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Capitulo 1 - Introduccion

1.1 QUIRALIDAD
1.1.1 Descubrimiento de la quiralidad molecular

La cadena historica de eventos que llevaron al desarrollo de la estereoquimica molecular
en el siglo XIX tiene sus origenes en la observacién de quiralidad en compuestos obtenidos
de organismos vivos. La correlacion de sus propiedades cristalograficas con aquellas
encontradas en muestras minerales (siendo esta area la mas desarrollada en aquel

momento), fue fundamental para su entendimiento?-3.

En 1801, el cristalégrafo R. H. Hatiy observé que la simetria aparentemente hexagonal de
los cristales de cuarzo en realidad se encontraba reducida por pequefas caras hemiédricas
(pequeiias modificaciones asimétricas en vértices alternados del cristal). La hemiedria
tiene un efecto marcado en la simetria del cristal, dado que reduce los objetos de simetria y
da lugar a imédgenes especulares no superponibles del cristal de quarzo, que pueden ser

reconocidas por su aspecto externo.

En 1811, F. Arago descubri6 la actividad 6ptica (una herramienta necesaria en el estudio
de la quiralidad a escala molecular) que fue relacionada con el cristal de cuarzo, dado que
fue el primer material en el cual se observo rotacion optica. Inmediatamente luego, el fisico
J. B. Biot descubri6é que el cuarzo natural existia en dos formas que rotaban el plano de
polarizaciéon en direcciones opuestast. En 1822, J. W. F. Herschel identificé que las dos
formas del cuarzo correspondian a dos formas hemiedralesS. Las estructuras de dichos

cristales se representan en la Figura 1.1.

Figura 11. Estructura de las dos formas
hemiedrales del cristal de cuarzo.



Capitulo 1 - Introduccion

La teoria ondulatoria de la luz fue ganando aceptacion con el tiempo y dos afios mds tarde
A.]. Fresnel lleg6 a la conclusion de que la luz linealmente polarizada puede considerarse
como la superposicion de la luz circularmente polarizada hacia la izquierda y hacia la
derecha, hecho que permiti6 profundizar en los requerimientos de simetria para la
existencia de actividad 6ptica¢. En 1832, Biot noté que el efecto de la rotacion 6ptica en el
plano de la luz polarizada no era especifico de los cristales sino que también ocurria en
ciertos productos naturales en estado liquido?. Entre los ejemplos que se pueden
mencionar se encontraban las soluciones acuosas de acido tartarico, dado que en el afio
18438 Biot observé un comportamiento atipico entre dos sustancias isoméricas de férmula
C4HeOg: el acido (+)-tartdrico (natural) dpticamente activo, y el entonces llamado &cido
paratartdrico que es quimicamente idéntico pero 6pticamente inactivo. Por los afios 1847-
1848, Louis Pasteur decide que el caso requiere un mayor estudio y, asistido por Biot,
prepara cristales de sales de sodio y amonio del acido épticamente inactivo y resuelve las
mezclas utilizando lupa y pinzas, separdndolas en dos grupos (ver Figura 1.2) de igual

nuimero de moléculas que en solucién dan rotaciones 6pticas iguales y opuestas®.

%

Figura 1.2. Estructura de cristales de tartrato de sodio y

amonio: a) (-)-enantiémero, b) (+)-enantiémero
De este descubrimiento surge el hecho de que las moléculas deben ser representadas en
tres dimensiones, fue entonces que en el afio 1874 los quimicos J. H. van’t Hoff1011y J. A.
Lebel2 propusieron independiente y casi simultdneamente, el atomo de carbono
asimétrico como base para la quiralidad molecular, es decir, que las cuatro valencias del
atomo de carbono se distribuyen espacialmente hacia los vértices de un tetraedro centrado

en el carbono, de modo que cuando los cuatro sustituyentes son diferentes, pueden
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obtenerse dos distribuciones tetraédricas (A y B) que son entre si imagenes especulares

como se muestra en la Figura 1.3.

o
*?1 Fﬁ?
C ? C-
R'/77R, | R ARy
o R, i Ry 2
A B

Figura 1.3. Representacién espacial de un atomo de
carbono asimétrico. Ri, Ry, R3 y Ry representan cuatro
sustituyentes diferentes.

Esto proporcioné la explicacion del fenémeno de asimetria molecular descubierto por

Pasteur y la existencia de “isémeros 6pticos”13.

1.1.2 Definiciones e importancia

La ciencia que estudia de la estructura tridimensional molecular se denomina
estereoquimica (del griego stereos, “s6lido”) y un aspecto importante de la misma es la
estereoisomeria. Los isdmeros son compuestos diferentes que poseen la misma férmula
molecular, mientras que los estereoisdmeros son una clase particular de isémeros que solo
se diferencian por la orientacion espacial de sus atomos, siendo iguales los enlaces entre
atomos (o grupos de atomos). Aquellos estereoisémeros que no se superponen con sus
imagenes especulares se denominan isdmeros 6pticos o enantiémeros y la mezcla de
ambas formas moleculares en iguales proporciones se conoce como mezcla racémica. Una
molécula que presenta al menos un centro asimétrico, recibe el nombre de molécula
quiral. Por otro lado, si los estereoisémeros no son superponibles, pero tampoco son
imagenes especulares entre si (como los isémeros cis- y trans-) o como las moléculas con

mas de un centro quiral, se clasifican como diastereoisomero o diasteromero.

Los enantiémeros tienen propiedades fisicas y quimicas idénticas, excepto que su entorno

también sea quiral, situaciéon en la que pueden exhibir comportamientos diferentes!4. El

4
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entorno natural es quiral y por ende la quiralidad y la vida se encuentran intimamente

relacionadas en el sentido de que la mayoria de las funciones biol6gicas son

inherentemente quirales!1516. Practicamente todos los fenémenos fisiologicos se basan en

interacciones moleculares precisas en las que los receptores quirales reconocen a las dos

moléculas huésped enantioméricas de modos diferentes, de forma tal que la actividad

tisiolégica de compuestos quirales exdgenos puede verse afectadal’’8. En la Tabla 1.1 se

presenta una serie de ejemplos de compuestos quirales, y se describe la propiedad de cada

isémero.

Tabla 1.1. Ejemplos de compuestos quirales, y descripcién de la propiedad de cada isémero.

Compuesto Isémero Propiedad
P 0?2 R Aroma a menta
S Aroma a alcaravea
) R Aroma a naranja "
Limoneno ij S Aroma a limén alli?rcllel;l:’igisos
. 5} R, R Sabor dulce
Aspartamo T S, R Sabor amargo
{ Sen R Sedante, antiemético
Talidomida C[é;{\/um S Teratogénico
@OH R Inerte
Ibuprofeno : o S Analgésico, antiinflamatorio FArmacos
Fluoxeting Fj@w R Antidepresivo
l S Antimigrafia
oH S, R Alfa-bloqueante
Labetalol WNHE/%O R, R Beta-bloqueante
. OO\ R Inhibidor sexual
Japolinure %\/W\ S Feromona sexual (escarabajo)
) ) Ot (+) Feromona activa (gusano pino) Feromonas
Brevicomina \&{ 0 Inerte
Did.OfOp C./G[(;\@oj\fo RE) Herbic.:ida Pesticidas
metil N S(-) Inactivo

Si bien se han expuesto muchos ejemplos de actividades estereoselectivas de farmacos,

aditivos alimenticios, feromonas y pesticidas, entre otros, las aplicaciones més importantes

y numerosas de las técnicas quirales son las de la industria farmacéutical®2. El desarrollo

5
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de principios activos o fdrmacos enantioméricamente puros no solo requiere de la sintesis
enantioselectiva o de técnicas de separacién quiral para el aislamiento de las sustancias,

sino también de técnicas para la determinacion y analisis de cada isémero.

1.1.3 Determinacion de enantiomeros

Actualmente se dispone de un gran ntimero de métodos que pueden emplearse para la
determinacion de enantiémeros, y se han reportado un gran nimero de trabajos en la
tematica?!-31. Los mismos pueden clasificarse en técnicas espectroscopicas o en técnicas

cromatograficas.

Dentro de las técnicas espectroscopicas se encuentran las clasicas técnicas tales como la
polarimetria, la dispersién 6ptica rotatoria (ORD), y el dicroismo circular (DC). En estos
casos es imprescindible conocer los valores de rotacion especifica del enantiémero puro,
que depende de un gran ntimero de factores (pH, concentracién del analito, temperatura,
naturaleza del solvente, etc). También existen otras técnicas espectroscopicas alternativas
que son empleadas con mayor frecuencia como la espectroscopia infrarroja (IR) y la
resonancia magnética nuclear (RMN), sin embargo resultan muy sensibles a interferencias

tanto quirales como aquirales que pueden estar presentes en las muestras reales.

Respecto a las técnicas cromatograficas, estas han ido desplazando a las técnicas
espectroscopicas, dado que presentan importantes ventajas frente a las anteriores por
tratarse de métodos sensibles, reproducibles y confiables que pueden aplicarse en
muestras con una gran variedad de matrices. Dentro de esta clasificaciéon se incluyen la
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), cromatografia de fluido supercritico
(SFC), cromatografia en capa fina (TLC), cromatografia gaseosa (GC) y electroforesis

capilar (CE).

Asimismo, la aplicacion de técnicas para la determinacién de compuestos quirales implica
también la seleccion de un método que puede ser tanto indirecto como directo. Por un
lado, los métodos indirectos consisten en transformar los enantiémeros en
diastereoisomeros por reaccién previa con un reactivo quiral. Dado que los

diastereoisémeros presentan propiedades fisicoquimicas diferentes, la determinacién se

6
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realiza posteriormente con las técnicas no quirales convencionales. Por otro lado, los
métodos directos, consisten basicamente en afiadir una sustancia que genere un entorno
quiral, de modo de establecer un equilibrio dindmico para formar diastereoisémeros

transitorios que generen comportamientos cromatograficos diferenciales.

El presente trabajo de tesis abordard el desarrollo de sistemas para la electroseparaciéon
enantiomérica de compuestos quirales, de modo que se limitard a la descripciéon de
métodos electroseparativos, y particularmente a los métodos directos de determinaciéon

enantiomérica.
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1.2 METODOS ELECTROSEPARATIVOS

1.2.1 Antecedentes historicos

La electroforesis capilar (CE) es una técnica analitica moderna, que surge como resultado
de la combinacién de los mecanismos de separacién electroforéticos (electroforesis
convencional) y de los conceptos de instrumentaciéon de la cromatografia. La separacién en
electroforesis se basa en la velocidad de migracién diferencial entre sustancias cargadas

cuando se encuentran bajo la accién de un campo eléctrico.

La electroforesis comenz6 a desarrollarse a principios del siglo XVIII, en manos de A.
Tiselius quien realizaba sus experimentos en tubos de vidrio con forma de U, y a los cuales
les aplicaba una corriente continua de unos cientos de voltios. Dado que los tubos
presentaban didmetros internos relativamente grandes, la eficiencia en soluciéon libre
estaba limitada por calentamiento Joule y por conveccion. Estos fendmenos se producen
por la resistencia al paso de corriente a través de una solucion, la cual genera calor que se
disipa, produciendo gradientes de temperatura y por lo tanto, conveccién. Como solucién
a dicho inconveniente es que comenzaron a utilizarse medios anticonvectivos tales como
geles de poliacrilamida, de silice o de agarosa. Sin embargo, este tipo de experimentos
presentaban las desventajas de requerir tiempos de analisis muy largos, bajas eficiencias y
dificultades en cuanto a la deteccién y automatizacion. En un segundo intento por
minimizar dichos efectos, se emplearon tubos de vidrio de menor didmetro, ya que al
poseer una menor seccién transversal, el calor generado se disipa con mayor facilidad.

Los trabajos iniciales en tubo abierto fueron realizados por Hjertén3233 en 1967, en aquel
entonces solo habia disponibles tubos de entre tres y un milimetro de didametro interno, de
modo que los rotaba alrededor de su eje longitudinal para minimizar los efectos
convectivos. El avance de la tecnologia no permiti6 el desarrollo de la electroforesis en su
maximo potencial, hasta que afios mas tarde, con el advenimiento de los tubos de silice de
diametro capilar, Mikkers335 y Virtanen3-3% desarrollaron electroforesis en capilares de
entre 200 y 500 pm, sin la necesidad de rotarlos. No obstante, no tuvieron demasiado éxito

dado que las eficiencias que obtenian eran bajas debido tanto a la sensibilidad de los
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detectores existentes en ese momento como también a la sobrecarga de la columna como

consecuencia de la imposibilidad de inyectar pequefios volimenes de muestra.

En 1981, Jorgenson y Lukacs fueron considerados los primeros en demostrar en la practica
la alta eficiencia de las separaciones por electroforesis en tubos capilares de silice de 100
pm de didmetro interno, aplicando campos eléctricos elevados (30 kVm-1)39-41. Fue en ese
momento que se sentaron los fundamentos basicos de la técnica y se establecieron teorias
simples sobre los mecanismos de separacién y de dispersién de las bandas electroforéticas.
En los afios siguientes, se introdujeron algunos cambios tendientes a la obtencién de
nuevos modos de CE para dar versatilidad a la técnica, pero manteniendo las bases de la
misma intactos. A fines de la década del ‘80, ya se comercializaban instrumentos de CE
que permitieron un enorme avance de la técnica durante de la década siguiente,
incluyendo el desarrollo del equipo en lo que respecta a la adaptacién a una gran variedad

de detectores.

1.2.2 Instrumentacion

Una de las principales ventajas de la CE es que su instrumentacion es relativamente simple
y robusta. En el esquema de la Figura 1.4, se representan los componentes basicos: el
equipo de CE consta de un capilar de silice fundida cuyos extremos se ubican en dos
reservorios. Paralelamente a dichos extremos se ubican dos electrodos de platino, que

estdn conectados con una fuente de alto voltaje.

Por dltimo, el sistema de deteccion se realiza en el mismo tubo o capilar, es decir “on-
column”, como puede apreciarse en el esquema de la figura 1.4. Esta es la configuracion
generalmente empleada en CE, e implica que el mismo capilar actda como celda del
detector; por lo tanto la principal consecuencia de este tipo de sistemas, es que los limites
de deteccion (LOD) son mucho mas elevados debido a que los volimenes o cantidades a
detectar son mucho menores. Sin embargo, la versatilidad que se obtiene es mucho mayor
ya que permite detectar en distintas zonas y acoplar con otros detectores, tanto por

separado como en simultaneo.
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Tubo capilar
J 2

— Detector

Anodo Cétodo

Reservorio de Reservorio de
buffer (inlet) Fuente de alto buffer (outlet)

voltaje

Figura 1.4. Representacion esquematica de los componentes basicos de un
equipo de electroforesis capilar.

