamente a reflujo a 80°C por 24 horas en
atmosfera de N,. Se vertio la mezcla de reaccion en 600mL de metanol, observandose la
formacion de un precipitado blanco. Se agit6é la mezcla por 1 hora, se filtr6 y se lavo
con metanol hasta pH neutro. Para remover el grupo protector, se disperso el sélido en
500mL de metanol con HCI al 1%v/v y se agitdé por 24 horas. Finalmente, se filtr6 el
producto, se lavo con metanol hasta llegar a pH neutro en el solvente de lavado y se

seco a 50°C en vacio. Se obtuvo una masa de 2,6639gr del derivado.

Dado que no se logré solubilizar completamente la celulosa en la Sintesis 1, se realizd
una segunda sintesis del selector quiral (Sintesis 2), pero en esta ocasion se modifico el
proceso de disolucion de la celulosa[16]. Se dispersaron 0,9599gr de celulosa seca en
40mL de DMACc y se calentd a 130°C por 2 horas. Luego, se dejo enfriar la mezcla
hasta llegar a 100°C y se agregaron 3gr de LiCl seco. Se dejo enfriar en agitacion hasta
el dia siguiente en atmosfera de N,. Una vez a temperatura ambiente, la celulosa se
disolvié completamente, observandose una solucion gelatinosa incolora. A temperatura
ambiente y en atmosfera inerte se agregaron 55SmL de piridina y 3gr de cloruro de tritilo
seco y se calentd hasta llegar a una temperatura de entre 80 y 85°C. Se dejo en reflujo
un dia y se observo la disolucion total del cloruro de tritilo, asi como la aparicion de una
leve coloracion amarillenta. Se enfrid la mezcla a temperatura ambiente y se agregaron
6mL de 3,5-dimetilfenil isocianato en atmoésfera de N,. Se calentd la mezcla a 80-85°C
en atmosfera inerte durante 24 horas y se observo un leve oscurecimiento de la mezcla

de reaccion.

Una vez fria la mezcla, se vertié en 600mL de metanol, observandose la formacion de
un precipitado blanco. La suspension se agité durante una hora y se filtr6. El so6lido
obtenido se redispers6 en 500mL de metanol con 1%v/v de HCI para remover el grupo
protector (Figura 4.3) y se dejo en agitacion por 24 horas. Finalmente, se filtro el solido

y se seco a 50°C hasta peso constante. La masa de producto obtenida fue de 2,4928gr.

4.2.4. Union covalente de bis-CDMPC al monolito de poli(GMA-co-EDMA)

Para unir covalentemente la fase estacionaria al soporte monolitico polimérico, se siguid

el procedimiento propuesto por Chankvetadze et al.[17] para monolitos de silice. El
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esquema de reaccion se muestra en la Figura 4.4 y consiste en el llenado de la columna
con una solucién del derivado de celulosa disuelto en acetona. Se deja evaporar el
solvente, se llena la columna con el catalizador de eterato de BF; disuelto en tolueno
seco (10%v/v), se tapan los extremos y se deja que la reaccion proceda durante toda la
noche a temperatura ambiente. Finalmente, se lava la columna con acetona para
remover la celulosa que no reacciono y se deja secar con los extremos abiertos durante 2

dias en una estufa a 40°C.

Se trabajo con una solucion de 35mg/mL del selector quiral. Esta concentracion fue la
maxima posible (con una viscosidad no tan elevada) como para que la solucion pueda

ser pasada a través de la columna monolitica sin que ésta colapse por la elevada presion

generada.
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Figura 4.4. Anclaje covalente del bis-CDMPC al monolito de poli(GMA-co-EDMA).

4.2.5. Adsorcion de bis-CDMPC al monolito de poli(GMA-co-EDMA)

Para la adsorcion del selector quiral bis-CDMPC al monolito de poli(GMA-co-EDMA)
se intentaron tres estrategias diferentes, la mas directa consistid en el pasaje de una
solucion del selector quiral (35mg/mL en acetona) directamente sobre el monolito
sintetizado, y las otras dos consistieron en variar la polaridad del monolito mediante la

apertura del grupo epoxido del GMA en medio bésico y en medio acido.

4.2.5.1. Modificacion del monolito en medio basico con NH;

Al tratar el monolito de poli(GMA-co-EDMA) con NHj;, ocurre una apertura del
epoxido para dar lugar a una amina primaria y un alcohol secundario[18], como se

detalla en el esquema de la Figura 4.5.
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Figura 4.5. Reaccion de apertura del epoxido con NH;.

En este trabajo, la reaccion se realizd por pasaje de una solucion de NHs 4,5M sobre el
monolito, previamente solvatado en metanol, a un caudal de 0,7uL/min (empleando una
bomba de jeringa) hasta pH alcalino a la salida. Luego, se sellaron los extremos de la
columna y se calentd a 70°C por 2 horas en una estufa. A continuacion se lavo la

columna con metanol hasta pH neutro, el cual se midi6 con papel indicador.
4.2.5.2. Modificacion del monolito en medio acido empleando H,SO,

Otra alternativa para modificar la superficie monolitica y obtener grupos funcionales
capaces de interactuar fuertemente a través de interacciones dipolares y puentes de
hidrogeno con el selector quiral, es tratarlo con un acido fuerte. De esta manera, se
puede abrir el anillo del epoxido[19], dando lugar a dos grupos hidroxilo (Figura 4.6).
La reaccion se realizd por pasaje de una solucion de H>SO4 0,5M por el monolito a
0,7uL/min con una bomba jeringa hasta pH acido a la salida de la columna. Luego, se
taparon los extremos y se colocod la columna en una estufa a 90°C por 2 horas.
Finalmente, se lavo la columna con agua hasta pH neutro, luego con metanol y se seco a

40°C.

7 v
// o 0 / HO
V<j + HSO, — » O\/\/OH
| g

O

Figura 4.6. Reaccion de apertura del grupo epoxido del monolito con H,SO,.

4.2.5.3. Deposito de bis-CDMPC

Para el deposito de bis-CDMPC sobre el soporte monolitico, se siguid un protocolo de
literatura[20,21], para lo cual se pasdé sobre el monolito una soluciéon de bis-CDMPC
35mg/mL disuelto en acetona a un caudal de 0,7uL/min por 1,5 horas, se evaporé el

solvente a 40°C, durante dos dias y se lavo la columna resultante con n-hexano.
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4.2.6. Pretratamiento de un comprimido comercial conteniendo propranolol

La columna monolitica quiral preparada de acuerdo al procedimiento de la seccidon
4.2.5.3, fue utilizada para la determinacion cualitativa de un principio activo
farmacéutico quiral. Se utiliz6 un comprimido conteniendo el antihipertensivo
propranolol de la marca Gador (40mg). Para extraer el principio activo del comprimido
comercial, se molid en mortero una pastilla, se transvaso el sélido a un tubo Hach, se
agregaron 10mL de isopropanol y se sonico la suspension por 5 minutos. Luego de
precipitar el solido insoluble, se tomd una fraccion del liquido sobrenadante y se filtrd
con un filtro de nylon de 0,22um de tamafio de poros (Osmonics Inc.). Se realizé una

dilucion 1:20 en n-hexano y se inyectd en la columna monolitica capilar quiral.

4.2.7. Pretratamiento de las formulaciones comerciales conteniendo

metalaxil

Se analizaron dos formulaciones liquidas conteniendo el plaguicida metalaxil racémico
(Gleba) y R-metalaxil (Agrofina S.A.). En este caso, también el procedimiento de
preparacion de las dos muestras se realizé con fines cualitativos. Debido a que las
muestras fueron inmiscibles en hexano, fue necesario realizar una extraccion liquido-
liquido para tener la muestra disuelta en un solvente compatible con la fase movil
cromatografica. Para ello, se tomaron 100uL de las muestras, se adicionaron 1000uL de
n-hexano y se observo la formacion de un sistema de dos fases, como se muestra en la
Figura 4.7. Luego de sonicar 5 minutos, la fase organica superior (n-hexano) se inyectd
directamente en el cromatografo de liquidos. En el caso de la muestra de R-metelaxil

fue necesario realizar una dilucion 1:10 antes del andlisis cromatografico.

Figura 4.7. Extracciones liquido-liquido con n-hexano de las muestras de (a) R-metalaxil y (b)
metalaxil racémico.
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4.3. Resultados y discusion

En esta seccion se muestran los resultados obtenidos para: i. la sintesis quimica,
caracterizacion espectroscopica y elemental del selector quiral bis-CDMPC a partir de
celulosa microcristalina; ii. para la funcionalizacion de los monolitos organicos con el
selector quiral; y iii. para la optimizacion de las condiciones cromatograficas para la

enantiorresolucion de los contaminantes emergentes Opticamente activos estudiados.
4.3.1. Caracterizacion de bis-CDMPC

El rendimiento de reaccion de derivatizacion de la celulosa, R%, se calculd como
R%=100.mexp/Me6rica, donde mey, corresponde a la masa de producto obtenida
experimentalmente, mientras que my.sicq €5 la masa teorica del producto que se deberia
obtener asumiendo un rendimiento del 100%. El rendimiento obtenido para la Sintesis 1
(Seccion 4.2.3.2) fue de 99,23%, lo cual es sumamente elevado para un procedimiento

experimental.