Adicionalmente, el equipo de CE puede contar con otros accesorios para mejorar la
automatizaciéon del sistema. Se pueden mencionar controladores de temperatura (por
medio de liquidos refrigerantes o bien por aire), dispositivos de inyeccion multiple,

inyector automaético y presurizadores, entre otros.

1.2.3 Principios basicos de la electroforesis

1.2.3.1 Electroforesis

El principio de separacién electroforética se basa en las diferencias de velocidad de los
solutos parcial o completamente ionizados en un medio dado, conocido como electrolito
soporte (BGE por sus siglas en inglés) dentro de un campo eléctrico aplicado.

Matematicamente se expresa de la siguiente forma:
v = ’uefE [11]

Donde v es la velocidad del soluto, p.f la movilidad electroforética del soluto y E el campo
eléctrico aplicado. Este dltimo puede expresarse en funcién del voltaje aplicado (V) y la
longitud total del capilar (L;), que son dos parametros experimentales facilmente

medibles:

10
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%4
E=1 [1.2]

La movilidad electroforética de un i6n en un medio determinado, es una constante
caracteristica de dicho i6n, y es directamente proporcional a la fuerza eléctrica (Fg) e
inversamente proporcional a la fuerza de friccion (Fr) que experimenta el ién en dicho

medio:

ey @ Fuerza eléctrica (Fg) [1'3]

Fuerza de fricciéon (Fg)
Expresando la fuerza eléctrica a partir de las leyes de la electrostética como:

Donde q es la carga del iéon. Aproximando la fuerza de friccién con la ecuacién de Stokes-

Einstein, considerando que los iones son esféricos:
Fp = —6mnrv [1.5]

Donde 7 es la viscosidad de la solucién empleada como BGE y r es el radio del ion, que
puede ser reemplazado por el radio de Stokes.
Si se considera que durante la electroforesis se alcanza un estado estacionario, en donde

ambas fuerzas se encuentran balanceadas, es decir, iguales y opuestas:

FE = _FF [16]

qE = é6mnrv [1.7]

Reemplazando v en esta ecuacion por la dada en [1.1], se obtiene una expresiéon que

describe la movilidad electroforética a partir de parametros fisicos:

Her [1-8]

- é6nnr

Del anélisis de la misma se hace evidente que iones pequefos y altamente cargados tienen
movilidades elevadas. Asimismo, las movilidades son independientes del campo eléctrico

y por lo tanto del voltaje aplicado y de la longitud del capilar.

11
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1.2.3.2 Flujo Electroosmético

En CE, la fuerza impulsora de la separacion esta dada por el flujo electroosmético (EOF).
El EOF es el flujo neto del seno del liquido contenido en el capilar, el cual surge como
consecuencia del efecto de la aplicacién de un campo eléctrico sobre la carga superficial
debida principalmente a la ionizacién de los grupos silanoles del interior del capilar, que
es usualmente de silice fundida. Dicho EOF afecta la cantidad de tiempo que el soluto
permanece dentro del capilar, es decir el tiempo de migracién. Por este motivo es que
resulta fundamental definir una movilidad, que recibe el nombre de movilidad aparente
(4a) que es la superposicion de la movilidad del EOF (ugor) con la movilidad propia del

soluto:

Ha = Hef + UgoF [1.9]

Por lo tanto, el EOF es un parametro de suma importancia, dado que afecta directamente
las movilidades de las especies, y por lo tanto los tiempos de migracion y resolucion de los
compuestos.

La movilidad del EOF puede describirse a partir del modelo de la doble capa eléctrica,
definiéndola en funcién de la constante dieléctrica o constante de permitividad de la
solucion (), el potencial zeta de las paredes del capilar ({) y la viscosidad de la solucién

(n) segtin la siguiente ecuacion:

UEoF = gn—q [1.10]

El potencial zeta estd determinado principalmente por la carga superficial de la pared del
capilar. En el caso de capilares de silice, la misma depende del pH, debido a que éste
determina la ionizacién de los grupos silanoles de la superficie, de manera que la
magnitud del EOF variard con el mismo. A elevados valores de pH, los silanoles se
encuentran mayormente desprotonados, de modo que el EOF es significativamente mayor
que a valores de pH bajos donde los silanoles de la pared del capilar se encuentran

protonados.

El potencial zeta también depende de la fuerza idnica y por consiguiente también afecta el

EOF. Al aumentar la fuerza i6nica del medio, la doble capa eléctrica sufre una compresion,

12
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por lo tanto el potencial zeta disminuye. Es decir, el EOF es menor a medida que aumenta
la fuerza i6nica del BGE. Por dltimo, pero no por esto menos importante se debe
considerar también el efecto de la viscosidad del BGE, la cual es considerablemente
afectada por la temperatura y por la cantidad de aditivos agregados, principalmente si

estos dltimos son poliméricos.

En el caso de las cromatografias, el flujo que se establece a través del lecho es
hidrodinamico, es decir, impulsado por una diferencia de presién. El perfil de velocidades
en este caso es parabdlico, lo que produce un ensanchamiento longitudinal de las bandas
cromatograficas debido a la diferencia de velocidades entre los distintos puntos de la
secciéon transversal de los tubos. En contrapartida, la fuerza impulsora del EOF se
encuentra uniformemente distribuida sobre las paredes del capilar, de forma tal que no
hay caida de presiéon dentro del mismo y el flujo es casi uniforme a través del mismo. Esto
proporciona un perfil de velocidades planos que es una de las principales caracteristicas
del EOF y el motivo por el cual se lo conoce comtinmente como “flujo piston”. A
diferencia de los flujos hidrodindmicos, practicamente no produce dispersion de las
bandas electroforéticas, lo que constituye la base de la elevada eficiencia de las técnicas

electroseparativas. Esto puede observarse en la Figura 1.5.

Flujo
electroosmético

(b)
Flujo
hidrodindmico

Figura 1.5. Flujos electroosmético e hidrodindmico: (a)

(a)

.\
s
—_—
—_—
—_—
—/

Perfiles de velocidades y (b) dispersion hipotética de un
pico al ser detectado
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1.3 MODOS DE OPERACION EN ELECTROFORESIS CAPILAR

La CE es una técnica con una gran versatilidad, que deriva principalmente de sus
numerosos modos de operaciéon, en los cuales los mecanismos de separacién son
diferentes. Entre los modos mds importantes y méas aplicados se pueden mencionar:
electroforesis capilar en zonas, electroforesis capilar en gel, cromatografia electrocinética
micelar, electrocromatografia capilar, isoelectroenfoque capilar e isotacoforesis. A
continuacién se presenta una descripciéon de cada uno de ellos 42, haciendo especial
hincapié en los modos de electroforesis capilar en zonas y electrocromatografia, dado que

fueron los abordados en el presente trabajo.

1.3.1 Electroforesis capilar en zonas (CZE)

La CZE, también conocida como electroforesis capilar de tubo abierto o en solucion libre,
es el modo maés sencillo y méds comtinmente empleado en CE. En este modo de operacién,
las separaciones se basan en las diferencias de movilidades electroforéticas entre los
solutos. Estas diferencias resultan en distintas velocidades de migracién y por lo tanto, en
la separaciéon de los mismos. Dado que las movilidades electroforéticas dependen del
tamafio del soluto y de su carga neta, es posible modificar ciertos pardmetros para mejorar
la separacién. Una opcion es modificar el radio hidrodinamico del soluto, y esto es posible
mediante el agregado de un complejante, el cambio de la temperatura o el agregado de
solventes organicos. Otra alternativa es cambiar la carga neta de la esfera hidratada del
soluto, por ejemplo modificando el pH o por asociacién con otras especies cargadas, ya sea

por complejacién, formaciéon de aductos, pares ionicos, etc.

Por ultimo, otro elemento fundamental para la separaciéon es el EOF, y el mismo es
dependiente de la carga superficial del capilar, de forma tal que modificando las paredes
internas del mismo, se ve afectado el EOF y por lo tanto la velocidad de migracién de los

solutos.

Estas caracteristicas le proporcionan a la CZE cierta complejidad, pero también una gran

versatilidad que permite un sinfin de aplicaciones*-47.
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Una situacién particular de este modo de electroforesis capilar es aquella en la que el
soluto interacttia reversiblemente con uno (o mas) componentes del BGE a medida que va
avanzando a través del medio. En este caso, el modo de CZE suele denominarse también
electroforesis capilar de afinidad (ACE por sus siglas en inglés). Esta terminologia es la
que se encuentra con mayor frecuencia en publicaciones de proteémica, biologia molecular
o microbiologia y en dichas areas suele hacerse referencia a el/los componente/s con
el/los que interactta el soluto como ligando. No obstante, en el area de separaciones, el
componente que interactia cumple el rol de hacerlo selectivamente con varios solutos
presentes en la muestra afectando por lo tanto su separacién, motivo por el cual se le
otorga el nombre de selector. Debido a esta interaccién entre selector y soluto, el término
cromatografia electrocinética (EKC) también se volvi6 comin para este tipo de
separaciones*4%, en tanto que otros autores sugirieron denominarlas cromatografia

electrocinética capilar (cEKC)%.

Para evitar confusiones es conveniente emplear el acronimo ACE cuando los selectores o

ligandos cumplan todos los requisitos que se detallan a continuacion:

- Se encuentren como aditivos en el BGE.

- No formen una fase separada.

- Modifiquen la migracién efectiva del analito a través de interacciones de afinidad
(esto incluye asociacién, complejacion, unién, inclusién, formacién de pares

i6nicos)>.

1.3.2 Electroforesis capilar en gel (CGE)

El mecanismo de separaciéon en CGE esta dado por las diferencias de tamafios de los
analitos debido a su migracién diferencial a través de los poros de un gel con el que se
rellena la columna. Los geles son potencialmente ttiles para esta técnica porque permiten
la separaciéon basada en el efecto de tamiz molecular. Ademads actdan como medios
anticonvectivos minimizando los efectos de dispersion, y otorga las ventajas de supresién
del EOF y disminucion sustancial de los efectos de adsorciéon a las paredes del capilar. Este
modo de operacién surgié como derivacién de la conocida electroforesis en gel, que aun

continua en uso para estudiar proteinas y otras biomoléculas. Hjertén> y Hjertén y Zhu354
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realizaron los primeros ensayos, empleando capilares de silice fundida de 150 pm de
diametro interno rellenos con poliacrilamida y agarosa, demostrando que las eficiencias de
separacion eran mucho mejores mediante CGE que en las placas de gel convencionales y

también posibilitando su uso como técnica micropreparativa.

1.3.3 Isoelectroenfoque capilar (CIEF)

Este modo de operacién, también conocido como enfoque isoeléctrico, es una herramienta
importante en el andlisis y purificacion de mezclas de proteinas, dado que la separacion se
basa en “enfocar” o posicionar los analitos segtin sus puntos isoeléctricos (pI)%. En 1985
Hjertén et al. trasladaron el modo de isoelectroenfoque, ya conocido en placas de gel, a

capilares de vidrio aplicaindolo a la separaciéon de proteinas.

La implementacién de este modo requiere la generaciéon de un gradiente de pH a lo largo
del capilar. Para lograrlo, el &nodo se sumerge en una solucién acida (anolito) y el catodo
en una solucién alcalina (catolito). Al aplicar un voltaje entre los electrodos, los protones
migrardn hacia el catodo en tanto que los hidroxilos migraran hacia el &nodo. Del mismo
modo, los analitos cargados migrardn a través del medio hasta encontrarse en una region
de pH en la que se vuelven eléctricamente neutros y por lo tanto dejan de migrar
alcanzando una condicién de estado estacionario. Una vez que ocurre el isoelectroenfoque,

las zonas son desplazadas hasta la regién de deteccion aplicando presion.

La resolucién en CIEF se expresa en términos de diferencias de pl, y dado que el enfoque
se realiza en toda la columna capilar, se obtienen picos muy estrechos permitiendo obtener

diferencias muy bajas, de 0.01 unidades logaritmicas de pH5¢ o menores”.

1.3.4 Isotacoforesis capilar (CITP)

La CITP es un modo de operacién cuya caracteristica principal es que la separacion se
realiza en un medio discontinuo, es decir en un BGE cuya composicién no es constante. La
consecuencia directa es que tanto el campo eléctrico como las movilidades electroforéticas
pueden cambiar durante la migracién. Dicho medio se obtiene empleando dos electrolitos
diferentes: uno lider o guia que debe tener movilidad elevada, superior a la de los

componentes de la muestra que se deben separar y se coloca en un extremo; el otro
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electrolito, conocido como electrolito terminal debe tener una movilidad baja, inferior a la
de los componentes de la muestra. Entre ambos electrolitos se debe introducir la muestra,
cuyos componentes se separardn en base a sus movilidades electroforéticas, alcanzando
como resultado un estado estacionario compuesto de zonas consecutivas que es necesario
para mantener la continuidad eléctrica a lo largo del sistema, dado que no hay un BGE

continuo.

A diferencia de los modos antes mencionados de CE, en CITP el electroferograma, también
conocido como isotacoferograma, consiste en una serie de escalones en los que cada

escalon representa una zona de analito, y la longitud es proporcional a la concentracion.

1.3.5 Cromatografia electrocinética micelar (MEKC)

Un desarrollo importante en CE fue la introducciéon de la MEKC en el afio 1984 por Terabe
y colaboradores58-60. En este modo de operacion, el mecanismo de separacioén principal se
basa en la particion de los solutos entre una fase micelar y una fase solucion. Para formar
la fase micelar, se debe adicionar un surfactante en una concentracion igual o superior a la
concentraciéon micelar critica. Dichas micelas son atraidas hacia uno de los electrodos al
mismo tiempo que proporcionan a las moléculas neutras un medio para particionarse. Por
este motivo es que a las micelas se las suele denominar como una pseudo fase estacionaria
o como una fase estacionaria mévil. De aqui surge como consecuencia una de las
principales ventajas de la MEKC que es que provee una alternativa para separar
compuestos neutros que quedaban excluidos en las electroforesis convencionales.
Jorgenson et al. demostraron el elevado potencial de la técnica mediante la resoluciéon de

compuestos marcados isotdpicamente con una elevada eficiencias!.

En este modo de CE, la selectividad se obtiene por combinaciéon de las relaciones
carga/masa, la hidrofobicidad y las interacciones electrostaticas de los analitos con las
micelas. El uso de diferentes surfactantes como de modificadores orgénicos puede
conducir a cambios significativos en la resolucion. Ademas, las micelas pueden
reemplazarse por otros aditivos que reaccionen diferencialmente con los solutos a

separaré2,
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1.3.6 Electrocromatografia capilar (CEC)

Este modo de electroforesis fue introducido por Pretorius y colaboradores en 1974, pero en
la década del 90 recibié un interés renovado. Dicha revalorizacién se debe a que CEC se
trata de una técnica separativa similar a CE que tiene lugar en una columna capilar que
contiene una fase estacionaria donde se establecen los equilibrios de retenciéon
comuinmente conocidos en las cromatografias convencionales, combinando asi las mejores
caracteristicas de CE y HPLC. En CEC el BGE esta en contacto con la pared de silice asi
como también con la superficie del relleno, por lo tanto el EOF es mads inestable que en un
tubo abierto pero aun asi es mdas estable que si el flujo fuese impulsado
hidrodinamicamente. Como consecuencia se puede decir que CEC ofrece una mayor
eficiencia con respecto a HPLC, pero por otra parte involucra un mecanismo de separacion

adicional respecto de CE para mejorar la resolucion.

En esencia, CEC acopla principalmente la elevada selectividad de HPLC con la elevada
eficiencia separativa de CE. Ademas la CEC provee elevada resolucién, menores tiempos
de analisis, robustez y bajo consumo tanto de fase mévil como de muestra. También ofrece
una amplia selectividad y facilita la separacién tanto de compuestos neutros como

cargados®.

Es importante destacar que existen diferentes columnas que pueden utilizarse en CEC:
empleando como fase estacionaria un monolito (CEC en columnas rellenas monoliticas),
anclando la fase estacionaria a la pared del capilar (CEC en tubo abierto), o bien llenando
la columna con particulas que soportan fase estacionaria como las de HPLC (CEC en
columnas rellenas particuladas). Este Gltimo es el modo que se desarrolla con mayor

frecuencia.

En relacién al equipamiento para desarrollar CEC, es esencial que el instrumento cuente
con un sistema para presurizar los viales. Esta presurizacion es necesaria dado que se
emplea para evitar un importante factor negativo para las separaciones
electrocromatogréaficas que es la formaciéon de burbujas que pueden originarse por
diversas causas: diferencias locales en la velocidad del EOF (por ejemplo, entre las

secciones rellena y vacia del capilar)®, diferencias locales en la intensidad del campo
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eléctrico, liberacion del gas ocluido entre los poros o formado electroquimicamente®s, por

calentamiento% o en los tapones permeables que retienen el material particulado®’.

1.3.6.1 Columnas capilares para CEC

En CEC como en cualquier otro sistema cromatografico, la columna (capilar) es el
componente mdas importante, por lo tanto su preparacion es una etapa critica. Existen
diversos tipos de columnas capilares que pueden clasificarse en: columnas de tubo abierto,

columnas rellenas monoliticas o columnas rellenas particuladas®. Las mismas se

esquematizan en la Figura 1.6.

A- Columna de tubo abierto

- §
8

B- Columna monolitica

Fase estacionaria

Fase estacionaria

C- Columna rellena particulada

Recubrimiento de poliimida

Frit
Fase estacionaria

Figura 1.6. Diagrama esquemaético de los tres tipos de columnas
empleadas en electrocromatografia capilar. A la izquierda corte
longitudinal, a la derecha corte transversal.
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Columnas de tubo abierto

En este formato de columna, la fase estacionaria se deposita sobre la pared interna del
capilar. Dicho recubrimiento debe ser estable para obtener separaciones cromatograficas
eficientes y un flujo electroosmético reproducible. Existen diversas formas de modificar la

pared del capilar:

- Adsorcion

- Unidn covalente y/o entrecruzamiento

- Capas porosas

- Unién quimica luego de una etapa de pulido (etching)
- Sol-gel

- Impresién molecular

Las principales desventajas de este tipo de columnas son la baja capacidad y relacion

de fases debido a la poca &rea superficial del recubrimiento®.

Columnas monoliticas

En este formato de columnas, se prepara una fase estacionaria monolitica dentro del
capilar mediante polimerizaciéon in situ. En los tltimos afios, el desarrollo de columnas
monoliticas ha ganado especial interés debido a la elevada estabilidad y a la simplicidad
del método de preparaciéon. Las columnas monoliticas pueden clasificarse en dos

categorias, que dependen del material monolitico empleado que incluyen:

- Monolitos basados en silice: Las columnas se preparan mediante el proceso sol-gel.
El mismo se describe mediante dos etapas que son la hidrolisis del silicato seguida
de una reaccién de condensacion. La estructura de un monolito de silice estd
formada por un esqueleto interconectado con una distribucién determinada de
poros que puede controlarse variando las condiciones iniciales y la temperatura de

reaccion®9.70,

- Monolitos organicos: Estdn constituidos por polimeros basados en carbono. Las

columnas se preparan en una tnica etapa mediante reacciéon de polimerizacién in
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situ en el interior del tubo capilar. La mezcla de polimerizacién con la que se
rellena el capilar estda compuesta por una combinacién de monémeros entre los que
se encuentra un agente entrecruzante o cross-linker, una mezcla porogénica de
disolventes y un iniciador”172. La mezcla se polimeriza en la mayoria de los casos
por calentamiento en un bafio termostatico u horno, pero también es posible
polimerizar por accién de iniciadores quimicos o mediante radiacion UV. La
estructura de un monolito organico consiste en un conjunto interconectado de
microgloblulos de polimero separados por poros, que se caracteriza por presentar
una distribucién de tamafios bimodal, consistente en macroporos de tamarios del
orden de los micrémetros, y mesoporos mucho més pequefios con tamafio del
orden de los 10 nandémetros. Dicha estructura, puede controlarse variando la
composicion de la mezcla polimérica, asi como también las condiciones de

polimerizacién, o el tiempo de reaccion?3.

Columnas rellenas particuladas

En este tipo de columnas los rellenos mas utilizados son aquellos empleados tipicamente
para HPLC fase inversa: particulas de forma esférica con didmetros de 1,5 a 10 pm con
fases estacionarias quimicamente ligadas. Al igual que para las columnas de HPLC, el
llenado de las mismas se realiza por metodologias que implican muchas veces ensayos de
"prueba y error" hasta encontrar las condiciones adecuadas para obtener columnas de

buena performance.

Las columnas particuladas empleadas hoy en dia, son capilares de silice fundida
recubiertos externamente con poliimida y de didmetros internos de 100 pm o menores,
siendo los diametros de 50 pm y 75 pm los méds comunes. Estos didmetros tan pequefios
son necesarios para disipar el calor generado por la aplicacion del campo eléctrico. En su
mayoria, las columnas particuladas para CEC constan de dos segmentos: uno relleno y
otro vacio o abierto; como consecuencia, cada segmento admite velocidades de EOF
diferentes (Figura 1.7). En general, en el segmento vacio se fabrica una ventana 6ptica
removiendo el recubrimiento de poliimida, con el fin de realizar la deteccién por medios

espectroscopicos. El relleno se debe mantener en su lugar mediante tapones permeables
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(frit o frita), aunque una alternativa consiste en emplear una columna con un frit en el
extremo de entrada, pero sin frit a la salida (fritless). No obstante, este tipo de columnas
puede emplearse solo si la movilidad electroforética del material de relleno es mas grande

que el EOF generado?4.

Lecho relleno Segmento abierto

Frits Ventana
de deteccion

Figura 1.7 Representaciéon esquemadtica de una columna
particulada tipica para electrocromatografia capilar.

En cuanto al llenado de capilares con particulas, se han reportado varios métodos. Los

mismos se describiran posteriormente.

1.3.6.2 Fabricacién de columnas capilares particuladas

Aungque se han reportado varios protocolos para fabricar columnas particuladas, este tema
aun puede considerarse un “arte”. La performance y reproducibilidad de las columnas
depende de su fabricacion: columnas con un lecho de particulas no homogéneo o poco
compacto, puede llevar a bajas eficiencias, resoluciéon y también asimetria de picos. Una
dificultad adicional, respecto de la preparaciéon de columnas para HPLC, es que en este
caso el frit para retener las particulas de relleno en el interior del tubo, también debe

prepararse para cada columna (las de HPLC estan disponibles comercialmente).

1.3.6.2.1 Preparacion de frits

Una de las etapas principales en la construccion de columnas particuladas es la
preparacion de frits capaces de resistir el proceso de llenado, no provocar distorsiones en
la separacion y fundamentalmente retener las particulas’. Los frits preparados por
sinterizado térmico de particulas de silice poseen mejores resultados en términos de

resistencia mecénica y eficiencia. Si bien se han descripto diferentes procedimientos para
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producirlos, el mas utilizado consiste en el calentamiento radial ya sea mediante una
resistencia eléctrica o mediante llama directa, de unos milimetros del tubo capilar relleno
con un lecho de particulas de silice, seguido de la remocion de las particulas de silice no

sinterizadas”s. Sin embargo, este método de obtencion presenta desventajas?é:

- Ladificultad de generar un frit confiable y reproducible (método poco robusto).

- La alteracion de las caracteristicas de la fase estacionaria (si hubiera) dentro del frit.

- Dificultad en el control de la permeabilidad del frit.

- Fragilidad en la pared del capilar en la cual se ubica el frit (por remociéon del
recubrimiento de poliimida que proporciona flexibilidad).

- Ensanchamiento de banda causada por la presencia del frit.

- Formacién de burbujas y adsorcién de analitos polares en el frit.

Para superar estos problemas, en el afio 2014 S. Keunchkarian” y colaboradores
desarrollaron un nuevo método por sinterizado térmico mediante transferencia axial de
calor desde una mufla hacia las particulas de silice contenidas en el extremo del capilar. El
uso de una mufla provee un control més preciso de la temperatura y permite retirar el
capilar inmediatamente, teniendo por lo tanto un mejor control en los tiempos de
exposicién y consecuentemente una mejora en la reproducibilidad. Ademas, el sinterizado
de un lecho de particulas de silice compactadas al final del tubo capilar, combinado con el
uso de un aislante térmico externo de yeso provee proteccion del cubrimiento de poliimida
y control en la penetracion del calor, generando frits mas cortos para menores tiempos de
exposicién, que producen una menor caida de presion, menor ensanchamiento de banda y

disminuye la posibilidad de formacion de burbujas.

1.3.6.2.2 Llenado con el material particulado

Se han empleado varios métodos para llenar capilares con material particulado en
columnas para CEC. Estos métodos hacen uso de solventes o CO, supercritico a alta
presién sobre suspensiones de particulas, llenado electrocinético, por fuerza centrifuga y

llenado por gravedad. Las columnas de CEC rellenas ya sea por métodos electrocinéticos o
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por presion sobre suspensiones de las particulas, se encuentran disponibles

comercialmente?s.

Llenado por gravedad

El llenado de capilares con particulas empleando la gravedad es un método relativamente
simple de implementar. El tubo capilar con el frit terminal se llena con solvente y se
conecta al dispositivo que se muestra en la Figura 1.8. El mismo consiste en una jeringa de
1 mL en la cual se coloca una suspensioén de las particulas de fase estacionaria (10 mg mL-
1), cuya aguja se conecta con el capilar mediante un tramo de tubo de politetrafluoroetileno

(PTFE).

Para asistir el proceso de llenado y evitar la evaporacién del solvente de la suspension, se
coloca el émbolo de la jeringa y se aplica sobre el mismo una leve presion, asegurandolo
en dicha posiciéon. Luego de esto se permite que proceda la sedimentacién durante unas

10hs7.

Jeringa

E Suspension

5 de particulas

Tubo de
PTFE

Capilar de
silice fundida

Figura 1.8. Diagrama esquematico del dispositivo
empleado para rellenar capilares por gravedad.

Llenado por fuerza centrifuga

Para llenar con particulas las columnas capilares haciendo uso de fuerza centrifuga se
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emplea un sistema al cual Fermier y Colon% denominaron “centripacker” y cuyo

diagrama se presenta en la Figura 1.9.

Reservorio de la
suspension de
particulas

A
=

Polea

Columna

Brazo soporte de
acero inoxidable

Figura 1.9. Diagrama esquematico del dispositivo empleado para
rellenar capilares por fuerza centrifuga.

En el mismo, un reservorio de 1 mL se ubica en el centro del dispositivo. Dos brazos de
acero inoxidable de 1 mm de didmetro interno se extienden desde el reservorio para
proporcionar soporte a las columnas capilares. Dichos brazos se ajustan con ferrulas para
asegurar el capilar dentro de los mismos y préximos al reservorio. Una vez que las
columnas se encuentran aseguradas, una suspension de las particulas de fase estacionaria
(20-50 mg mL-) se coloca en el reservorio y se hace rotar el dispositivo durante 15 minutos
a velocidades en el rango de 600 a 1500 rpm empleando un motor eléctrico de medio

caballo de fuerza?s.

Llenado por presion con didxido de carbono supercritico

El llenado con CO; supercritico se empled originalmente para rellenar columnas para
HPLC y cromatografia de fluidos supercriticoss182 (SFC). Este método también se ha
empleado para preparar columnas para CEC884. En el mismo, un extremo del capilar se
conecta a un reservorio de presion, el cual puede ser una columna de HPLC corta de 2 mm
de didmetro interno conteniendo las particulas de fase estacionaria secas. El otro extremo
del capilar se conecta a una unién con frit metalico que a su vez se conecta a un restrictor
(pieza de capilar de silice fundida con didmetro de 10 pm) para mantener las presiones
requeridas para las condiciones supercriticas. Durante el llenado, la columna capilar se

mantiene inmersa en un bafio de ultrasonido. La temperatura del bafio se mantiene a 60-
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70°C, es decir, por encima de la temperatura critica del CO,. Ademas se mantiene la
presion constante por encima de la presion critica del CO,, tipicamente a 3000-4500 psi.
Para evitar alteraciones en el lecho relleno, la columna capilar se despresuriza en un

periodo largo de tiempo (4-5 horas)7.

Llenado mediante método electrocinético

El llenado mediante el método electrocinético involucra el uso de un flujo impulsado
eléctricamente para transportar el material particulado. Las particulas son impulsadas
hacia la columna capilar por el EOF, mientras que la columna y los reservorios se hacen

vibrar. El dispositivo empleado se presenta en la Figura 1.10.