El producto obtenido se caracterizd6 mediante espectroscopia IR. En la Figura 4.8 se
muestran en forma comparativa los espectros IR de la celulosa nativa y del producto
obtenido. En el espectro IR del producto, se observaron las bandas caracteristicas de los
grupos hidroxilo (0=3500cm™), amina secundaria  (9=3300cm™), carbonilo
(5=1600cm™) y protones aromaticos (5=800cm™). Este andlisis indica que en el
producto se encuentran los grupos funcionales de bis-CDMPC. Sin embargo, a
diferencia de lo reportado en literatura, donde se informa una solubilidad de hasta
100mg/mL en acetona[l7], el producto obtenido mediante la Sintesis 1 fue casi

insoluble en dicho solvente.
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Figura 4.8. Espectro infrarrojo de la celulosa (linea roja) y del producto de la Sintesis 1 (linea
azul) que se detalla en la Seccion 4.2.3.2.

Se realizo un andlisis elemental del producto, el que arroj6 como resultado una férmula
de C,4H3407N,, mientras que la formula molecular de bis-CDMPC es C,4H,307N,. La
diferencia entre la formula obtenida y la esperada es de 12H, lo cual lleva a suponer que
el reactivo del segundo paso de reaccion de la Figura 4.3, el 3,5-dimetilfenil isocianato,
se pudo haber descompuesto y por lo tanto, pudo haber quedado ocluido dentro de las
cadenas poliméricas de la celulosa. Es conocido que los reactivos conteniendo grupos
isocianato son muy reactivos[22], por lo que el derivatizante podria haber reaccionado
con H,O o con metanol para dar como productos secundarios la respectiva amina o el

carbamato.

Aunque en el espectro IR del producto de sintesis aparecen las bandas caracteristicas de
los grupos quimicos que se esperan en el bis-CDMPC, no se puede saber a través de
este tipo de analisis si efectivamente hay una union covalente entre la celulosa y el
derivatizante mediante un carbamato o si dentro de las cadenas de la celulosa quedaron
ocluidos productos secundarios de la sintesis. Sin embargo, debido a la pobre
solubilidad en acetona asi como el anélisis elemental que no concuerda exactamente con

las masas esperadas de cada elemento, se puede concluir que el producto de la Sintesis
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1 no concuerda con el esperado para la obtencion del selector quiral bis-CDMPC. Por lo
tanto, se procedio a realizar la Sintesis 2, en la que se modifico el proceso de disolucion
de la celulosa, como se indica en la seccion 4.2.3.2. En este caso, el rendimiento de la
reaccion fue de 92,26%, logrando solubilizarse 62mg/mL, concentracion muy superior a
la obtenida en la Sintesis 1 y cercano al valor de solubilidad reportado en Ia

literatura[17].

En el espectro IR del producto obtenido (Figura 4.9) se observa una marcada
disminuciéon de la banda ancha caracteristica de los grupos hidroxilo (9=3500cm™),
mientras que se observa el pico agudo caracteristico de aminas secundarias a
#~3500cm™. En comparacion con el espectro de la celulosa de la Figura 4.8, se observa
la aparicion de varios picos a nimeros de onda bajos, con lo cual se puede concluir que

el solido posee una estructura diferente a la celulosa.
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Figura 4.9. Espectro IR del producto obtenido en la Sintesis 2 de bis-CDMPC.

También se realizd un ensayo de andlisis elemental sobre el producto de sintesis que
arrojo una formula de Cy3Hy6N,Og. Los porcentajes tedricos (%p/p) de cada elemento
constituyente son: C=63,2; H= 6,1; N=6,2 y O=24,6; mientras que los porcentajes en
masa obtenidos en el microandlisis fueron: C=64,1(x0,3); H= 6,0(£0,2); N=6,4(+0,2) y
0=23,5 (éste ultimo obtenido por diferencia). Sin embargo, considerando los errores
experimentales en la determinacién de H y N, se puede arribar a la férmula esperada,

con lo cual podemos concluir que el producto obtenido fue bis-CDMPC.
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4.3.2. Union covalente de bis-CDMPC al monolito de poli(GMA-co-EDMA)

Al llevar a cabo el procedimiento descripto en la Seccion 4.2.4, se observo que al pasar
por la columna la solucion con el catalizador eterato de BF; disuelto en tolueno, la
celulosa depositada sobre el monolito fue eluida de la columna, observandose el
desprendimiento de un s6lido blanco. Lo mismo ocurri6 al lavar la columna resultante
con una mezcla de n-hexano/isopropanol (95:5), lo que fue confirmado por la ausencia
de retencion y separacion de los analitos. Estos resultados indicarian que las
interacciones entre el monolito y el polisacdrido no son lo suficientemente fuertes como
para permitir la adsorcion del selector quiral en los solventes de elucion ensayados,
principalmente en tolueno, el solvente de disolucion del catalizador, lo cual es necesario

en la etapa previa a su reaccion con el soporte.

Recientemente, R. Echevarria y col.[23], en el trabajo de tesis doctoral, prepararon
exitosamente columnas monoliticas de poli(HEMA-co-EDMA), empleando metacrilato
de hidroxietilo como monomero funcional y dimetacrilato de etilenglicol como
entrecruzante, sobre la que se adsorbid tris-CDMPC. Este grupo funcional, posee los
tres grupos hidoxilo de cada unidad de glucosa sustituidos con grupos 3,5-dimetilfenil
carbamato. El selector quiral sintetizado se probd en las columnas de poli(GMA-co-
EDMA) del presente trabajo, pero no se logré adsorber, lo cual se puso de manifiesto
tanto por el desprendimiento de un sélido blanco al lavar las columnas, como la
ausencia de retencion y separacion de los analitos. Debido a que el monolito de
poli(HEMA-co-EDMA) posee una gran cantidad de grupos hidroxilos superficiales,
ausentes en el monolito de poli(GMA-co-EDMA), es probable que la interaccion
principal entre el soporte monolitico y la fase estacionaria ocurra por interacciones

dipolares mas fuertes y/o puentes de hidrogeno.

Se evalud luego la posibilidad de realizar la reaccion de union del selector quiral a la
columna en una sola etapa, disolviendo el catalizador en la solucion del derivado de
celulosa para que la reaccion ocurra a medida que la fase estacionaria fluye por el
monolito. La eleccion de un solvente para la disolucion simultanea del selector quiral y
el catalizador no fue trivial, ya que la acetona, que es un buen solvente para el bis-
CDMPC, reacciona con el catalizador de boro[24], mientras que el tolueno y el CHCls
son solventes inertes para el catalizador pero malos solventes para el selector quiral. El

THF disuelve el derivado de celulosa, es inerte frente al catalizador y aunque solvata al

82



monolito, no afecta su estructura[25], por lo que cumple todos los requisitos buscados
para esta reaccion. Se ensayod entonces la reaccion propuesta, para lo cual se prepard una
solucion de 35mg/mL de bis-CDMPC en THF, se adicionaron 100uL de eterato de BF;
y se pasé la mezcla por un monolito de poli(GMA-co-EDMA) con una bomba jeringa a
0,7uL/min. La solucién en la jeringa fue adquiriendo lentamente turbidez y resultd ser
tan viscosa que no llegd a mojar toda la longitud de la columna. Después de varias
horas, se notd la presencia de un so6lido blanco en la solucion de la jeringa, el cual era
insoluble en acetona. Estos resultados parecen indicar que la reaccion entre las cadenas
del polisacarido es mas rapida que entre éste y el monolito, con lo cual tampoco se pudo

realizar la reaccion de fijacion mediante este procedimiento.

4.3.3. Adsorcion de bis-CDMPC sobre monolitos de poli(GMA-co-EDMA)

modificados en medio acido y basico

Los resultados anteriores mostrarian que los puentes de hidrégeno representan la
principal interaccion entre la fase estacionaria de celulosa y el soporte de la columna.
Por lo tanto, se ensayaron diferentes procedimientos para exponer grupos con
posibilidad de formar puentes de hidrégeno en la superficie del monolito, tales como
amino o hidroxilo, mediante la apertura de los grupos epdxido presentes. En la Figura
4.10 se muestran los grupos capaces de formar puentes de hidrogeno tanto en el
monolito soporte (modificado o sin modificar) como en la fase estacionaria derivada de
celulosa. Como puede observarse, el monolito de poli(GMA-co-EDMA) carece de

grupos quimicos capaces de contribuir a este tipo de interacciones.
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Figura 4.10. Estructura quimica del soporte monolitico original de GMA, de los soportes que
resultan de la apertura del epoxido en medio basico y acido y estructura de bis-CDMPC (en
color se indican los grupos capaces de interaccionar por puentes de hidrogeno).