N
Vial con suspensiéon—
de particulas
Electrodo — il
Capilar de A
silice fundida
N
Electrodo — —
=)
Reservorio —
de solvente /
Parlante -

Figura 1.10. Diagrama esquematico del dispositivo
empleado para el llenado electrocinético de capilares.

Una suspension de las particulas en una mezcla de solventes conteniendo un electrolito se
coloca en el reservorio superior manteniendo la posicién vertical de arriba hacia abajo. El
reservorio se cierra con una tapa con septum que se atraviesa con el capilar para que éste
alcance la suspension y también se coloca un electrodo que actuard como anodo. El otro
extremo de la columna, conteniendo el frit terminal, se inserta a través de la tapa con
septum del reservorio inferior, el cual también contiene un electrodo que actda como

catodo. Para favorecer el proceso de llenado, los reservorios se someten a vibracion
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mientras se aplica un voltaje constante de 30 kV747,

Llenado por impulso con solvente a alta presion

El método empleado mas comtinmente para llenar columnas capilares para CEC, es el
método de llenado por aplicacion de alta presion, usado tipicamente en HPLC. En el
mismo, el tubo capilar con el frit terminal se conecta a un reservorio metalico resistente a
la presién, conectado a su vez a una bomba de alta presién para impulsar el solvente de
empuje. La suspension de particulas en un determinado solvente se prepara a una
concentraciéon aproximada de 50-100 mg mL1. La misma se agita por ultrasonido para
favorecer la dispersién del material antes de ubicarla en el reservorio y se empuja dentro
del capilar a presiones de unos 5000-10000 psi. Una vez llena la columna, se interrumpe el
bombeo y para asegurar que no ocurran alteraciones en el lecho relleno al desconectar la
columna del reservorio, la misma se deja escurrir por un periodo de tiempo. Esto significa

que la columna no se desconecta hasta que el sistema alcanza la presién atmosférica?47885.
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1.4 ELECTROSEPARACIONES QUIRALES

Como se mencioné anteriormente, las electroseparaciones se logran como resultado de las
diferencias en las movilidades de los componentes de las muestras bajo la accién de un
campo eléctrico aplicado. Dado que los enantidémeros poseen la misma movilidad
electroforética en solucién libre, no es posible resolverlos en dichas condiciones. No
obstante, es posible hacer uso de un selector quiral que es una molécula
enantioméricamente pura que puede asociarse transitoriamente con preferencia a uno de
los enantiomeros de la mezcla. La presencia de uno o més selectores quirales ya sea como
parte de la fase estacionaria o como parte de la fase mévil puede proporcionar un
reconocimiento estereoselectivo de ambos enantiomeros. De este modo, pueden
observarse diferencias entre las movilidades aparentes de los enantiémeros, por ejemplo,
como consecuencia de la formaciéon de complejos diasteréméricos transientes, y el tiempo
que un analito pasa en el capilar de separacién como tal depende de las propiedades
termodindmicas (constantes de asociacién) e hidrodindmicas (radio hidrodindmico de las
especies involucradas) del sistema de separacién asi como también de algunas variables

externas (concentracion del selector quiral, pH, temperatura, etc).

1.4.1 Selectores quirales

El mecanismo de reconocimiento quiral, la naturaleza de las interacciones enantiémero-
selector y consecuentemente, la enantioselectividad, varian enormemente entre los
diferentes tipos de selectores quirales. Aunque la seleccion del selector en CE atin continua
basdndose en un mecanismo de “prueba y error”, una gran parte del conocimiento
existente en separaciones quirales realizadas por HPLC ha sido utilizado exitosamente en
separaciones por CE.

Se puede encontrar una gran cantidad de trabajos donde se reportan métodos de
separaciones quirales que emplean una amplia variedad de selectores quirales, entre los
que se pueden mencionar surfactantessé (incluyendo &cidos biliares®”58), antibi6ticos

macrociclicos8?9, éteres corona®2 y ciclodextrinas?-%.
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Surfactantes quirales

Conforman un tipo de selectores quirales cargados. Habitualmente se los utilizan como
aditivos en la solucién de electrolito soporte, por encima de su concentracién micelar
critica, es decir en el modo MEKC. Bésicamente existen dos tipos de surfactantes quirales,
los naturales y los sintéticos.

Los surfactantes naturales incluyen las saponinas que son glucésidos de esteroides o de
triterpenoides, como la glicirricina cuya estructura se presenta en la Figura 1.11 (a), y las
sales biliares, que son surfactantes producidos por el higado y consisten en un nacleo
esteroideo hidroxi-sustituido y una cadena lateral ionizable, como el taurodeoxicolato de

sodio cuya estructura se presenta en la Figura 1.11 (b).

HOOC,

HO Q
HO o
Hooo Y,
AN

HO

OH (a) (b)

Figura 1.11. Estructuras quimicas de surfactantes quirales naturales. (a) glicirricina y (b)
taurodeoxicolato de sodio

Los surfactantes sintéticos, incluyen un grupo “cabeza” quiral que generalmente es un
derivado de aminoécido, unido a una “cola” que consiste en una cadena alquilica larga.
Un ejemplo tipico de este tipo de surfactantes es el N-dodecanoilvalinato de sodio, cuya

estructura quimica se presenta en la Figura 1.12.

Figura 1.12. Estructura quimica del N-dodecanoilvalinato
de sodio, un surfactante quiral sintético.
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El principal problema con este tipo de selectores es que la enantioselectividad y la
resolucion son bajas, por lo que en general se emplean junto con otro selector quiral

(generalmente éteres corona o ciclodextrinas).

Antibioticos macrociclicos

Existen dos tipos de antibidticos que se han empleado en CE: las ansamicinas y los
glicopéptidos oligofendlicos. Las ansamicinas empleadas son las rifamicinas y los
glicopéptidos incluyen la vancomicina, ristocetina, y teicoplanina. Sus estructuras

quimicas se presentan en la Figura 1.13.

[ R
Rifamycin B — 0OCH:COOH —0OH

Rifamyein 0 —(1.3-dicwo [an-d-on}2-w =0
Rifarmycin 5 =0 =0
Rifamnein ¥ =nE=N" =

(a) (b)

o aare

OH H

o f
HO 7
y ] oH
I/‘J L o——~7—oH
[\U O LaOd—~ _OHOH
A 7

HO-]

HO'

(c) (d)

Figura 1.13. Estructuras quimicas de antibiéticos macrociclicos tipicos: (a) rifamicinas, (b)
vancomicina, (c) ristocetina y (d) teicoplanina
Entre las caracteristicas generales de estos selectores es importante destacar que,
exceptuando las rifamicinas, poseen una absortividad molar UV-Visible relativamente
baja. Ademads, poseen multiples estereocentros y grupos funcionales (grupos acidos,
basicos, derivados de hidratos de carbono, anillos aromaticos, etc) que permiten diversos
tipos de interacciones con los analitos y son estables en los buffers acuosos empleados

habitualmente en CE.
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En cuanto a las caracteristicas morfolégicas que determinan la enantioselectividad de estos
selectores, se destaca el hecho de que su estructura es la de una “canasta” con una

apertura en forma de C que posee también sub-estructuras helicoidales.

Eteres Corona

Los éteres corona son poliéteres macrociclicos que pueden formar complejos de
coordinacién estables con cationes inorganicos pequefios o con alquilaminas catiénicas.
Actualmente el éter corona mayormente empleado en separaciones quirales por CE es el

acido 18-corona-6-tetracarboxilico (Figura 1.14).

HOOC,, O O:l,COOH

X

Hooc” ~O O~ "COOH

o}

Figura 1.14. Estructura quimica de un éter corona,
el 4cido 18-corona-6-tetracarboxilico

Los 6 atomos de oxigeno dentro del anillo pueden interaccionar con los grupos funcionales
amonio o amino primarios mediante interacciones por puente de hidrégeno y/o dipolares.
Dado que la inclusién no involucra interacciones entre los centros quirales del éter corona
y los analitos, se cree que las interacciones de los grupos carboxilicos en el anillo del éter
corona y los centros quirales, que estdn unidos directamente al grupo amino de la
molécula huésped en el caso de las alquilaminas, juegan un rol muy importante en el

reconocimiento quiral.

Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas (CD), también conocidas como dextrinas de Schardinger, cicloamilosas
o ciclogucanos, son una serie de oligosacaridos producidos por la accién de la amilasa de
Bacillus macerans sobre el almidon u otros compuestos relacionados y fueron descubiertas

en 1891 por Villiers.
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Las CDs son oligosacdridos ciclicos quirales que consisten en unidades de D-(+)-
glucopiranosas unidas por enlaces a-(1,4")-glicosidicos, y cuyo nombre se designa
mediante una letra griega segtin el nimero de unidades que conformen el anillo: a- para 6,
B- para 7, y- para 8 y asi sucesivamente. Usualmente, a las a-, - y y-CD se las conoce como
ciclohexaamilosa, cicloheptaamilosa y ciclooctaamilosa, respectivamente. Por un lado, no
se sabe de la existencia de CDs con menos de 6 unidades de glucopiranosa, probablemente
debido al impedimento estérico. Por el otro, la 6-CD también ha sido aislada y purificada,
pero las siguientes en la serie e-, (-, -, y 0-CD, si bien han sido identificadas mediante
cromatografia, se obtienen como mezclas con pequenas cantidades de moléculas ciclicas
ramificadas, o ramificadas de cadena abierta%.

Estructuralmente, tal como se representa en la Figura 1.15, las ciclodextrinas tienen forma
de cono truncado o toroide con una superficie exterior hidrofilica y una cavidad interna
relativamente hidréfoba que puede alojar una gran variedad de compuestos, formando

complejos de inclusion.

OH

HO 0 . o
O— 410 0 Cavidad hidrofébica
o OH C Grupos hidroxilos secundarios

D)
N\HO on /
o’ | .OH OH
HO o' |© o
Grupos hidroxilos primarios
HO Ho

0
4 HO - el

0O OH

OH
HO
a-CD B-CD ¥-CD
13.7A i AR = = 16.9A
5.7A 7.8A 9.3

7.8A

Figura 1.15. Estructura quimica y representaciéon esquemadtica de las
ciclodextrinas nativas mas frecuentes.
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Esta caracteristica es la que hace que las ciclodextrinas nativas, de las cuales se presentan
otras propiedades en la Tabla 1.2, como sus derivados sean los selectores quirales mas

empleados, tanto en HPLC y GC como en CE?”.

Tabla 1.2. Caracteristicas fisico-quimicas de las ciclodextrinas nativas.

Caracteristicas a-CD p-CD y-CD
Ntumero de unidades de glucosa 6 7 8
Peso molecular (Da) 972 1135 1297
Didmetro externo (A) 13.7 15.3 16.9
Didmetro interno (A) 5.7 7.8 9.5

pK grupos hidroxilos 12.1-12.6 | 12.1-12.6 | 12.1-12.6
Solubilidad en agua (%p/v) 14.5 1.8 23.2
Molécula capaz de incluir Benceno | Naftaleno | Antraceno

En relacién a la solubilidad de las ciclodextrinas nativas, la misma resulta limitada en
solucién acuosa. Particularmente, la B-CD posee una solubilidad mucho menor, debida a
la formacion de puentes de hidrégeno intramoleculares entre los grupos OH secundarios,
que disminuyen la posibilidad de formar enlaces por puente de hidrégeno con las
moléculas de agua circundantes. Como resultado, la entalpia de solucién es poco favorable
y la solubilidad en agua es baja. No obstante, una derivatizacion en la que se realice la
sustitucion de cualquier grupo hidroxilo que forme puentes de hidrégeno
intramoleculares, aun con sustituyentes hidrofébicos tales como metoxi o etoxi, resultara
en un notable incremento en la solubilidad en agua. Por ejemplo, la solubilidad de la 3-CD
esdeun1,8 % p/v a temperatura ambiente, pero incrementa con el grado de metilacion de
la misma. La mayor solubilidad, superior al 50% p/v, se obtiene cuando dos tercios de los
grupos hidroxilos (14 de 21) son metilados. Otros derivados de ciclodextrinas se obtienen
por alquilacién o hidroxialquilacion de los grupos OH. La principal razén para el
incremento de solubilidad en estos derivados se debe a que la manipulacién quimica,
frecuentemente transforma la ciclodextrina cristalina en mezclas amorfas de derivados
isoméricos. Por ejemplo, la 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina, cuya estructura quimica se

presenta en la Figura 1.16, tiene una solubilidad en agua muy superior al 60 % p/v. El

numero de isémeros que se generan en una sustitucion aleatoria es muy grande.
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Figura 1.16. Estructura quimica de la 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina.

Estadisticamente, hay alrededor de 130000 derivados posibles, y la introduccién del 2-
hidroxipropilo también introduce un centro 6pticamente activo haciendo que el ntimero
total de isémeros, es decir, geométricos y 6pticos sea ain mucho mayor. No obstante, es
importante destacar que tanto la alquilacion como la hidroxialquilacién de las
ciclodextrinas no son totalmente aleatorias debido a las reactividades relativas de los

grupos hidroxilos de la molécula®.
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1.5 OPTIMIZACION DE VARIABLES CONTINUAS

Para la optimizaciéon de cualquier variable experimental en un método analitico de
separacién, es necesario contar con un criterio de calidad de la separacién. Dichos
criterios pueden ser clasificados, por un lado, en aquellos que describen la separacién de
un sélo par de analitos, como la selectividad, resolucién, etc.9-101 y por otro en los que
integran a muchos analitos dentro de una funcién de respuesta que puede depender de
una o més variables operacionales!®. Es importante destacar que en CE, a diferencia de las
otras técnicas cromatograficas, es dificil medir y predecir la eficiencia de los picos
(intimamente relacionada con pardmetros tales como la altura equivalente de plato teérico
y la resolucién), debido a la fuerte influencia de la naturaleza quimica de los componentes
del BGE!%-105, Las funciones de respuesta antes mencionadas, pueden resolverse ya sea de
forma empirica, semiempirica o tedrica; no obstante, es importante destacar que si la
resoluciéon es totalmente tedrica, el nimero de experimentos a realizar se reduce al

minimo.