4.3.3.1. Modificacion superficial del polimero monolitico empleando NH;

Mediante el procedimiento descripto en la Seccidon 4.2.5.1, se modificd la superficie
monolitica empleando NHs y se hizo circular la solucion de bis-CDMPC a través de
ella. De esta manera se obtuvo la columna de poli(GMA-co-EDMA) modificada en
medio alcalino y con posterior depdsito de bis-CDMPC (“poli-(GMA-co-EDMA)-
NH,/bis-CDMPC”). La columna permitié retener y separar 5 pares de racematos:
furalaxil, metalaxil, oxprenolol, metoprolol y propranolol, lo que confirma la presencia
del selector quiral. En la Figura 4.11 se muestran los correspondientes cromatogramas
obtenidos en distintas condiciones de fase movil. La enantioselectividad (a) se calculd
como la relacion de factores de retencion a=k,/k; y la enantiorresolucion (Rs) como
Rs=2.(t,2-t,1)/(Wp1+Wp), donde ¢, es el tiempo de retencion y wy el ancho en la base del
pico cromatografico. Se obtuvieron valores de enantioselectividad de entre 1,53 y 19,04
y de enantiorresolucion entre 0,28 y 1,45, lo cual demuestra la enorme capacidad de

enantiorreconocimiento del selector quiral bis-CDMPC.
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Figura 4.11. Cromatogramas de (a) furalaxil (fase movil: hex/i-prOH (95:5)), (b) metalaxil
(fase movil: hex/i-prOH (95:5)), (¢) oxprenolol (fase movil: hex/i-prOH/TFA (95:5:0,1)), (d)
metoprolol (fase movil: hex/i-prOH/HAc¢ (95:5:0,1)), (e) propranolol (fase mévil: hex/i-
prOH/TFA (95:5:0,1)). En todos los casos F=5puL/min, v;,,=0,1puL y A=230nm.

4.3.3.1.1. Influencia del uso de aditivos en la fase mdvil y mecanismo de

retencion

Es bien conocido el efecto que tienen los aditivos de la fase mévil sobre la separacion
de compuestos quirales[26]. Con el objetivo de estudiar la influencia de diferentes
aditivos en la separacion que ocurre en la columna preparada mediante el deposito de
bis-CDMPC sobre el monolito de poli(GMA-co-EDMA) modificado con NHj, se
emplearon como aditivos acidos: HFor, HAc, TFA y HCap y como aditivo basico DEA
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en la fase movil. Se estudio el efecto sobre la retencidon y enantioseparacion de los
analitos empleados y los resultados obtenidos para los aditivos acidos se muestran en la

Tabla 4.1.

De los resultados mostrados en la Tabla 4.1 pueden observarse comportamientos
diferentes para las dos familias de compuestos estudiadas. Para los funguicidas,

furalaxil y metalaxil, el agregado de aditivos acidos no cambia significativamente el

factor de retencion, 4. Sin embargo, en el caso de los B-bloqueantes, oxprenolol,
metoprolol y propranolol, puede observarse un aumento notable en los factores de

retencion.

Respecto a la enantioselectividad asi como a la enantiorresolucién, también se
observan comportamientos diferenciales en ambas familias en estudio. Los fungicidas,
no muestran una tendencia clara, aunque se observan fluctuaciones en estos parametros
debidas principalmente a los valores bajos del factor de retencion del enantidmero
menos retenido. Por otra parte, los B-bloqueantes muestran un aumento tanto en la
enantiorresolucion como en la enantioselectividad para los aditivos de cadena corta y
luego una leve disminucion para aditivos acidos de cadena maés larga. Es importante
destacar que tanto el metoprolol como el propranolol se separan uUnicamente en

presencia de aditivos acidos.
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Tabla 4.1. Factores de retencion, selectividad y resolucion para los analitos separados con aditivos acidos.

hex/i-prOH hex/i-prOH/HFor hex/i-prOH/HAc hex/i-prOH/TFA hex/i-prOH/HCap
(95:5) (95:5:0,1) (95:5:0,1) (95:5:0,1) (95:5:0,1)
Analito k; k, a Rs k; k, a Rs Kk, k, a Rs Kk, Kk, a Rs Kk, Kk, a Rs

Furalaxil | 0,21 0,85 4,06 0,74 | 0,07 - - - 1021 0,74 3,45 0,560,222 0,69 3,12 0,54 |0,14 0,66 4,63 0,64

Metalaxil | 0,19 0,94 5,07 1,370,044 0,78 19,04 093]0,12 1,00 8,12 1,27|0,21 0,81 3,93 0,790,08 0,85 10,29 1,00
Oxprenolol | 0,34 0,88 2,59 0,51 2,81 - - - 1090 3,69 4,09 1,41|0,76 293 3,84 145|064 2,77 435 1,14
Metoprolol | 0,32 - - - 14,10 - - - 1,12 221 1,98 0,610,844 1,71 2,04 052|080 - - -
Propranolol | 0,04 - - - 3,06 468 1,53 061]1,05 3,05 292 1,14 1,00 3,01 3,02 1,03|0,70 1,57 226 0,51

HFor: acido formico, HAc

: acido acético,

TFA: acido trifluoroacético, HCap: acido hexanoico (caproico).
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La Figura 4.12 muestra el comportamiento de la retencion y la selectividad para los -
bloqueantes estudiados en funcion de la cantidad de atomos de carbono del &cido utilizado
como aditivo de la fase movil. En todos los casos se observa que la mejor selectividad esta

acompanada por el menor tiempo de analisis (menor valor de k) para HAc como aditivo.

Kk,

Numero de C del aditivo acido

Figura 4.12. Factor de retencion (linea llena) y selectividad (linea punteada) para o oxprenolol, A
metoprolol y o propranolol en funcién del nimero de C del acido carboxilico utilizado como aditivo
de la fase movil.

Los resultados obtenidos concuerdan con el mecanismo propuesto por Ye et al.[27]. Si bien
este mecanismo fue planteado para la retencion de ésteres de aminoacidos sobre una columna
de tris-CDMPC, puede emplearse también para explicar el comportamiento enantioseparativo
de los B-bloqueantes sobre bis-CDMPC, dado que los mismos tienen grupos funcionales de
naturaleza similar y complementarios entre si con capacidad de formacion de puentes de
hidrogeno. En este mecanismo de retencion, se plantea la formacion de un anillo de 9
miembros entre el analito y la fase estacionaria por la formacion de dos puentes de hidrogeno,

el cual incluye al C asimétrico del analito, como se puede observar en la Figura 4.13.

El comportamiento tanto de la retencion como de la selectividad de los B-bloqueantes se
corresponde con este mecanismo, lo cual se ve evidenciado en presencia de aditivos acidos en
la fase movil. Al adicionar una especie acida en la fase movil el grupo amino de los analitos
se protonard. En fase normal, esta especie cargada no serd estable como tal, sino que el ani6n
del acido correspondiente quedara asociado. El anidn, por lo tanto, generara impedimento

estérico para la formacion del anillo de 9 miembros entre el analito y la fase estacionaria. Este
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impedimento estérico contribuye a la enantioselectividad, lo cual se ve reflejado en el
aumento de a para aditivos de cadena corta, pero cuando el anién es muy grande, éste puede
impedir la asociacion entre el analito y el selector quiral, observandose un descenso tanto de
la retencién como selectividad, como en el caso del HCap. Es interesante notar, como se
observa en la Tabla 4.1, que k£ y a son bastate similares cuando se utilizan HAc y TFA como
aditivos, lo cual estaria mostrando que el tamafio del acido tiene mayor influencia que la

naturaleza del anidn o la fuerza del mismo.

CHs
\H\TH
RAYEEN CHs
e HaC
HO >——CH
3
1O\ _o-H~
o ¥ HN *
] HCOO
HN .

HaC

Figura 4.13. Esquema propuesto para el complejo que se forma en la interaccion entre la fase
estacionaria de bis-CDMPC y propranolol en presencia de acido formico en la fase movil. Las
diferentes posiciones del grupo OH en el centro quiral del analito generan las diferencias de
enantiorreconocimiento.