El primer factor de respuesta para cualificar las separaciones por CE fue propuesto por
Giddings, quien sugiri6 el término de selectividad (p) para un par de analitos, definido
como el cociente entre las diferencias de velocidades de los dos analitos (Av) y la velocidad

media entre ambos (7)100:

p=" [1.11]

Tiempo después, Gebauer utilizé una expresion analoga empleando la movilidad del ion
en vez de la velocidad, independizandose de esta forma, del campo eléctrico aplicado. Este
parametro fue utilizado para la prediccién de la separacion de iones por isotacoforesis:

_ Dbt
p= o [1.12]

Donde p sigue siendo la selectividad y, Aur y ler, son la diferencia de movilidades entre
dos analitos y la movilidad promedio entre ambos, respectivamente. Si la ecuacion [1.11]
se multiplica y divide por el campo eléctrico, se alcanza la ecuacién [1.12], por lo que
puede concluirse que ambas son analogas y poseen las mismas limitaciones matematicas, a

saber:
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- La imposibilidad de considerar analiticamente los cambios en el orden de
migracion de los iones, es decir cuando Au, < 0, la separacion puede ser buena,
pero p < 0y por lo tanto la funcién no refleja una mejora en la separacion.

- La expresion no contempla la separacién entre los analitos respecto a un marcador
de EOF, o de otros compuestos neutros que pueden formar parte de una muestra
real. En esta situacion el término p seria grande cuando la movilidad de uno de los
analitos tendiera a cero, lo que implicaria una separacién entre ambos, pero no de
los compuestos que se desplazan con el EOF, hecho que impide la determinacion

de los mismos.

Otra alternativa fue propuesta considerando el andlogo de la selectividad (a) para dos
analitos en cromatografia, utilizando el cociente de movilidades en vez del factor de

retencion®.

a =21 [1.13]
Hef,2

Sin embargo, esta expresion falla nuevamente cuando una de las movilidades tiende a
cero, pues la selectividad tiende a infinito, indicando que la separacion es buena, pero

siendo en realidad nula entre el compuesto y las sustancias neutras.

En 1994, Clark sugiri6 el uso de la movilidad diferencial (d)1%, que considera solamente la

diferencia entre las movilidades de los dos analitos a separar:

d= Hef2 — Hef1 [1.14]

Las limitaciones de esta expresién son, de manera similar, que no contempla la posible
inversion en el orden de migracién de los analitos y ademaés la obtencién de un maximo
del parametro cuando uno de los compuestos tiende a movilidad nula (ser neutro), que

proporciona zonas de separacion completa cuando en realidad no existe separacion.

Hasta ese momento, s6lo Jorgenson et al. sefialaron la importancia de la presencia del EOF,
adicionando al factor de respuesta un término denominador representando a la movilidad

del flujo electroosmotico4!.

p, _ Hef17Her,2 [115]

HEOFtHUef,2
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Sin embargo, esta ecuacién no resuelve el problema de la inversién del orden de
migraciones, y presenta la desventaja de requerir el conocimiento de la dependencia del

EOF en funcién de la variable a optimizar.

En el afio 2016, Tascon et al.197 disefiaron un nuevo parametro de respuesta, denominado #’

que supera las desventajas de los anteriores:

t' = [(ﬂef,z - Iief,1)lief,1lief,z]2 [1.16]

La diferencia entre las movilidades (lief,z — Iief,1)/ contempla la calidad de separacién
entre los dos compuestos, mientras que el producto individual de las movilidades es una
medida de cuidn grandes son estas y de cudn separados estdan de los compuestos neutros
que migran con el EOF. Ademas, la potencia hace que los valores del parametro t' sean

siempre positivos.

Por lo tanto, si se dispone de un modelo tedrico para calcular las movilidades de los
analitos como una funcién de la variable a optimizar, es posible calcular el valor del
pardmetro t' en un dominio extenso. Luego, la maximizacién matematica de dicho

pardmetro puede emplearse para encontrar la condicién 6ptima de la variable en estudio.

Este parametro puede aplicarse a la separacion de un tnico par de compuestos, pero
también puede extenderse para optimizar la separacién de muestras multicomponentes

basandose en dos estrategias diferentes:

La primera estrategia consiste en componer la expresiéon de t" para todas las posibles
combinaciones de compuestos tomados por pares con el fin de realizar un grafico de
ventanas, y aplicar un método de optimizacién similar al propuesto hace muchos afios por
Purnell et l.108109, En este tipo de graficos, el par con la peor separacién para cada valor de
la variable en estudio, serd aquel con menor valor de t'. Esto delimita dos areas (inferior y
superior), que generalmente suelen colorearse de blanco y negro, y generan zonas
semejantes a “ventanas” que permiten una visualizacién completa del pardmetro de
separaciéon en todo el dominio de la variable y facilitan la busqueda de la condicién

Optima.
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La segunda estrategia consiste en componer una funcién escalar (T’) que cualifique
simultdineamente la separacién entre todos los analitos y entre estos y los compuestos

neutros:

T = [(“ef(l)“ef(z)“ef(3) --'“ef(n)) (“ef(l) - “ef(z)) (“ef(l) - :“ef(S)) (“ef(l) -

2 _ 2
Herm) - (Hefn-1) = Herm))]” = [(H?=1 Her() (H?ifjn)(jlii) Aﬂef(i,j))] [1.17]

Asi, del mismo modo que con el parametro t’, si se dispone de un modelo tedrico para
calcular las movilidades de los analitos como una funcién de la variable a optimizar, es
posible calcular el valor del pardametro T” en un dominio extenso. Luego, la maximizacion
matematica de dicho parametro puede emplearse para encontrar la condiciéon éptima de la

variable analizada.

Si bien estos parametros pueden ser empleados en forma general para la optimizaciéon de
cualquier variable continua, en este trabajo de tesis seran empleados en particular para la
encontrar la concentraciéon de selector quiral Optima para la separaciéon quimica y

enantiomérica de una mezcla compleja farmacos quirales.
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1.6 ANALITOS

Como se describié anteriormente, las aplicaciones mas numerosas de las técnicas quirales
se encuentran en la industria farmacéutica. Dado que actualmente una gran cantidad de
principios activos farmacéuticos son quirales, se seleccionaron compuestos de esta

categoria como analitos para el estudio.
1.6.1 Betabloqueantes

Los betabloqueantes, comtinmente conocidos por su nombre en inglés “(-blockers” son
farmacos utilizados para el tratamiento de diversas patologias cardiacas tales como
hipertension arterial, insuficiencia cardiaca, angina de pecho, arritmias o miocardiopatias

hipertréficas, entre otras!10-113,

La regulacion del sistema nervioso se realiza por medio de catecolaminas (adrenalina y
noradrenalina). Para ejercer su accion, estas sustancias se unen a unos receptores, llamados
receptores adrenérgicos, que se encuentran ubicados en la superficie de las células. Existen
tres tipos de receptores beta, y se designan con los nombres de receptores 1, B2 y B3
adrenérgicos segtn el tipo de célula en la que se encuentren. Los receptores {31-
adrenérgicos se ubican principalmente en el corazén y los rifiones; los 2 en pulmones,
tracto gastrointestinal, higado, ttero, masculo liso vascular y muasculo esquelético. Por

altimo, los receptores fs-adrenérgicos se encuentran en las células adiposas.

Los B-bloqueantes funcionan bloqueando los receptores beta adrenérgicos, de tal forma
que impide la union de la catecolamina y evita su estimulacion. Segtn el tipo de
receptores beta adrenérgicos que bloqueen, pueden clasificarse en p-bloqueantes selectivos
si bloquean un tnico tipo de receptor, o bien en [-bloqueantes no selectivos si bloquean

mas de un tipo de receptor (generalmente p1y o).

En este trabajo de tesis se emplearan P-bloqueantes no selectivos que actdan sobre

receptores andrenérgicos P1 y 2114115, Los seleccionados fueron: pindolol, propranolol y

oxprenolol. Las estructuras quimicas de los mismos, se presentan en la Figura 1.17,

indicando con un asterisco (*) el centro quiral.
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Figura 1.17 Estructura quimica de los p-bloqueantes estudiados: a)
pindolol, b) propranolol, c) oxprenolol. El asterisco (*) indica el
centro quiral.

1.6.2 Anticolinérgicos

Los farmacos anticolinérgicos son un tipo de medicamentos antiespasmoédicos que
atendan los espasmos o contracciones musculares. Por este motivo, los mismos han sido
utilizados en medicina para el tratamiento de diversas condiciones: diarrea, asma,
incontinencia urinaria, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), insomnio,

cinetosis, sintomas de la enfermedad de Parkinson y desérdenes psiquiéatricos, entre otros.

Estos farmacos actdan bloqueando selectivamente la unién del neurotransmisor
acetilcolina con su receptor en las células neuronales!3116, y se clasifican de acuerdo al
receptor sobre el que acttian, en agentes antimuscarinicos o antinicotinicos, aunque la
mayoria de los anticolinérgicos son antimuscarinicos, es decir, que actian sobre receptores
localizados mayormente en el musculo liso de algunos 6rganos y glandulas!?. Asimismo,
los anticolinérgicos pueden clasificarse segtin su estructura quimica en aquellos con
estructura de amina terciaria o bien con estructura de amonio cuaternario. Ejemplos de
anticolinérgicos de estructura terciaria son atropina, escopolamina, amikelina y
dicicloverina; mientras que ejemplos de anticolinérgicos de estructura cuaternaria son
bromuro de clidinio, bromuro de valetamato, bromuro de butilescopolamina y

metilbromuro de homatropina.
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Este altimo fue seleccionado como analito modelo en el presente trabajo de tesis, y su
estructura quimica, indicando con un asterisco (*) el centro quiral se presenta en la Figura
1.18.

CHj

!

+

OH

Figura 1.18. Estructura quimica del metilbromuro de
homatropina. El asterisco (*) indica el centro quiral.
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2.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo de tesis fue el desarrollo de herramientas para estudiar
sistemas de asociacion entre analitos y selectores quirales para su posterior utilizacién en

la optimizacién de electroseparaciones enantioméricas

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desarrollar un modelo tedrico para estudiar el equilibrio de asociacién analito-
selector quiral involucrado en la separaciéon mediante electroforesis capilar.

Emplear dicho modelo para obtener constantes termodinamicas de asociacion.

- Proponer una metodologia que permita elucidar las distintas contribuciones al

mecanismo de separacion.

- Desarrollar un método para optimizar la concentracion de selector quiral para la
separacion simultdnea de una mezcla compleja de analitos seleccionados como

modelo.

- Elaborar columnas capilares particuladas de alta eficiencia. Estudiar diversas
metodologias de llenado y desarrollar métodos para la fabricacion de frits

terminales.
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3.1 REACTIVOS Y MATERIALES

Solventes
El agua desionizada se obtuvo mediante purificacién de agua destilada en un sistema
Milli-Q® Simplicity 198 (EMD Millipore Corporation, Massachusetts, Estados Unidos) o

Barnstead MicroPure® (Thermo Scientific, California, Estados Unidos).

El metanol empleado tanto para la preparaciéon de soluciones como para la calibracién de

la curva de viscosidades fue de grado HPLC (Sintorgan, Buenos Aires, Argentina).

También se empled acetona 98% (Biopack, Argentina), isopropanol grado HPLC
(Sintorgan, Buenos Aires, Argentina), alcohol etilico absoluto 99.5% pro-Analisis (Cicarelli,

San Lorenzo, Argentina) y dimetilsulféxido para sintesis (Merck, Darmstadt, Alemania).

Soluciones para la activacion y acondicionamiento de los capilares

Los reactivos wutilizados para la preparacion de soluciones de activacion vy
acondicionamiento de capilares fueron hidréxido de sodio de grado analitico obtenido de
Mallinckrodt (Saint Louis, Estados Unidos) con el cual se prepararon una solucién 1 M y
otra 0.1 M; y también &cido clorhidrico 36.5% p/p proporcionado por Anedra (San

Fernando, Argentina) con el cual se prepar6 una solucién 0.1 M.

Soluciones de electrolito soporte

Los reactivos utilizados tanto como componentes del BGE, como para preparar los buffers

de calibracién fueron de grado analitico o de calidad superior.
Selector quiral

La 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina (peso molecular promedio 1460 Da) se obtuvo
de Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, Alemania). Dicho selector se afiade al BGE
por disolucién en la soluciéon buffer de la masa adecuada para obtener una

concentracion determinada.
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Marcador de flujo electroosmdtico

Como marcador de EOF se emple6 alcohol bencilico para andlisis 99.5%. El mismo se

obtuvo de Biopack (Zarate, Argentina).

Analitos

Los analitos oxprenolol, pindolol y propanolol en sus formas racémicas fueron adquiridos
en Sigma (Steinheim, Alemania), mientras que el metilbromuro de homatropina también

en su forma racémica fue suministrado por USPC Inc (Maryland, Estados Unidos).

Filtros de membrana

Todas las soluciones se filtraron a través de filtros de membrana de Nylon de 0.22 pm
obtenidos de Osmonics Inc. (Westborough, Massachusetts, Estados Unidos), y se

desgasificaron por inmersion en bafio de ultrasonido antes de ser utilizadas.

Capilares

Los capilares de silice fundida de 50 pm y 100 pm de didmetro interno fueron
suministrados por Polymicro Technologies (Phoenix, Arizona, Estados Unidos). Estos
altimos, utilizados para la fabricaciéon de columnas rellenas, fueron cortados en tramos de
entre 12 y 15 cm de longitud, mientras que los primeros fueron cortados en segmentos de
60 cm, excepto para medidas de viscosidades en los que era imprescindible una longitud

mayor y fue cortado en tramos de 100 cm.

Previo a su uso, los capilares de 60 cm de longitud se activaron haciéndoles fluir por
aplicaciéon de una presion de 1000 mbar: NaOH 1 M (20 minutos), agua desionizada (10
minutos), HCl 0.1 M (5 minutos), agua desionizada (5 minutos) y el BGE correspondiente
(20 minutos). Entre analisis, el capilar se acondicioné haciendo fluir por aplicacién de una
presiéon de 1000 mbar: solucion de NaOH 0.1 M durante 1 minuto, seguido de agua

desionizada otro minuto y finalmente el BGE correspondiente durante 2 minutos. En caso

52



Capitulo 3 - Experimental

de capilares de otras longitudes, se adecuaron los tiempos de lavado para que fluya el

mismo nimero de volimenes de columna.

Material particulado

Para la preparacion de frits por sinterizado térmico mediante transferencia axial del calor
se utilizaron particulas de silice Nucleosil de 5 pm de didmetro interno y 120 A de tamafio

de poro promedio, obtenidas de Macherey-Nagel GmbH & Co (Diiren, Alemania).

Para el llenado de columnas capilares particuladas, el material empleado fueron particulas
de octadecilsilice de 3,5 pm de didmetro y 80A de tamafio de poro promedio de uso

cromatografico (Agilent, Santa Clara, Estados Unidos).

Pieza aislante

Para la elaboracién de la pieza aislante empleada para la preparacion de frits, se utilizé
arcilla gres de alta temperatura (1200°C) adquirida en un comercio local, y minas de
grafito Plantec (Villa Ballester, Buenos Aires) para lapices mecénicos de 0,5 mm de espesor

y dureza HB.
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3.2 INSTRUMENTOS

El equipo de CE utilizado durante este trabajo de tesis fue un Lumex Capel 105M con
detector UV de longitud de onda fija, en el rango de 190 a 400 nm (Lumex Ltd., San
Petersburgo, Rusia). El mismo dispone de un sistema de regulaciéon de temperatura muy
preciso y efectivo, que funciona por circulaciéon de liquido refrigerante (+ 0.1°C). En la

Figura 3.1 se presenta una fotografia del mismo.

El procesamiento de datos se realiza mediante el software Elforun Version 3.2.2.

Figura 3.1. Fotografia del equipo de
electroforesis capilar Lumex, modelo Capel
105M.

Las medidas de pH se realizaron empleando un electrodo combinado de vidrio Schott
Blueline 11-pH (SI Analytics GmbH, Mainz, Alemania) conectado a un potenciémetro

Accumet Research AR25 (Fischer Scientific, New Hampshire, Estados Unidos).

Para la elaboracion de la pieza de arcilla aislante empleada para la preparacion de frits, se
utiliz6 un minitorno Dremel Serie 100 (Illinois, Estados Unidos) y una mufla eléctrica

digital Barnstead-Thermolyne F6000 Serie 1060 (Minessota, Estados Unidos)

La mufla eléctrica analégica empleada para preparar los frits fue una Jacobo Rapoport
(Buenos Aires) de temperatura maxima 1200°C con control de temperatura analégico, la

cual presenta una ventana de observacién la puerta (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Fotografia ilustrativa de la mufla
empleada en la preparacion de frits.

Las particulas de fase estacionaria se dispersaron empleando un sonicador Bransonic 5

(Branson, Dansbury, Estados Unidos).

En relacion al llenado de las columnas por fuerza centrifuga, se emple6 una centrifuga de

mesa Luguimac LC-20 (Buenos Aires, Argentina).

El llenado por gravedad se asisti6 empleando un mezclador de vortice Vortex-Genie 2

(Scientific Industries Inc., Nueva York, Estados Unidos).

En cuanto al llenado por impulso con solvente a alta presién, se empled un sistema de
llenado de columnas de HPLC Alltech modelo 1666 (Alltech, Estados Unidos) modificado
en el laboratorio para el llenado de tubos capilares, el cual se presenta en la Figura 3.3 y
consiste en una bomba impulsora tipo Haskel capaz de amplificar presiones de solventes
hasta 10000 psi mediante la acciéon de aire comprimido y un reservorio metélico para alojar

la suspension de particulas resistente a tales presiones.

Para lavar los frits y para probar su resistencia a la presién, se empleé una bomba de

HPLC Agilent 1100 (Waldbron, Alemania).
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Figura 3.3. Fotografia del sistema de llenado de columnas capilares
a alta presion Alltech modelo 1666.

Los lechos de particulas y longitudes de frits se evaluaron haciendo uso de una lupa
binocular estereoscépica Arcano ST 30 2L (Buenos Aires, Argentina), con aumentos totales
20x/60x y haciendo uso de una cdmara de recuento Neubauer mejorada Marienfeld de

0.100mm de profundidad (Lauda-Konigshofen, Alemania).
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3.3 PROCEDIMIENTOS
3.3.1 Estudio del equilibrio de asociacién analito-ligando

Se prepar6 un set de soluciones BGE con contenido variable de selector quiral, obteniendo
los siguientes valores de p[X]: 1.22, 1.30, 1.40, 1.52, 1.70, 2.00 y 2.30, correspondientes a
concentraciones 60 , 50 , 40 , 30 , 20 , 10 y 5 mM respectivamente, disolviendo las
cantidades necesarias de 2-HP-B-CD en una solucién buffer de HsPO;/NaH>PO; 100 mM,
pH=2.50. También se preparé un BGE sin selector quiral ([X]=0 mM) al cual se le asigno
un valor de p[X]=10.

Se prepararon soluciones individuales de cada analito modelo en su forma racémica
disolviendo el sélido en una mezcla de metanol:agua 50:50 v/v a una concentraciéon
aproximada de 0.5 mg/mL. Cada una de estas se analizé6 mediante CE por triplicado en
cada uno de los BGE. Las condiciones experimentales fueron las siguientes: capilar de
silice fundida de 50 pm de diametro interno, de 60 cm de longitud total (L;) con ventana de
deteccién ubicada a 51 cm respecto de la entrada del capilar (Lq), termostatizado a 25°C.
La inyeccién de los analitos se realizé hidrodindmicamente por aplicacién de 30 mbar de
presiéon durante 2 segundos. El andlisis se realiz6 aplicando un potencial de 25 kV y la
deteccion UV se fij6 en 214 nm. Para cada anélisis se registro el tiempo de migracion (tm)

para cada enantiémero; con el mismo se calcul6 la movilidad aparente segtn:

Ho = T2 [3.1]

@ v

También se registr6 la corriente establecida (i) para obtener la movilidad electroforética

segun se detalla a continuacion.

Dado que a pH 2.50 el EOF es extremadamente lento, la movilidad de un marcador neutro
como el alcohol bencilico resulta muy baja. Como alternativa para medir el EOF, se
aprovech6 la relaciéon lineal entre la movilidad del flujo electroosmético y la corriente
cuando las dimensiones del capilar, la composicion del buffer y la fuerza ionica del BGE se
mantienen constantes. Experimentalmente, se analiz6 mediante CE por triplicado, una
solucion de alcohol bencilico en BGEs con diferentes viscosidades; los valores registrados
se ajustaron linealmente para calcular la relacion entre corriente y movilidad del EOF

(Figura 3.4).
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Figura 3.4. Relacion entre la movilidad electroforética del flujo electroosmético,
empleando alcohol bencilico como marcador, y la corriente establecida

Determinacion de las viscosidades de los BGEs

Las viscosidades a 25°C de todos los BGEs se obtuvieron haciendo uso del instrumento de
CE. Se determiné por triplicado el tiempo de eluciéon requerido para que un pequefio
pulso de inyeccion de una solucién 1000 ppm de alcohol bencilico alcance la ventana de
deteccién cuando se aplica una presion constante de 99 mbar. El capilar empleado en este
caso fue uno de silice fundida de 50 pm de diametro interno (L=100.5 cm, L4=91.0 cm).
Para contemplar el hecho de que el instrumento de CE solo controla la temperatura de la
zona central del tupo capilar y no los extremos, las viscosidades no se calcularon mediante
la ecuacion de Hagen-Poiseuille sino que se obtuvieron por medio de una curva de
calibracion de viscosidad vs tiempo de elucion, la cual se obtuvo empleando solventes de
viscosidades conocidas (agua, isopropanol, metanol, etanol y dimetilsulfé6xido). Con dicha
curva, que se presenta en la Figura 3.5, los tiempos de elucion del alcohol bencilico en cada

BGE fueron convertidos facilmente a viscosidades.
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Figura 3.5. Curva de calibracién de viscosidad en funcién del tiempo de elucién obtenida
empleando solventes de viscosidades conocidas (agua, isopropanol, metanol, etanol y
dimetilsulféxido).

3.3.2 Optimizacion de la concentracién de selector quiral

Se prepar6 una solucién BGE con contenido variable de selector quiral, obteniendo los
siguientes valores de p[X]: 1.30, 1.75 y 2.00, correspondientes a concentraciones 50.00 mM ,
17.78 mM y 10.00 mM respectivamente, disolviendo las cantidades necesarias de 2-HP-{3-
CD en una solucién buffer de H;PO,/NaH>PO,; 100 mM, pH=2.50.

También se prepar6 una solucion estdndar conteniendo los cuatro pares de enantiémeros
por mezcla de iguales voliumenes de cada solucion individual preparada para la
determinacion de constantes, la cual se analizé mediante CE en cada uno de los BGEs. Las

condiciones experimentales fueron las mismas que se detallaron en la seccién 3.3.1.

3.3.3 Fabricacién de columnas capilares particuladas
3.3.3.1 Preparacion de frits

El procedimiento consisti6 en introducir las particulas de silice mediante el método
htmedo, “golpeando” el extremo del capilar en una mezcla de particulas de silice y agua
desionizada con consistencia de pasta (60 mg de particulas con 5-6 gotas de agua) hasta

alcanzar una longitud de 1 mm. La misma se evaporé por calentamiento en estufa a 140°C
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durante 45 minutos. El sinterizado se realiz6 por exposicion frontal del capilar al calor
(720°C durante 60 segundos) en una mufla cuya puerta se encuentra perforada, colocando
el capilar en una pieza cilindrica de arcilla de gres de alta temperatura que actda como
aislante especialmente disefiada para la introduccién justa del capilar, asi como para la
colocacion de este dispositivo en la ventana de observaciéon de la mufla (Figura 3.6).
Finalizado el tiempo de sinterizado, se retira la barra de arcilla de la mufla y se saca el
capilar de su interior para su rapido enfriado. Por dltimo, se lava el frit con metanol a

contracorriente haciendo uso de una bomba de HPLC.

Puerta de la mufla

!—/\—\
Temperatura Temperatura
ambiente del horno
Pieza Particulas de
aislante silice a ser

| sinterizadas
|

AV AV

Tubo
capilar

Figura 3.6. Representaciéon esquemadtica de la etapa de sinterizado:
tubo capilar con particulas de silice en su extremo, ubicado en una
barra aislante expuesto frontalmente al calor de una mufla por
insercién del mismo en la ventana de observacion.

3.3.3.2 Llenado con el material particulado
Llenado por fuerza centrifuga

Se desarrollé un dispositivo alternativo al descripto anteriormente (Seccién 1.3.6.2.2), el

cual debe colocarse en una centrifuga para lograr el llenado del capilar. La representacion
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esquematica del dispositivo se presenta en la Figura 3.7.

Las columnas se llenaron empleando una suspensiéon de concentracién 10 mg mL-?
empleando acetona como solvente. El capilar se llena inicialmente con acetona y a
continuacién se carga la punta plastica con 300 pL de la suspension previamente sonicada
y se somete el dispositivo a 2000 rpm durante 5 minutos, repitiendo el proceso hasta

alcanzar la longitud de columna deseada.

) o ) | Reservorio para la suspensién de particulas
Vial de vidrio invertido

Tubo de PTFE < —

W Tapa a rosca del vial con septum de goma
Tapa a rosca del

tubo de centrifuga

——>  Tubode centrifuga

Capilar de silice fundida con frit
terminal en el extremo inferior

Figura 3.7. Representacion esquematica del dispositivo disefiado para empaquetar capilares
por fuerzas centrifugas.

Llenado por gravedad

El llenado por gravedad se realiz6 replicando el dispositivo de la Figura 1.8, y acoplando
el extremo del capilar con el frit terminal a un reservorio de plastico colocado en un
mezclador de vortice, con el fin de tener la columna sometida a vibracion durante todo el

proceso.
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Las columnas se llenaron empleando una suspensiéon de concentraciéon 10 mg mL-?
empleando acetona como solvente. El capilar se llen6é inicialmente con acetona y a
continuacién se cargo la jeringa con 800 pL de la suspension previamente sonicada, se
aplicé una leve presion sobre el émbolo, se encendié el mezclador de vértice en una baja

velocidad y se permitié que la sedimentacién proceda durante toda la noche.

Llenado por impulso con solvente a alta presion

Debido que el equipo para rellenar columnas por presiéon estd disefiado para fabricar
columnas convencionales para HPLC, los didmetros de las tuberias debieron ser
adaptados a tamafios acordes al de los tubos capilares. Del mismo modo, el reservorio
original de la suspensién de particulas de relleno, consistente en un recipiente de acero
inoxidable de 20 mL de capacidad, se reemplazé por una columna de HPLC vacia de 4.6
mm de diametro interno y 10 cm de longitud. El sistema completo se presenta en la Figura

3.8.

Figura 3.8. Fotografia del sistema completo de empaque por presién, en el cual puede
observarse el tubo de aire comprimido, el reservorio de la suspension de particulas, el
capilar con el frit terminal, la bomba impulsora y el reservorio de solvente.
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Las columnas se llenaron empleando una suspensioén de particulas de concentraciéon 30 mg
mL-1 en isopropanol como solvente. El capilar se llené inicialmente con isopropanol y a
continuacién se cargé el reservorio con 750 pL de la suspension previamente sonicada
durante 30 minutos. Se aplic6é una presién de solvente inicial de 2000 psi hasta observar el
inicio del llenado y la resistencia del frit terminal, y luego se aplicaron presiones de

solvente més elevadas (8000 psi), hasta alcanzar la longitud de columna deseada.
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En este capitulo se presentan y se discuten en detalle los resultados obtenidos a partir del

desarrollo experimental realizado para concretar los objetivos propuestos.

En primer lugar se presenta el estudio del equilibrio de asociaciéon analito-ligando
mediante la propuesta de un modelo teérico y su utilizacién para la determinaciéon de
constantes termodindmicas de asociacion. A continuacion, el empleo de dicho modelo
como base para interpretar y elucidar las contribuciones que acttan como fuerza
impulsora de las separaciones quirales por electroforesis capilar como asi también para
desarrollar y poner a prueba un método predictivo para optimizar la concentracién de

ligando.

Por altimo se aborda la fabricacién de columnas capilares particuladas, haciendo especial
hincapié en la preparacién de frits terminales y en la evaluacién de distintos métodos de

llenado.

4.1 ESTUDIO DEL EQUILIBRIO DE ASOCIACION ANALITO-LIGANDO
4.1.1 Modelo teodrico

Considerando el equilibrio de asociacion para cada forma enantiomérica de un compuesto

racémico, A, y asumiendo una relacion estequiométrica 1:1

K. 1 !
' rAx _ aary _ [A'X] varx Ya'x
A+X—AX Kf,A’X =y WX e kf,A’X m— [4.1]
K. "
" fATX _ aary _ [A"X] varx Yal'x
A"+ X—A'X Kf,AIIX = axam = [A[X] Y arrx = kf,AIIX Yar¥x [42]

Donde A" y A” representan los dos enantiémeros del compuesto considerado, X es un
selector quiral, A’X'y A”X son los complejos de asociacién, con constantes termodindmicas

Kr 4x Y K a7x 0 estequiométricas kf 4 x y ks 4x de formacion, respectivamente.

a indica la actividad y y indica el coeficiente de actividad de la especie que se detalla en el

subindice. Los coeficientes de actividad i6nica pueden estimarse haciendo uso de la teoria
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de Debye-Hiickel, cuya ecuacién en forma extendida puede emplearse en soluciones con

fuerza i6nica de hasta 0.10m:

z2%A

—10g Viy = PV4z = = Z°pYi4 [4.3]

1+aoBVI

Donde z es la carga del ion considerado; 4, ay y B son parametros de la ecuacién e ] es la

fuerza i6nica de la solucion, calculada como es habitual.