Aunque el mecanismo de retencion propuesto puede justificar el comportamiento observado
en los B-bloqueantes que se lograron separar, no explica el motivo por el que otros a-amino
alcoholes de la misma familia no se resuelven. Por ejemplo, se inyectaron alprenolol,

arterenol, metaproterenol y labetalol, pero ninguno de ellos se logré separar quiralmente. Es
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probable que otros grupos quimicos de los analitos contribuyan tanto con interacciones con el
selector quiral, asi como con factores estéricos. En particular, es interesante resaltar que
aunque el oxprenolol y el alprenolol poseen estructuras muy similares, el primero se separ6 en
casi todas las condiciones estudiadas, mientras que el segundo no se logr6 separar en ninguna
de ellas. Como el anillo aromatico del oxprenolol es mejor aceptor de electrones que el del
alprenolol debido a que el anillo posee dos sustituyentes alcoxidos en lugar de uno (Figura
4.14), y los anillos de la fase estacionaria son donores de electrones, es probable que haya
interacciones de tipo donor-aceptor de electrones fuertes entre ellos que no pueden
establecerse del mismo modo con el alprenolol. Los otros B-bloqueantes separados con esta

columna, metoprolol y propranolol, también poseen anillos aceptores de electrones.

(@) W Hs
SOCTAN b Gt

OH
() NH (d) HO
wow \/CH3 OJVNH\(CH
H,;C CH
o ’ O CHs

Figura 4.14. Estructura quimica del (a) oxprenolol, (b) alprenolol, (¢) metoprolol y (d) propranolol.

En la Tabla 4.2 se muestran los valores factores de retencidon, enantioselectividad y

enantiorresolucion para el agregado de DEA como aditivo bésico en la fase movil.

Tabla 4.2. Factores de retencion, selectividad y resolucion para los analitos separados con DEA.

hex/i-prOH hex/i-prOH/DEA
(95:5) (95:5:0,1)

Analito k, k, a Rs Kk, k, a Rs
Furalaxil | 0,21 0,85 4,06 0,74|0,14 035 2,56 0,28
Metalaxil | 0,19 094 5,07 1,370,113 0,81 6,29 0,67

Oxprenolol | 0,34 0,88 2,59 0,510,29 1,03 3,56 1,17
Propranolol | 0,04 - - - 0,26 0,62 2,36 0,51
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Nuevamente, se pueden observar comportamientos distintos para los fungicidas y los B-
bloqueantes. Respecto a los factores de retencion, tanto el furalaxil como el metalaxil
presentan cambios leves frente al agregado de DEA, mientras que el oxprenolol y

propranolol muestran un aumento en dicho parametro.

También puede observarse que el furalaxil muestra una disminucion tanto de la
enantioselectividad como la enantiorresolucion al agregar el aditivo basico en la fase
movil, mientras que los resultados para el metalaxil, no son concluyentes y es probable
que las sutiles diferencias de los factores de retencion en ausencia y presencia de DEA,
cuyos valores son pequenos, sean los responsables de los cambios en la selectividad y
resolucion. Por su parte, se observa que la selectividad del oxprenolol mejora con el
agregado de DEA, mientras que la resolucion se duplica y que el propranolol, que no se
logré separar en ausencia de aditivos en fase movil, puede ser separado en presencia de

DEA.

Como medida de la eficiencia de la columna para los diferentes aditivos empleados, se
calculd el numero de platos por metro (N) para el pico de uno de los enantiomeros, a
partir de N=5,54(t,/w 1/2)2, donde ¢, y w;» corresponden al tiempo de retencion y ancho a

mitad de altura del pico cromatografico. Los resultados se muestran en la Figura 4.15.

500 -
450 -
400 -
350 A
300 - M sin aditivos
£ ,q | 0,1% DEA
200 - m(0,1% HFor
150 - m0,1% HAc
100 - m0,1% TFA
50 - = 0,1% HCap
O .
N A N N N
\‘zf’\ \&5 & S >
> NS & < >
¢ g ¢ ¢S
) & Q&

Figura 4.15. Numero de platos con y sin aditivos para el primer pico (N;) de los analitos
quirales estudiados. Fase movil de hex/i-prOH (95:5).
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En primer lugar se observa que el numero de platos obtenidos es muy bajo, lo cual es
tipico para monolitos organicos, a diferencia de los de silice, debido al bajo nimero de
mesoporos que contiene[28]. Uno de los desafios actuales para mejorar la eficiencia de
las columnas monoliticas organicas es emplear nanoestructuras que aporten microporos,

tales como nanoparticulas o redes organometélicas[29].

En la Figura 4.15 también se puede observar que la eficiencia aumenta sustancialmente
cuando se utiliza DEA como aditivo, especialmente para oxprenolol y propranolol, que
son aminas secundarias. Es probable que este incremento de la eficiencia se deba a la
competencia del aditivo, que también posee un grupo amino, con los analitos por los
sitios de adsorcion presentes en el monolito soporte o en las paredes de silice de la
columna. Al disminuir los sitios de adsorciéon no enantioespecificos para los analitos,
disminuye el coleo de los picos cromatograficos, lo cual se ve reflejado en un

angostamiento de los picos.

Por otra parte, como modificador de la fase movil se ensayo una mezcla de TFA y DEA.
En la Tabla 4.3 se muestran los resultados comparativos de los factores de retencion,
enantioselectividad, enantiorresolucion y nimero de platos para todos los analitos
utilizando como aditivos TFA, DEA o una combinacion de ambos. En la Figura 4.16 se

muestran los cromatogramas correspondientes.

Se puede observar que para todos los analitos se logran los mejores valores de
resolucion con la mezcla de aditivos, lo cual se debe a que el nimero de platos es mayor
que el obtenido con DEA, mientras que los valores de selectividad son muy similares a
los obtenidos con TFA, con lo cual se suman las ventajas de ambos aditivos al

utilizarlos en simultaneo.
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Tabla 4.3. Factores de retencion, ., enentioselectividad, o, enantiorresolucion, Rs, y nimero de platos por metro, N, para ambos enantiomeros de furalaxil,
metalaxil, oxprenolol, metoprolol y propranolol, utilizando TFA o DEA o una combinacion de ambos como aditivos de la fase movil.

hex/i-prOH/TFA (95:5:0,1) hex/i-prOH/DEA (95:5:0,1) hex/i-prOH/TFA/DEA (95:5:0,05:0,05)

ki koo Rs (plam/m) (plalt\(I)é/m) ki koo Rs (plails/m) (plaii/m) ki ke o Rs (plaﬁls/m) (plaﬁz/m)
furalaxil 0,22 0,69 3,12 0,54 212 155 0,14 0,35 2,56 0,28 310 116 0,29 0,86 3,01 0,84 443 2717
metalaxil 0,21 0,81 3,93 0,79 238 251 0,13 0,81 6,29 0,67 232 99 0,28 1,17 4,18 1,33 511 375
oxprenolol 0,76 2,93 3,84 1,45 125 320 0,29 1,03 3,56 1,17 410 442 0,61 2,83 4,65 1,75 463 244
metoprolol 0,84 1,71 2,04 0,52 77 156 0,24 - - - 67 - 0,58 1,48 2,56 1,20 430 475
propranolol 1,00 3,01 3,02 1,03 97 191 0,26 0,62 2,36 0,51 397 200 0,61 1,95 3,21 0,91 143 152
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Figura 4.16. Cromatogramas de los analitos quirales estudiados en modo normal con aditivos
en la fase movil (TFA, DEA o ambos). En todos los casos F=7,1uL/min, vi,,=0,1uL y
A=230nm.

94



(€Y

~
()
~

Intensidad (mVv)

Intensidad {mV)

4.3.3.2. Monolito modificado en medio acido con H,SO,

La columna de poli(GMA-co-EDMA) también fue modificada por el pasaje de HSOy,
lo cual aporta dos grupos hidroxilo a la superficie monolitica por cada grupo
proveniente del GMA. Luego de pasar por el monolito la solucion de bis-CDMPC, se
obtuvo la columna “poli(GMA-co-EDMA)-OH/bis-CDMPC”. El deposito del selector
quiral fue confirmado dado que se lograron separar quiralmente con distintas fases
moviles correspondientes al modo normal, furalaxil, metalaxil, benzoina y oxprenolol,

con valores de a entre 1,93 y 3,05, y de Rs entre 0,30 y 1,35. En la Figura 4.17 se

muestran los resultados.
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Figura 4.17. Cromatogramas de (a) benzoina (fase movil: hex/i-prOH (95:5)), (b) furalaxil
(fase movil: hex/i-prOH (95:5)), (¢) metalaxil (fase movil: hex/i-prOH (95:5)), (d) oxprenolol
(fase movil: hex/i-prOH/DEA (95:5:0,1)). En todos los casos F=5uL/min, vi,,=0,1pL y
A=230nm.
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4.3.3.2.1. Influencia del uso de aditivos en la fase movil

Se ensayaron corridas cromatograficas tanto en ausencia como con el agregado de TFA
y DEA como aditivos en la fase movil. En la Tabla 4.4 se muestran los resultados

obtenidos para los analitos separados.