Las movilidades electroforéticas efectivas de cualquier analito distribuido bajo dos
especies diferentes, es el resultado de una funcién lineal ponderada de las movilidades de

cada una de las formas[1,2]. Matematicamente, puede expresarse como:

_ [Alpa [AX]uax Al an
Hef = Tayriax] T A+ ax] A=454 [4.4]

En donde pa y pax denotan las movilidades electroforéticas de las formas libre y
complejada, respectivamente. Teniendo en cuenta las ecuaciones [4.1] y [4.2], la expresion

puede ser reordenada a:

ta ,uAX10_(p[X]+pKf'Ax)

Haa = 1410 @PXHPKEAx) T g0~ PIXI+PKF 4%

A=A, A" [4.5]

Donde “p” indica, como es usual, la operaciéon matematica de aplicar el logaritmo

negativo, y [X] se encuentra expresada en unidades de molaridad.

Los equilibrios de disociacion acido-base han sido y contintian siendo los mas estudiados
en quimica, y el tratamiento matematico de dichos equilibrios y su resolucion completa
considerando diferentes condiciones iniciales, empleando tanto métodos de aproximacién
como resolucion exacta, son ampliamente conocidos, dado que los mismos se estudian
habitualmente en cursos de quimica analitica, los tratamientos son familiares y
relativamente simples. Por este motivo es conveniente tratar el equilibrio de sistemas
analito-ligando en el sentido de disociacion. Es decir, considerar los equilibrios en la
direccién de disociacion de los complejos A’X y A”X, con constantes termodindmicas

(Kag,ax YV Ka a7x) 0 estequiométricas (kg 4x Y kq a7x) de disociacion, respectivamente.

K, 41

AX S Ky = S0t = v

Ayrx [xA4'] Ya'x

Ya'Vx 1
=kqax 4= = [4.6]
’ Ya'x  Kra'x
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K, "
dA''x axa,rr [XUA" |V 4rrYx
A'X—>X+A4" KdA"X = A= [,,] A =de"X—=— [47]
e Ayrry [xA"] Yal'x ’ Yal'x Kf,A”X

empleando como variable p[X] = —log[X] en analogia al pH = —log[H;0"] que se emplea
en cualquier estudio de disociaciéon de un acido débil HA. Asi, las movilidades efectivas se
expresan como:

Ha pax10PKdax- plx]
Hefa = 1+10PKd,ax—pIX] 14+10PKdax—pIX]

A=4; A" [4.8]

Y se mantiene la analogia, como puede observarse en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Analogia entre los equilibrios de disociacién de un 4cido débil HA y de un complejo AX.

Acido débil Complejo

Equilibrio de K Kaax
disociacion HA + H,0 <> H;0" + A~ AX <SA+X
Constantes
termodinamica y K. = Hs0t@a” ., YHs0tVa® axay YaVx

: . T aga % Yua Kaax = = kaax
estequiométrica Aax Yax
de equilibrio
Movilidad Uy s = [A7]us + [HA]pupa Hepa = [Alpa + [AXuax
electroforética 7 (471 + [HA] E:l] +_[Af]

‘ {Ly+10PKa=PH _pat 10PKaax-pIX]y,

efectiva = ¥ 10PKa-pH T 1 + 10PKaax—pX]

La principal diferencia entre equilibrios de complejacion y equilibrios acido-base es que en
estos ultimos el pH se determina mediante un electrodo que proporciona un valor
estrictamente en términos de actividades; mientras que en el modelo propuesto X
representa un ligando y su concentracién no se mide, sino que se calcula a partir de
expresiones deducidas a partir de los balances de masa y electroneutralidad. Sin embargo,
si la concentracién analitica de ligando se mantiene dos 6rdenes de magnitud por encima

de la concentraciéon de analito ([X] > 100[4]), la aproximacién de Henderson-Hasselbach

67




Capitulo 4 - Resultados y discusién

que se aplica a equilibrios acido-base es valida y puede asumirse que la concentracién de
ligando en el equilibrio es similar a su concentracién analitica, definida en la preparacion
de la solucién (pC = p[X]). Por otro lado, si la aproximacion no es vélida ([X] < 100[4]) se

deben emplear ecuaciones que consideren el balance de masa.

4.1.2 Determinacion de constantes termodinamicas de asociacion

La determinaciéon de constantes de equilibrio es un tema de especial importancia en
diferentes disciplinas de la quimica. Su conocimiento es util para el desarrollo de
agroquimicos, alimentos, farmacos y cosméticos, fisiologia, medicina, bioquimica,

medioambiente, entre otros.

Se ha empleado una amplia variedad de técnicas instrumentales para la determinacién de
constantes de equilibrio, ya sea de asociacién como de disociaciéon de especies quimicas.
Bésicamente el método consiste en fijar la/s concentraciones de alguna/s de la/s
especie/s involucrada/s en el equilibrio, y permitir que el mismo proceda generando
ciertas cantidades de las demds especies que también forman parte del equilibrio, para
finalmente determinar cuantitativamente la nueva condicién alcanzada, utilizando una
técnica instrumental. Una condicién necesaria es que el instrumento debe tener la
capacidad analitica de determinar las concentraciones generadas en la situacién final, lo

que constituye la principal limitacién en la determinaciéon de constantes ya sea porque:

- Las especies no generan una sefial analitica que pueda ser detectada, por ejemplo, no
poseen absorcién Optica, no presentan propiedades redox, no tienen carga neta para
obtener senales por electroforesis capilar, no presentan retenciones diferenciales en
cromatografia, no existe un electrodo selectivo para caracterizarlas potenciométricamente,

etc.

- No es posible fijar experimentalmente una condicion inicial adecuada para generar la
cantidad requerida de especies dentro del rango de deteccion del instrumento, debido por
ejemplo a una baja solubilidad de los componentes, disponibilidad insuficiente de

reactivos, etc.
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En los ultimos afios, la CE se ha posicionado como una herramienta ttil para el estudio de
equilibrios quimicos. No obstante, se ha utilizado mayormente para determinar constantes
de disociacion &cidas, con el objetivo de caracterizar moléculas o bien para optimizar

separaciones empleando el pH como variable.

El modelo tedrico descripto anteriormente permite determinar constantes termodinamicas
de asociacion analito-ligando por CE asi como también movilidad electroforética del
analito tanto libre como asociado. En el presente trabajo de tesis el mismo se desarrollé
para determinar constantes de asociacién entre un selector y un analito quiral: como
modelo de selector se seleccioné la 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina (2-HP-3-CD), y como
analitos quirales modelo, cuatro farmacos: oxprenolol, pindolol, propanolol y

metilbromuro de homatropina.

Un aspecto préctico a tener en cuenta en las determinaciones de constantes, es que para
obtener valores confiables, la tinica condicién que cambia entre experimentos debe ser la
concentraciéon de ligando, mientras que cualquier otra propiedad tanto fisica como
quimica, debe permanecer constante. En relacién a esto, para la determinaciéon de
constantes de asociacion, la fuerza idénica puede mantenerse facilmente constante, sin
embargo la presencia de diferentes concentraciones de ligando genera cambios en la
viscosidad del medio. A pesar del hecho de que esto tiene lugar cuando se modifica la
concentraciéon de cualquier especie en solucion, el efecto es notablemente significativo
cuando se trata de moléculas grandes, tales como proteinas o polisacaridos (entre los que
se incluye la celulosa o las ciclodextrinas), especialmente a elevadas concentraciones. Dado
que la movilidad electroforética es inversamente proporcional a la viscosidad, las

movilidades electroforéticas corregidas, u, £r pueden calcularse como:

wer = uif” (°22) [4.9]

Donde iz corresponde a la movilidad que se observaria si el medio de separacién tuviera
la viscosidad del agua pura, ,ugjfp a la movilidad obtenida en experimentos reales, y 7.y, y

nw son las viscosidades del medio de separacion y de agua pura, respectivamente. Si esta
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correccién no se tiene en cuenta, la curva obtenida tendria valores de movilidades

menores que los corregidos y como consecuencia el parametro pK, seria mayor que el real.

Algunos autores[3] proponen corregir el efecto de la viscosidad basados en la relacion

inversa entre ésta y la corriente:

Texp — tw [4.10]

Nw lexp

Sin embargo este método no se empled porque si bien es cierto que la viscosidad esta
relacionada con la corriente y con el EOF, también es cierto que la corriente esta sujeta a
una variabilidad significativa, similar a la del EOF, que no es producida solo por cambios
en las viscosidades sino también por el cambio en el potencial zeta producido por
adsorcion de contaminantes a la pared del capilar, por ejemplo. Por otro lado, la correcciéon
de la viscosidad a aquella correspondiente a agua pura, requeriria poder determinar un

valor confiable de corriente en agua pura (desionizada), lo cual es imposible en la practica.

Como segunda opcidn, se puede realizar una correccién robusta e independiente del EOF,
basada en datos de viscosidad obtenidos mediante experimentos de fluidodinamica.
Allmendinger et al.[4] propusieron usar el instrumento de CE para determinar las
viscosidades considerando la ley de Poiseuille para tubos abiertos, haciendo fluir una
solucion a través del capilar por presion. Este método no considera el hecho de que el tubo
capilar tiene zonas con diferentes temperaturas que afectan significativamente los valores
de viscosidad, ni las inhomogeneidades del didmetro interno del tubo capilar, y tampoco
el error sistematico en la determinacién gravimétrica del caudal causado por la

evaporacion del solvente.

En el presente trabajo de tesis, las viscosidades a 25°C de todos los BGEs se obtuvieron
haciendo uso del instrumento de CE mediante el método alternativo descrito en el capitulo

anterior.

En la Figura 4.1 se presenta el grafico del set de datos obtenido para cada enantiémero
luego de calcular la movilidad aparente, sustraer la movilidad del EOF y realizar la
correccién por viscosidad, como funcién de p[X]. La linea sé6lida representa la regresiéon no
lineal de los datos segtn la ecuacién [4.8], y los pardmetros obtenidos de la misma se

presentan en la Tabla 4.2.
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Figura 4.1. Gréficos de movilidades electroforéticas corregidas como funcién de pC = p[X]. Los puntos
representan los valores experimentales, mientras que la linea sélida representa la regresién no lineal de los
mismos. A: Propranolol, B: Pindolol, C: Oxprenolol, D: Metilbromuro de homatropina. (I) y (II) representan

a cada enantidomero.
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Tabla 4.2. Parametros obtenidos por el ajuste no lineal de los datos experimentales de movilidades
corregidas como una funcién de p[X]. Movilidades expresadas en cm?2V-1s-1

Analito 1044 | 104pa- | 104parx | 104pa-x | pKaax | pKaax | Keax | Keax
Propranolol 1.874 | 1.875 | 0.142 | 0.163 | 1.790 | 1.820 |61.69|66.11
Pindolol 1.934 | 1.937 | 0.057 | 0.065 | 1.438 | 1.456 |27.43|28.58
Oxprenolol 1.858 | 1.857 | 0.215 | 0.230 | 1.290 | 1.301 |19.51|20.00

Metilbromuro de
2210 | 2214 | 0.256 | 0.313 | 1.444 | 1.563 |27.82|36.58

homatropina

Los valores de pK; 4x obtenidos como pardmetros de las regresiones se encontraron en el
rango entre 1.29 y 1.82, indicando una asociacién muy débil, o una tendencia muy fuerte
hacia la disociacion del complejo. Este rango de pK, 4x puede ser traducido en constantes
de unién con valores en el intervalo de 19.5 a 66.1, los cuales son valores tipicos para estos

complejos[1].

Una forma alternativa de interpretar los valores de pK; 4x es considerar la concentracion
de selector quiral requerida para que el enantidmero mas fuerte de cada par se encuentre
asociado en un 50%. De acuerdo con esto, el complejo con la constante de inclusion mas
fuerte es la del segundo enantiémero del propranolol, el cual requiere una concentracién
de [2-HP-B-CD] = 151 mM para estar asociado un 50%, mientras que a la misma
concentracién la otra forma enantiomérica esta incluida en un 48.3%. Esta fuerte contante
de inclusiéon es razonable si se tiene en cuenta que la cavidad de la 2-HP-B-CD es
hidrofébica y el propranolol es el compuesto con el grupo hidrofébico més grande
(naftilo). El siguiente compuesto teniendo en cuenta el orden creciente de la concentracién
de 2-HP-B-CD necesaria para alcanzar el 50% de inclusién es el segundo enantiémero del
metilbromuro de homatropina, el cual requiere [2-HP-B-CD] = 27.3 mM, mientras el otro
enantiomero se encuentra incluido en un 42.3%. El siguiente compuesto es el segundo
enantiomero del pindolo], el cual requiere una solucién con una concentracién de 2-HP-{3-
CD 35 mM para estar incluido en un 50% mientras que a esta concentracion de ligando el
otro enantiémero esta incluido en un 49.0%. En dltimo lugar se encuentra el segundo

enantidmero del oxprenolol], el cual requiere una soluciéon 50 mM de 2-HP--CD para estar
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incluido en un 50%, mientras que a esta concentracién de ligando el otro enantiémero se

encuentra incluido en un 49.4%.

El andlisis de las diferencias en los grados de asociacién entre formas enantioméricas
cuando uno de ellos esté incluido en un 50% resulta un buen indicador de la contribucién
termodindmica a la separaciéon. Por lo tanto, el metilbromuro de homatropina es el
compuesto con una mayor diferencia de inclusién (7%) cuando uno de los enantiémeros
estd incluido en un 50%. Esto podria deberse a que el primer d4tomo alejado del grupo
hidrofébico es el carbono quiral, mientras que en los otros compuestos en los que la
diferencia en el grado de disociaciéon es del 2% respecto al enantiémero incluido al 50%, los
atomos quirales estdn a dos atomos de distancia del grupo hidrofébico que ingresa a la

cavidad.