Tabla 4.4. Factores de retencion, &, enantioselectividad, @, y enantiorresolucion, Rs, para los
analitos separados con y sin aditivos en fase movil.

hex/i-prOH hex/i-prOH/TFA hex/i-prOH/DEA

(95:5) (95:5:0,1) (95:5:0,1)
Analito k, k, a Rs Kk, Kk, a Rs Kk, k, a Rs
Benzoina | 0,59 1,13 1,93 0,42 | 0,63 - - - 0,52 - - -

Furalaxil | 0,69 1,77 2,56 0,65|0,60 1,40 233 053|062 1,58 2,55 0,55
Metalaxil | 0,62 1,89 3,05 0,82 ]0,64 192 298 0,73|0,61 1,81 294 1,35
Oxprenolol - - - - - - - - 0,44 090 2,03 0,30

Se destaca, en primer lugar, la separacién de benzoina, analito que no se resolvio6 en la
columna modificada con NHj. Respecto de los B-bloqueantes ensayados, propranolol,
metoprolol y oxprenolol (todos ellos separados en la columna modificada con NH3), el
unico que se separd en presencia de un aditivo basico en la fase mévil es el oxprenolol.
En ausencia de aditivos o con aditivos acidos, el factor de retencion fue tan elevado que
no se llegd a observar la elucion del analito en un andlisis de 80min. Estos dos
resultados, en los que se observa una notable diferencia respecto a la columna
modificada con NHj, indican que los analitos interaccionan fuertemente con el soporte
monolitico y que dicha interaccion no estereoespecifica afecta la enantioseparacion de

los mismos.

También en esta columna, poli(GMA-co-EDMA)-OH/bis-CDMPC, tanto el metalaxil
como el furalaxil se separan sin mostrar cambios significativos con el agregado de
aditivos en la fase movil. Comparando los valores tanto de factor de retencion como de
enantioselectividad y enantiorresolucion para estos analitos entre las columnas
modificadas con NH3 y H,SOs4, se puede observar que son similares, con lo cual se

puede inferir que la cantidad de selector quiral adsorbida en ambos casos es comparable.
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4.3.3.3. Efecto de memoria

En ocasiones, se ha observado que el uso de aditivos en fase movil para separaciones
quirales en columnas con fases estacionarias de polisacaridos genera efecto de memoria,
es decir que el efecto del aditivo se sigue observando luego del lavado de la columna
con fase movil libre de dicho aditivo[30,31]. Esto ocurre cuando las interacciones entre
el aditivo y la fase estacionaria son tan fuertes que éste queda adsorbido en la columna
incluso luego del lavado con fase movil, ya que los solventes que la componen no

pueden desplazar al aditivo.

Para evaluar la presencia de efecto de memoria se fabricaron columnas nuevas para
evitar la posible presencia previa de aditivos en las mismas. Se eligieron TFA y DEA
como aditivos de prueba, ya que €stos permitieron obtener los mejores resultados para
las enantioseparaciones estudiadas. Ademds, dado que uno de los aditivos es de
naturaleza 4cida y el otro de naturaleza bésica, son representativos de los aditivos
normalmente utilizados en cromatografia de liquidos. En la Tabla 4.5 se muestran los
factores de retencion, los valores de selectividad y resolucion del oxprenolol en
ausencia de aditivos y en presencia de TFA y DEA en la fase mévil. Los cromatogramas
correspondientes a dichas corridas cromatograficas, se muestran en orden cronologico

en la Figura 4.18.

Como se puede observar en los cromatogramas de la Figura 4.18 y en la Tabla 4.5, las
columnas estudiadas presentan efecto de memoria, dado que el efecto de los aditivos
luego de un lavado exhaustivo con la fase movil de hex/i-prOH (95:5) (mas de 350
volimenes de columna) vuelve a dar practicamente los mismos parametros

cromatograficos iniciales.

Es interesante observar que si bien la fase mévil de hex/i-prOH no es capaz de desplazar
a los aditivos, la presencia de un nuevo aditivo, en este caso, desplaza al anterior. Para
corroborar que este desplazamiento entre aditivos puede ocurrir en cualquier orden, es
decir que la DEA desplaza completamente al TFA y viceversa, se ensayaron dos
columnas sin uso previo, en donde las condiciones de corrida se realizaron en orden
cronologico opuesto. Comparando las filas 2 y 6 de la Tabla 4.5 (en gris), se puede

observar que se vuelven a obtener los mismos parametros cromatograficos iniciales
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(dentro del error experimental) para el aditivo utilizado. De esta manera se demostro
que el desplazamiento de los aditivos es total y que no se observan efectos combinados
de los mismos. Esta conclusion es muy util dado que permite validar los estudios

previos realizados sobre el efecto de los aditivos en fase movil.

Tabla 4.5. Factores de retencion, selectividad y resolucion para el oxprenolol en dos columnas
sin uso previo, en presencia y ausencia de aditivos en la fase movil.

Fase movil k, k, o Rs

hex/i-prOH (95:5) 0,26 091 3,58 0,84

<«  hex/i-prOH/TFA (95:5:0,1) 1,16 523 452 2,19
g hex/i-prOH (95:5) 1,52 6,29 4,13 2,68
g hex/i-prOH/DEA (95:5:0,1) 0,59 1,66 2,83 1,98
© hex/i-prOH (95:5) 0,72 2,06 287 1,68
hex/i-prOH/TFA (95:5:0,1) 1,21 5,06 4,18 2,33
hex/i-prOH (95:5) 0,34 1,19 3,54 1,25

g hex/i-prOH/DEA (95:5:0,1) 0,23 1,02 450 1,59
g hex/i-prOH (95:5) 0,33 1,23 3,75 1,09
E hex/i-prOH/TFA (95:5:0,1) 1,25 5,02 4,03 2,86
© hex/i-prOH (95:5) 1,23 4,71 3,82 3,09

hex/i-prOH/DEA (95:5:0,1) 0,31 1,26 4,12 148
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Figura 4.18. Cromatogramas cronoldgicos de arriba hacia abajo de la separacion del oxprenolol en replicados de columnas (A y B) en presencia y ausencia de
aditivos en fase movil. En todos los casos, F=7,1uL/min, vi,=0,1puL y A=230nm.
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4.3.3.4. Eficiencia

La eficiencia de la columna de poli(GMA-co-EDMA)-NH,/bis-CDMPC fue evaluada a
través de una curva de van Deemter. Para ello se empled anilina como analito de
prueba, el cual posee un factor de retencion de 0,73. Como las medidas se realizaron en
modo normal, se utiliz6 isopropanol como marcador de tiempo muerto, #), cuya sefial se
puede ver claramente en los cromatogramas como una perturbacion en la linea de base

en la longitud de onda de medida (254nm).

Con el tiempo muerto y la longitud de la columna, L, se puede calcular la velocidad
lineal (u) de la fase moévil de acuerdo a u=L/fy. A su vez, sabiendo que de la altura
equivalente de plato teérico (H) es H=L/N, donde N es el nimero de platos, se puede

calcular H para cada valor de u.

El grafico de van Deemter obtenido experimentalmente para esta columna se muestra en

la Figura 4.19.
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Figura 4.19. Curva de van Deemter para anilina en una columna de poli(GMA-co-EDMA)-
NH,/bis-CDMPC. Fase movil: hex/i-prOH/DEA (95:5:0,1), vi,,=0,1uL y A=254nm.

De la Figura 4.19 se obtuvo el minimo valor de H (H,,;,), con un valor de 1,87mm, muy
grande para esta columna en comparacion a una monolitica de silice, para la cual se han

obtenido valores de H de 0,02mm[32]. La baja eficiencia puede deberse por un lado a la
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tipicamente baja area superficial que se obtiene en este tipo de columnas poliméricas,
como se mencion6 en la Seccioén 4.3.3.1 y por el otro, a un depo6sito de espesor finito no

del todo homogéneo y/o uniforme de la fase estacionaria sobre el soporte.

De la Figura 4.19 también se puede observar que la pendiente de la rama C de la curva
es muy baja (casi nula), lo cual da cuenta de una muy baja resistencia a la transferencia
de materia, tipico de materiales monoliticos poliméricos, lo que puede atribuirse a la
ausencia de microporos con fase movil estanca, como ocurre con columnas de rellenos
con particulas. Esta caracteristica de los materiales monoliticos organicos, permite

trabajar a caudales elevados, disminuyendo el tiempo de analisis sin perder eficiencia.

El ensanchamiento de los picos cromatograficos se debe tanto a factores propios del
proceso separativo, los cuales ocurren dentro de la columna (factores intracolumna),
como a factores propios del equipo, tales como el volumen de las tuberias, de la celda
del detector o la frecuencia de adquisicion de los datos, entre otros (factores
extracolumna). Por lo tanto, la dispersion total del pico cromatogréfico (o7°), se debera a
la suma de ambas contribuciones (0'(_‘2‘/'0'5(_‘2). A su vez, asumiendo una distribucion
gaussiana, se puede correlacionar la varianza de dicha distribucion (o) con el ancho a
mitad de altura del pico del cromatograma (w;.;) de acuerdo a o=w,,»/(2.(2. ln2)]/ ?). De
esta manera, al medir el ancho de los picos cromatograficos con y sin columna en el
sistema, se puede determinar la dispersion total del sistema, asi como la contribucion

debida exclusivamente a los factores extracolumna.

Se midi6 el ancho del pico de la anilina en un sistema con y sin columna en 5 niveles y
se determind la relacion de las contribuciones de la dispersion intracolumna y
extracolumna. En promedio, se determind que para este sistema, la dispersion
extracolumna representa un 2% del total, la que es muy baja a pesar de haber utilizado
un detector UV-Vis convencional de 1puL de volumen de celda, que puede resultar
grande para el volumen de los picos en columnas capilares. Esto indica que casi todo el
ensanchamiento del pico se debe a deficiencias de la columna fabricada (monolito y/o
deposito del selector quiral). En la Seccion 4.3.3.5 se estudiaran en detalle estos dos

efectos.
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4.3.3.5. Reproducibilidad

La reproducibilidad de las columnas preparadas se estudio midiendo los factores de
retencion y numero de platos para una serie de cuatro replicados de columnas a partir de
la misma mezcla de polimerizacion. Ademas, con el fin de hacer un seguimiento del
proceso de fabricacion de las mismas, aquellos parametros se evaluaron a lo largo de
todas las etapas de fabricacion. Se seleccionaron nitrobenceno, fenol y anilina como
analitos de prueba. Esta mezcla se inyectd en la columna del monolito “desnudo” de
poli(GMA-co-EDMA). Luego, al modificar las columnas con NHj; (poli(GMA-co-
EDMA)-NH,), solo se inyectd anilina, ya que tanto el nitrobenceno como el fenol
eluyeron junto con el tiempo muerto. Finalmente, al depositar la fase estacionaria quiral

(poli(GMA-co-EDMA)-NH,/bis-CDMPC), se inyectaron anilina y metalaxil racémico.

Como medida de la reproducibilidad en las columnas, se utilizé la desviacion estandar
relativa porcentual de los factores de retencidon de los analitos, asi como del nimero de
platos, calculada como RSD%=100.s/x, siendo s la desviacion estandar y X la media de
las medidas correspondientes. Los ensayos se realizaron por triplicado. Con respecto a
los ensayos realizados en una misma columna (Figura 4.20), se obtuvieron valores de
RSD% menores a 20 para todos los parametros. Los resultados comparativos de los
cuatro replicados en todas las etapas de fabricacion, se encuentran en la Tabla 4.6. En
todos los casos, los andlisis cromatograficos se realizaron utilizando una fase movil de
hex/i-prOH (95:5) a un caudal de 7,1uL/min, el volumen de inyeccion fue de 0,1uL y la
deteccion se realiz6 a 254nm para anilina, fenol y nitrobenceno y 230nm en el caso del

metalaxil.
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Figura 4.20. Cromatogramas de (a) nitrobenceno, fenol y anilina en la columna 2 de
poli(GMA-co-EDMA), (b) anilina en la columna 4 de poli(GMA-co-EDMA)-NH,, (¢) y (d)
anilina y metalaxil respectivamente en la columna 1 de poli(GMA-co-EDMA)-NH,/bis-
CDMPC. Fase movil: hex/i-prOH (95:5), F=7,1pL/min, v;,=0,1pL y A= 254nm para los
analitos no quirales y 230nm para metalaxil.
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Tabla 4.6. Desviacion estandar relativa (RSD%) para los factores de retencion (k) y numero de platos por metro (V) para anilina, fenol, nitrobenceno y
metalaxil en las distintas etapas de fabricacion de 4 columnas replicadas.

poli(GMA-co-EDMA)

poli(GMA-co-EDMA)-NH,

poli(GMA-co-EDMA)-NH,/bis-CDMPC

columna | k, N, ke N¢ ka Na k, Na ks, N, kssm Nsm krm  Nrem
1 1,59 773 3,29 745 4,69 729 0,54 20 0,81 111 0,60 334 271 165
2 1,s1 570 3,12 537 4,66 482 0,45 29 0,52 102 037 241 1,30 84
3 1,59 816 3,22 804 486 893 0,63 25 0,70 193 0,54 1062 247 743
4 1,55 803 3,21 850 4,68 910 0,50 18 041 167 026 395 0,81 186

RSD% | 2,46 15,54 2,13 18,83 1,90 26,35 14,37 21,82 29,14 30,70 34,93 73,76 50,24 102,66

Los sufijos corresponden a los analitos, siendo n: nitrobenceno, f: fenol, a: anilina, S-m: S-metalaxil y R-m: R-metalaxil.
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De los resultados de la Tabla 4.6 se observa que tanto para las columnas aquirales de
poli(GMA-co-EDMA) como las columnas modificadas con NHj3 los valores de RSD%
son relativamente bajos. Por el contrario, las columnas monoliticas quirales presentan
valores de RSD% muy elevados, de hasta 50 para los factores de retencion y mas de 100
para el numero de platos, indicando que las columnas resultantes no son reproducibles.
Una de las razones podria ser la forma de realizar el deposito de la fase estacionaria. En
literatura [33] se han reportado procedimientos donde luego de llenar las columnas con
la solucion de CDMPC, se dejé que la acetona (solvente en que se encontraba disuelto
el selector quiral) se evapore a temperatura ambiente durante varias semanas.
Probablemente el procedimiento utilizado en el presente trabajo de Tesis, donde la
acetona se evapora durante dos dias a 40°C sea muy brusco y se necesite recurrir a
procedimientos de evaporacidn mds suaves. Otra alternativa, sumada a la anterior,
podria ser emplear soluciones de bis-CDMPC de concentracion menor a 35mg/mL y
realizar mas de una etapa de deposito para conseguir un cubrimiento equivalente mas

uniforme de selector quiral.

4.3.3.6. Determinacion de propranolol y metalaxil en muestras reales

Las columnas preparadas se utilizaron en la determinacion de propranolol en un
comprimido comercial y de metalaxil en dos formulaciones comerciales del plagucida
que se utilizan en el tratamiento de semillas. Los procedimientos de pretratamiento de
las muestras se indicaron en la Seccidén 4.2.7. En el caso del metalaxil, los fabricantes
indican que una de las formulaciones de metalaxil contiene el racemato del fungicida,
mientras que para la otra se informa la presencia del enantiomero R. Los cromatogramas

correspondientes a los extractos obtenidos se muestran en la Figura 4.21.
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Figura 4.21. Cromatogramas correspondientes a (a) estandar de propranolol, (b) comprimido comercial de propranolol, (¢) estandar de metalaxil y
formulaciones comerciales de metalaxil: (d) R,S-metalaxil y (e¢) R-metalaxil. En todos los casos la fase movil es hex/i-prOH/TFA/DEA (95:5:0,05:0,05),
F=7,1uL/min, vi,y=0,1puL y A=230nm.
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Se puede observar que en el cromatograma de la Figura 4.21 (b), el extracto del
comprimido de propranolol presenta una mezcla racémica del principio activo, que
coincide con la separacion del estdndar puro. Los enantiomeros se separan a linea de

base con una selectividad de 3,97 y una resolucion de 4,05.

Para las muestras de metalaxil también se logré una separacion a linea de base, con un
valor de enantioselectividad de 4,66 y de enantiorresolucion de 3,70. En el extracto del
formulado de la mezcla racémica (Figura 4.21 (d)) se observo la presencia de ambos
enantidmeros en igual proporcidon, mientras que en el extracto de la formulacion del
enantiomero R (Figura 4.21 (e)), se observo que el segundo enantidémero en eluir es el
componente mayoritario, aunque también se pudo evidenciar la presencia minoritaria
del primer enantiomero. Por inyeccion de un estandar del R-metalaxil, se determin6 que
el orden de elucion es el enantidmero S en primer lugar y luego el enantiomero R, lo
cual permitié corroborar que el enantidmero R es el que se encuentra en mayor
abundancia en la muestra. Ademds por relacion entre las areas de los picos
correspondientes a cada enantidmero, se determino que la concentracion del S-metalaxil

es de 4,3% respecto al enantiomero R.
4.4. Conclusiones parciales

e Se sintetiz6 bis-(3,5-dimetilfenil)carbamato de celulosa (bis-CDMPC), como
selector quiral. La estructura fue confirmada por espectroscopia IR, analisis
elemental y ensayos de solubilidad.

e No se logro la union covalente de bis-CDMPC al monolito de poli(GMA-co-
EDMA), debido a que la baja polaridad del monémero funcional GMA no
permitid interacciones suficientemente fuertes como para que el selector
quiral se pueda adsorber, condicion necesaria para la formacion del posterior
enlace covalente.

e Se logré adsorber el selector quiral bis-CDMPC sobre un monolito de
poli(GMA-co-EDMA) previamente modificado con NH3; y sobre un
monolito previamente modificado con H>SO4. Esto demuestra la necesidad
de tener un monolito polar con capacidad de formar puentes de H para poder

adsorber el selector quiral empleado.
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Se lograron separar, en condiciones de fase normal, 5 pares racémicos en la
columna tratada con NH; y 4 analitos racémicos en la columna tratada con
H,SO4 con factores de enantioselectividad tan grandes como 19 vy
enantiorresoluciones tan grandes como 4,6, a pesar de las bajas eficiencias
(N<500platos/m).

Se evaluo el efecto de diversos aditivos en la fase movil sobre la retencion y
selectividad de los analitos y se encontrd que la composicion de fase movil
con la que se obtienen mejores valores de enantioselectividad y
enantiorresolucion es hex/i-prOH/TFA/DEA (95:5:0,05:0,05). Se observo la
influencia del soporte monolitico en la retencion y enantioselectividad.
Mediante un grafico tipico de van Deemter para la columna quiral tratada
con NH;, se observd el bajo impacto del término C sobre la altura
equivalente de plato teorico, tipico de los monolitos poliméricos.

Se observo efecto de memoria al emplear TFA y DEA como aditivos en fase
movil, efecto que es reversible, dado que puede eliminarse si el lavado de la
columna se realiza con una fase movil que contenga al otro aditivo.

Se evalu6 la reproducibilidad de las columnas obtenidas y se observo que
tanto el monolito de poli(GMA-co-EDMA) como la modificacion con NHj
dan lugar a columnas reproducibles, mientras que las columnas con el
deposito del selector quiral son muy poco reproducibles, con lo cual se
concluye que se debe mejorar el procedimiento de deposito.

Se utilizaron las columnas desarrolladas para la determinacion de
propranolol en un medicamento, asi como para la determinacion de metalaxil
en formulaciones comerciales para el tratamiento de semillas, confirmando
la presencia de los analitos de interés y obteniendo excelentes

enantioseparaciones.
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Conclusiones generales

e Se desarrollaron y caracterizaron materiales monoliticos tanto de naturaleza
organica como inorganica, evaluando la influencia de diversos parametros
experimentales en la estructura del material resultante.

e Se desarrolld6 un monolito de poli(GMA-co-EDMA) de elevada
permeabilidad (4,6x10"?m?), robusto, pero con una baja 4rea superficial
(9m?/gr).

e Se obtuvo un monolito de silice de elevada area superficial (266m2/gr), muy
resistente mecanicamente, pero dificil de anclar a la pared del capilar (para
diametros de capilar mayores a S0um).

e Se sintetizdO con éxito bis-(3,5-dimetilfenil)carbamato de celulosa como
selector quiral y se caracteriz6 el producto obtenido.

e Se desarrollaron columnas enantioselectivas por adsorcion de bis-CDMPC
sobre monolitos de poli(GMA-co-EDMA) a los que se realizaron dos
tratamientos diferentes en la superficie, uno empleando NH; y el otro
empleando H,SO4, a fin de obtener grupos de diferente polaridad en la
superficie monolitica para poder establecer interacciones por puentes de
hidrogeno con el selector quiral y comparar el grado de adsorcion del
mismo.

e Empleando el monolito con el selector quiral adsorbido poli(GMA-co-
EDMA)-NH,/bis-CDMPC se separaron 5 analitos racémicos, mientras que
con el monolito de poli(GMA-co-EDMA)-OH/bis-CDMPC se separaron 4
racematos. Se estudio la influencia de diversos aditivos en fase movil, en la
retencion y selectividad de las columnas.

e Se evaluo la eficiencia de las columnas enantioselectivas, observandose una
muy baja resistencia a la transferencia de masa. También se observo efecto
de memoria en las mismas, frente al uso de TFA y DEA como aditivos en la
fase movil.

e Se estudio la reproducibilidad de las columnas desarrolladas y se concluyo

que tanto la sintesis del soporte monolitico de poli(GMA-co-EDMA) como
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el soporte modificado con NH; son reproducibles, mientras que el deposito
del selector quiral genera irreproducibilidad en las columnas resultantes.

Se utilizaron las columnas quirales obtenidas para el analisis cualitativo en
muestras reales, en particular se logro la enantioseparacion de propranolol y

metalaxil en compuestos comerciales.
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Anexo: Técnicas de caracterizacion

A.1. Caracterizacion de materiales porosos

A.1.1. Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido o SEM (por sus siglas en inglés) es una técnica
que permite obtener informacion tanto de la estructura como de la composicion de
superficies solidas. Consiste en la irradiacion de la muestra con un haz de electrones que
interacciona de forma inelastica para dar lugar a diferentes sefiales medibles, tales como
electrones secundarios, retrodispersados, Auger y rayos x. En la Figura A.1 se
encuentra un esquema de los procesos electronicos involucrados en la radiacion que se
puede medir en un andlisis de SEM, asi como un diagrama de la penetracion relativa de

dichas formas de radiacion en la muestra.

electrones
rayos x secundarios electrones
primarios
electrones
primarios

(b)

(a)

VL4
electrones secundarios
clectrones Auger

electrones retrodispersados

rayos X
continuos
rayos x caracleristicos

rayos x de
fluorescencia

electrones
Auger

electrones
retrodispersados

Figura A.1. (a) Esquema de las interacciones inelasticas entre el haz de electrones primarios y
los atomos de la muestra[1]. (b) Esquema del alcance de los distintos tipos de electrones y
radiacion que se pueden medir en un andlisis SEM]2].

Las muestras deben ser conductoras para poder ser escaneadas en un microscopio SEM,

por lo que aquellos solidos no conductores, como es el caso de los polimeros
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monoliticos tanto organicos como inorgdnicos, deben ser tratados previamente al
analisis mediante el deposito de una capa delgada de algin material conductor, en

general oro, platino o grafito.

Cuando se registran los electrones secundarios, se obtiene una imagen de la topografia
de la superficie de la muestra. Esto se debe a que los electrones secundarios son de baja
energia, por lo que sélo pueden recorrer una distancia de entre 1 y 10nm, es decir que
unicamente los electrones secundarios superficiales son capaces de llegar al detector.
Los electrones retrodispersados permiten tener un registro tanto de la topografia como
de la composicion de la muestra, ya que la intensidad depende de la masa atémica de los
elementos que la componen. Por otro lado, al detectar los rayos x se obtiene
informacion de la distribucion elemental de la muestra, gracias a que el espectro de

rayos x es caracteristico de cada elemento[1].

Un microscopio de barrido electronico consta de una fuente que emite electrones, los
cuales son acelerados al pasar por una columna que posee lentes electromagnéticas y
rendijas que permiten focalizar el haz. Una camara en vacio contiene al portamuestra, a
donde llega el haz de electrones y un detector permite el registro de las sefiales emitidas.

En la Figura A.2 se puede observar un esquema de un microscopio SEM.
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bomba turbomolecular

Figura A.2. Esquema de un microscopio electronico de barrido[2].
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A.1.2. Isotermas de adsorcion-desorcion de nitrogeno BET

El modelo de adsorcion de un gas inerte sobre una superficie solida propuesto por
Brunauer, Emmett y Teller, o isoterma BET, considera la posibilidad de que se generen
multicapas del adsorbente. Bajo la suposicion de que las moléculas de gas adsorbidas no
interaccionan de forma lateral entre si, que el calor de adsorcidon de la primer monocapa
es constante y que el calor de adsorcion de las siguientes capas corresponde al de
condensacion[3], el modelo BET permite arribar a la siguiente ecuacion:

n C P
= — (A.])

Nimon N (1—%)<1+%(C—1)> Py

Donde 7 es el numero total de moles de gas adsorbidos, 7, €s el nimero de moles de
una monocapa, P la presion del sistema, Py la presion de vapor del adsorbato y C una

constante relacionada con parametros termodinamicos de acuerdo a la Ecuacion A.2.

C = Bk (Qi-Q)/RT o 5(Q1—Q)/RT (A2)

alkia

En esta ecuacion a; y a; son factores de frecuencia, k™ es la constante de equilibrio de
adsorcion (donde el sufijo / corresponde a la primer monocapa y el i a las siguientes),
O es el calor de adsorcion, Q; el calor de condensacion, R la constante general de los

gases y T la temperatura[4].

La forma que adoptan las isotermas depende del tipo de sélido adsorbente. En los
solidos macroporosos se forma una monocapa a presiones bajas y luego a medida que
¢ésta aumenta comienzan a formarse las siguientes capas, como se muestra en la Figura
A.3. Los solidos mesoporosos presentan un comportamiento similar al de los
macroporosos a presiones bajas, pero al aumentar la presion, ocurre condensacion en los
mesoporos, lo cual se observa como un salto en la isoterma debido al gran aumento de
volumen de adsorbato incorporado por el material. En los sélidos microporosos se
requiere una presion mayor para cubrir la superficie, observandose condensacion
también a una presion mads elevada. Una vez que los microporos estan llenos, se puede

ver un comportamiento como el de los materiales macro o mesoporosos. En la Figura
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A.4 se muestran graficas tipicas de isotermas correspondientes a materiales de

diferentes porosidades.
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Figura A.3. Esquema representativo de (a) la adsorcion de las moléculas de N, sobre la
superficie de los poros y (b) isoterma de adsorcion correspondiente[5].
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Figura A.4. Isotermas de adsorcion BET para un s6lido (a) macroporoso, (b) mesoporoso y (c)
microporoso[3].

Cuando se miden las curvas de adsorcién y desorcidon, se observa un fenémeno de
histéresis, que consiste en un corrimiento a menores presiones para la desorcion.
Cuando la geometria de los poros es cilindrica, el adsorbato condensa primero en las
paredes y estas capas de liquido se van engrosando hasta hacer contacto entre si y llenar

completamente el poro. Sin embargo, durante la desorcion, la evaporacion comienza en
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la boca del poro, dando lugar a una regién de vapor de radio mayor al de la etapa de
adsorcion, como puede observarse en la Figura A.5. En el caso de geometria esférica de
los poros, suele haber un angostamiento entre la region esférica del poro y la superficie
externa del sélido. Por lo tanto, tanto el ingreso como el egreso del adsorbente ocurren
desde dicha regién angosta. Durante la condensacion, al engrosarse la capa de liquido
superficial, se genera un tapon de liquido en el cuello del poro y queda retenida una
burbuja que disminuye de tamafio a medida que aumenta la presion. Por el contrario, en
el proceso de evaporacion, el liquido comienza a desalojar el poro primero en la region
angosta del cuello, dando una distribucioén del adsorbente diferente respecto al poro en

el proceso de mojado.
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Figura A.S. Proceso de mojado y evaporacion en poros (a) cilindricos y (b) esféricos. (c)
Isoterma en la que se observa la histéresis (I" representa el exceso superficial, es decir los moles

de adsorbente por unidad de area de la superficie del solido)[4].

Al medir el volumen o la masa de adsorbente en funcion de la presion del sistema, se
pueden obtener las isotermas BET. Ademas, al reordenar la Ecuacién A.1 se obtiene

una expresion que permite calcular el area superficial.
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P/Po _ 1 + (C—l)
vad(1-p/pPy) ~ cvid. " cvid,

P/P, (A.3)

Donde 7 es el volumen adsorbido y el sufijo mon hace referencia a la monocapa. Al

P/Py

graﬁcar m

en funcion de P/P, se obtiene una recta y de la pendiente y

ordenada al origen pueden calcularse los valores de la constante C y * de la
monocapa. Conociendo el area transversal de la molécula del gas que se utilice como
adsorbente, se puede calcular el 4rea superficial del material, S, a partir del volumen de

adsorcion de la monocapa[6].
A.1.3. Porosimetria de intrusion de mercurio (MIP)

El mercurio es un liquido a temperatura ambiente que no moja la mayoria de los sélidos.
Debido a esta capacidad de no mojado, el mercurio es capaz de ingresar a los poros de
un material Unicamente por una fuerza externa que aumente la presion del liquido.
Existe una relacion entre la presion aplicada y el tamafio de los poros en los cuales

penetra el mercurio, dada por la ecuacion de Washburn (Ecuacion A.4)[3]:

__2ycosé

P (A4)

Tp
Donde P es la presion aplicada, y la tension superficial del mercurio, € el angulo de
contacto (que en general se asume de 140°) y r, el radio de los poros, que se consideran

cilindricos.

Experimentalmente, para realizar un andlisis de MIP se coloca la muestra en un
penetrometro similar al esquema de la Figura A.6 y se realiza vacio. Luego, se deja
ingresar mercurio al portamuestra y finalmente se aplica gradualmente presion sobre el
sistema, forzando asi el ingreso del mercurio a los poros de la muestra. El volumen de
mercurio que ingresa a los poros coincide con la diferencia de volumen del liquido en el
capilar del penetrometro. Debido a que se forma un capacitor entre el mercurio que se
encuentra dentro del capilar y el metal conductor que se encuentra en el exterior, las

diferencias en la altura de la columna de mercurio se veran reflejadas en un cambio de
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capacitancia que puede ser medido. El registro del volumen de intrusion en funciéon de

la presion permite tener informacion sobre la distribucion de poros del material.

recubrimiento conductor

extremo abierto

mercurio

muestra

Figura A.6. Esquema de la estructura de un penetrometro.

Este método se limita a poros de radio mayor a 2nm debido a las elevadas presiones
requeridas para llenar poros mas pequefios[4], por lo que en general se utiliza la
porosimetria de intrusion de mercurio para la caracterizacion de macro- o mesoporos.

De esta manera, las isotermas BET y la MIP son técnicas complementarias.

Si bien ambas técnicas deberian arrojar el mismo valor de 4rea superficial para un
determinado sélido macro o mesoporoso, cuando la muestra es fragil, como ocurrir en el
caso de algunos materiales monoliticos, puede ocurrir que el mercurio a alta presion
rompa la estructura del sélido y de esta manera se acceda a poros cerrados inaccesibles

en la muestra original, dando asi un valor de area superficial con un error por exceso[3].

Las medidas de MIP permiten conocer el volumen total de poros, la densidad total del
material, la densidad del esqueleto (es decir del solido sin considerar el volumen de los

poros) y tanto el famario como la abundancia de los poros[7].

A.2. Caracterizacion de la fase estacionaria

A.2.1. Analisis elemental de CHNS

Un andlisis elemental permite cuantificar la composicion de los elementos de una dada
muestra. En el caso de muestras organicas, se suele determinar la composicion
porcentual en masa de C, H, N y S, y en el caso de tener O, se calcula por diferencia.

Para realizar el analisis, la muestra es introducida en un horno a 1000°C donde, en
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presencia de O,, entra en combustion. Esta combustion puede operarse en dos modos,
uno denominado estdtico, en el que un cierto volumen de O, ingresa al tubo de
combustion previo a la entrada de la muestra, o un modo dinamico, en el que el ingreso
de O, ocurre en simultdneo con la muestra a un cierto caudal por un tiempo
determinado. Durante el proceso de combustion, el C de la muestra se convierte en CO»,

el H en H,O, el N en una mezcla de N, y 6xidos de nitrégeno, y el S en SO,.

Luego de que la muestra pasa por la cdmara de combustion, se utilizan una serie de
adsorbentes para retener productos de combustion de otros elementos presentes en la
muestra. Los productos de combustion generados son arrastrados por un gas inerte (en
general He) a una camara que se encuentra a 600°C y que posee placas de Cu de alta
pureza. La funcién del Cu es eliminar el O, que no reacciond y convertir los 6xidos de
N en N,. Finalmente, los gases son separados y cuantificados por un cromatdgrafo de

gases con detector de conductividad térmica[8§].
A.2.2. Espectometria infrarroja

Una técnica muy utilizada para la caracterizacion de compuestos organicos es la
espectometria infrarroja (IR), ya que permite detectar la presencia de distintos grupos

funcionales en una molécula.

La radiacion IR puede ser absorbida por las moléculas, excitando los modos
vibracionales. Existen dos formas de vibracion, el estiramiento y la flexion de los
enlaces quimicos. Unicamente aquellos modos vibracionales que generen un cambio del
momento dipolar de la molécula pueden ser observados en el IR ya que esta alteracion
en el campo eléctrico debido a un cambio en la distribucion de carga puede acoplarse a
la oscilacion eléctrica de la radiacion IR. La longitud de onda de dicha absorcion
depende de la masa de los dtomos involucrados, la fuerza de enlace entre ellos y la
geometria de la molécula. En el espectro IR se suele graficar la transmitancia en funcion

del nimero de onda (v), que corresponde a la inversa de la longitud de onda.

En la region de numeros de onda elevados, de entre 1300 y 4000cm™, se pueden
observar bandas caracteristicas de distintos grupos funcionales. Entre 650 y 900 cm™, se

encuentra la region de absorcion de enlaces C-H tanto alifaticos como aromaticos,
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donde se pueden observar patrones caracteristicos de acuerdo a la sustitucion de los
mismos. En la region intermedia, entre 900 y 1300cm™’, se encuentra una zona que se
denomina “huella digital” que presenta una serie de bandas originadas en la interaccion
de modos vibracionales. Debido a que esta region presenta un conjunto complejo de
bandas, suele presentar un patrén caracteristico para la molécula en estudio. Por lo
tanto, la comparacion de la region de la “huella digital” entre dos espectros permite
diferenciar a dos compuestos que presentan los mismos grupos funcionales pero poseen

diferente estructura.

La espectometria IR no es una técnica de identificacion absoluta de compuestos, pero es

muy util para la caracterizacion de los mismos[9].
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