4.1.3 Elucidacion de contribuciones al mecanismo de separacion

En las técnicas de electroseparacion enantioméricas, la separacion puede deberse a dos
contribuciones principales:

1) Diferencias entre las constantes de asociaciéon analito-ligando, a las que se puede
considerar una contribucién termodinamica.

2) Diferencias en el radio hidrodindmico del complejo de asociacién analito-selector, a las
que se puede denominar contribuciéon hidrodinamica.

Sin embargo, las diferencias de movilidades entre enantiémeros en general son maés
pequefias que la variabilidad del EOF, por lo tanto, los ajustes no lineales individuales de
los datos experimentales que exhiben comportamiento sigmoideo no son suficientes para
describir dichas diferencias adecuadamente. Dado que el EOF afecta en la misma
extensiéon a las movilidades de ambos enantiémeros que poseen tiempos de migracion
muy similares, surge como estrategia plantear una expresién para la diferencia de
movilidad entre enantiémeros, Ap,, eliminando asi el problema de la variabilidad. Esta

idea fue propuesta inicialmente por Wren[5] en el afio 1992:

A = HatiaKp 4y lX] B HatiaxK e qiry[X] _ [X](HA‘/‘AX)(Kf’AHX—Kf'AIX)
He 1+Kf,A’X[X] 1+Kf,A”X[X] 1+[X](Kf’AIX+Kf’AIIX)+Kf’AIXKf'AIIX[X]2

[4.11]
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Sin embargo las ecuaciones propuestas por este y otros autores [6,7] para explicar las
diferencias en las movilidades, consideran que las movilidades de los analitos libres son
iguales, p s = pyr = py, lo cual es correcto. No obstante, también consideran iguales a las
movilidades de los analitos asociados, p,ry = pur y = Hax, que No es necesariamente cierto,
esto obliga a describir las diferencias de movilidades solo a través de la contribuciéon

termodinamica.

La expresiéon para Ap, obtenida empleando las movilidades con el modelo propuesto

seglin la ecuacion [4.8], es la siguiente:

K -plx
y “A’+“A’X10p aa'x plX]
He = Hga' — Hga" = e 7%

a, a, 1+107Kaa'x p(X]

PK ;411
Ugr1 4y 410 dA" X-p[X]
- PK ;5 a11x=PIX]

[4.12]

1+10

En la Figura 4.2 se presentan una serie de simulaciones siguiendo las ecuaciones [4.8] y

[4.12] del modelo. Las mismas se describen a continuacion:

El grafico A-I corresponde a las curvas de y, como funcién de pC = p[X] para la situaciéon
hipotética en la que dos enantidmeros difieren solo en las constantes de unién con el
selector quiral. La diferencia en pK,; 4x se encuentra representada en el eje x mediante la
distancia entre los puntos de inflexiéon de ambas curvas, mientras que la diferencia entre
las movilidades de los complejos se observa por extrapolacion de las curvas hacia valores
de p[X] tendiendo a cero. De la misma manera, la diferencia entre las movilidades de los
enantidmeros libres estd dada por la tendencia de las curvas hacia valores de p[X]
elevados (es decir, [X] - 0 mM). Se puede observar en este grafico que no existe diferencia

entre ellos.

Es importante destacar que la diferencia entre pK; 4x se encuentran magnificadas con el
objetivo de facilitar la visualizacion, pero usualmente las mismas son muy pequefas. Por
este motivo, el andlisis de Apu, resulta mas util para analizar las contribuciones
termodindmica e hidrodinamica a la separacién. En el grafico A-Il, se presenta la curva de
A, también como funcién de pC = p[X] para la misma situacién hipotética que en A-I. La
curva de Au, vs p[X] presenta forma de campana Gaussiana, centrada en el valor
promedio de pK, 4x de los dos enantiémeros. Este valor central es el valor de p[X] 6ptimo

para obtener la mejor separacién de este par de enantiémeros.
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En los graficos B-I1 y B-II se presenta el caso inverso al anterior, es decir, aquel en el que
ambos enantiémeros presentan exactamente el mismo valor de pKj;x pero diferentes
movilidades de los complejos. En el grafico B-I se observa que los puntos de inflexién de
ambas curvas se encuentran ubicados en el mismo valor de p[X], mientras que a p[X] = 0
las curvas se van separando. Este caso solo es posible observarlo en técnicas en las que la
separacion depende del radio hidrodindmico de los complejos; por este motivo se decidié
denominarla separacién controlada hidrodindamicamente. En el grafico B-II, se presenta la
diferencia entre las curvas sigmoideas del grafico B-I, donde se hace evidente que la
separacion es mejor a menores valores de p[X] y, de hecho, este es el escenario en el que es
valido el concepto intuitivo de que a mayor concentracién de selector quiral, mejor es la

separacion.

En los gréficos C-I y D-I, se presentan las dependencias de las movilidades electroforéticas
de dos enantiémeros que poseen ambas contribuciones al mecanismo de separacién, es
decir, tanto la termodindmica como la hidrodindmica. Siguiendo la misma linea de
analisis, en los gréficos C-II y D-II se representan las diferencias de movilidades de los
analitos cuyos comportamientos se muestran en las graficas C-I y D-I. En dichas
separaciones, que denominaremos de control mixto o termo-hidrodindmicas, hay dos

situaciones posibles:

En una de ellas, un complejo con menor pK; 4x, de menor tamafio y por lo tanto, mayor
movilidad que el otro enantiémero para cualquier valor de p[X]. La situacién se muestra
en el grafico C-I como movilidades vs pC = p[X], y grafico C-II como diferencia de
movilidades vs pC = p[X]. La méxima diferencia de movilidad se alcanza para un valor de
p[X] no exactamente igual pero, alrededor del valor de pK; 4x promedio, < pKj ax >. A
esta concentracion, la separacion se encuentra controlada por la contribuciéon
termodindmica, y queda definida a través del pK,; 4x como una diferencia en la movilidad.
Hacia valores de concentraciones mayores, o menores valores de p[X], hay una reduccion
abrupta en ambas movilidades y se puede decir que en esta situacioén la separacion tiene
contribucién hidrodinamica. Ademas se puede observar que la diferencia de movilidades

es siempre positiva.
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En la otra situacién, en la cual las movilidades electroforéticas y las diferencias entre ellas
vs p[X] se describen en los graficos D-I y D-II, respectivamente, se tiene un complejo con
menor valor de pK; 4x y mayor tamafio, y con una movilidad electroforética menor que la
del otro enantiémero para el valor de p[X] = pK, ax. Este tipo de sistema es facil de

identificar dado que de sus graficos surgen dos caracteristicas muy notorias:

- La diferencia de movilidad maxima se alcanza para un valor de p[X] que se
encuentra desplazado respecto del valor promedio de pKj 4x.

- A valores de p[X] menores que < pK; 4x > existe una reduccién en las diferencias
de movilidades hasta un valor de p[X] en el cual se alcanza la co-elucién (p[X],),
es decir, una situacién en la que las diferencias de movilidades se vuelven
negativas o las curvas de movilidades electroforéticas se intersectan. En ese valor,
la contribucién termodindmica de uno de los enantiémeros se ve compensada por
la contribucién hidrodindmica del otro. En otras palabras, a valores de p[X]
menores que p[X]., existe una inversiéon del orden de elucién de los picos
observado para la zona de p[X] > p[X].,, en la cual la separacion esta controlada

por la contribuciéon hidrodindmica.
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Figura 4.2. Simulaciones de (I) movilidades electroforéticas y (II) diferencias de movilidades
electroforéticas como funcién de pC = p[X] para diferentes situaciones: (A) dos enantiémeros difieren solo
en las constantes de asociacién, (B) ambos enantiémeros presentan exactamente el mismo valor de pK,
pero movilidades de los complejos diferentes, (C) un complejo con menor pK,;, de menor tamarfio (mayor

movilidad) que el complejo del otro enantiémero y (D) un complejo con menor valor de pK; y mayor

tamafio (menor movilidad) que el complejo del otro enantiémero.
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En relacion al selector quiral y los analitos racémicos seleccionados como modelo, la
elucidaciéon del mecanismo de separacion se realiza por comparacion de las graficas
experimentales de movilidad electroforética vs p[X] ya presentadas en la Figura 4.1 y las
de la diferencia de movilidad vs p[X] que se presentan en la Figura 4.3, con las gréficas

simuladas descriptas anteriormente (Figura 4.2).
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Figura 4.3. Gréfico de las diferencias de movilidad entre dos formas enantioméricas en funcién de p[X]. Los
simbolos representan los valores experimentales y la linea sélida la regresiéon no lineal. A: Propranolol, B:
Pindolol, C: Oxprenolol, D: Metilbromuro de homatropina.

El andlisis comparativo indica que la enantioseparaciéon para el caso de propranolol,
pindolol y oxprenolol se encuentra controlada termo-hidrodinamicamente, dado que en
los tres graficos, la curva Au, vs p[X] se encuentra centrada en un valor de p[X]
notoriamente desplazado, en mayor o menor medida, con respecto al valor < pKgax >.
Adicionalmente se puede observar que existe una inversion en el orden de elucién de los
enantiomeros a determinados valores de p[X]. Todas estas caracteristicas indican que

corresponderia a la situacién representada en el grafico D-1I de la Figura 4.2.
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A diferencia de los tres analitos antes mencionados, para el metilbromuro de homatropina
la curva Apu, vs p[X] presenta forma de campana Gaussiana centrada en un valor de p[X]
minimamente desplazado con respecto al valor promedio de pKj; 4x, mostrando similitud
con el gréfico All representado en la Figura 4.2 y pudiendo concluir que corresponderia a
una enantioseparacién cuya fuerza impulsora se debe exclusivamente a la diferencia entre
las constantes de asociacién analito-ligando de cada enantiémero; en otras palabras, se
puede decir que la enantioseparacion se encuentra controlada termodinamicamente. Este
caso particular de separacion, permite establecer que la misma podria ser llevada a cabo
mediante alguna técnica cromatografica, dado que la movilidad electroforética no

representa contribucion alguna a la separacion.
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4.2 OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACION DE SELECTOR QUIRAL

Como se menciond en la Introducciéon de la presente tesis, es posible optimizar una
variable continua, en este caso, la concentracién de selector quiral, [X], empleando un
criterio o parametro que proporcione una estimaciéon de cuan buena es la separacién, como
el parametro t'. Con el objetivo de minimizar el nimero de experimentos a realizar, es
importante disponer del modelo tedrico previamente descripto para calcular dicho
pardmetro en un amplio rango de valores de la variable a optimizar. De esta forma,
resulta sencillo componer el pardmetro de optimizaciéon t’. En este caso particular, es
posible realizarlo empleando las ecuaciones [4.5] o [4.8], para lo cual es necesario emplear
las movilidades electroforéticas del analito libre y asociado, como también las constantes
de asociacién de cada enantiémero con el selector quiral obtenidas y presentadas en la

Tabla 4.2.

En la Figura 4.4 se presentan las movilidades electroforéticas teéricas de cada enantiémero
en funcion de p[X], calculadas con el modelo descripto anteriormente. Para cada analito
racémico se empled el mismo color con lineas sélidas y lineas punteadas con el objetivo de

facilitar la visualizacién del comportamiento individual de cada enantiémero.

Las movilidades predichas con la ecuacién [4.5] y [4.8] se emplearon a su vez para
componer el parametro t' como funcién de p[X] (ecuacién [1.16]) para todos los pares
posibles, considerando los 8 analitos (las dos formas enantioméricas de los cuatro analitos

modelo), es decir, un total de 28 pares posibles.
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Figura 4.4. Gréfico de las movilidades electroforéticas tedricas para ambos enantiémeros de cada analito
modelo en funcién de p[X]. Las lineas punteadas verticales indican los valores de p[X] estudiados

experimentalmente.

En la Figura 4.5 se presenta el grafico de ventana, construido mediante la superposicion

de cada una de las curvas de t;.
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Figura 4.5. Gréficos del parametro t'; para cada analito modelo en funcién de p[X] para los enantiémeros
de (1,2) metilbromuro de homatropina, (3,4) oxprenolol, (5,6) pindolol y (7,8) propranolol. Las lineas
punteadas verticales indican los valores de p[X] estudiados experimentalmente.

Si bien el gréfico puede resultar confuso debido al elevado ntiimero de curvas, solo es
importante prestar atencion a aquellas en las que t';j presentan menor valor, las cuales
corresponden al par de analitos critico para cada condicion de p[X]. Estas curvas delimitan
areas que pueden pintarse en blanco (zona superior) o negro (zona inferior). Estas taltimas
son conocidas como “ventanas” y en el grafico pueden visualizarse dos: una de ellas en el
rango de p[X] que va desde 1.05 a 2.85 ([X] = 1.4 - 89.0 mM) y se encuentra delimitada por
los enantiémeros del propranolol (t'7s) y oxprenolol (t's4), al mismo tiempo que se observan
dos interrupciones agudas que llegan a un valor de t'=0 a p[X] ~ 210 y 2.20, y
corresponden a la inversion en el orden de migracién de cada uno de los enantiémeros de
los analitos pindolol y oxprenolol; hecho que puede ser observado también en la Figura 4.4
alrededor de los valores de p[X] mencionados. Es decir, que estas interrupciones agudas
de la Figura 4.5 no son dos sino una superposicion de cuatro curvas de t';j. La segunda
ventana se ubica en el rango de p[X] que va desde 3.05 a 5.00 ([X] = 0.01 - 0.89 mM). Sin
embargo el pardmetro t'; es mas grande en el maximo de la primera ventana en un valor

de p[X] = 1.75 ([X] = 17.78 mM). Este valor, que denominaremos p[X],y¢, corresponde a la
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concentracion de selector quiral que proporciona la mejor separaciéon para todos los

analitos de acuerdo a este procedimiento.

Alternativamente, las movilidades calculadas pueden emplearse para obtener el valor de
p[X]op: mediante la composicién de la funcién escalar multicomponente T’ para todo el
rango de p[X] (ecuacién [1.17]). El gréfico correspondiente se presenta en la Figura 4.6, en

el cual se indica el valor de p[X],,; que es igual a 1.75.
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8 [X]op= 17.78 mM
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=
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Figura 4.6. Grafico de la funcién escalar T para todo el rango de p[X], predicha para la

separacion simultanea de los cuatro pares de enantiémeros seleccionados como analitos
modelo.

Dado que la aplicacién de la estrategia de construir un grafico de ventanas se enfoca en
encontrar el par critico, y la estrategia de componer la funcion escalar T” se enfoca en una
evaluacion de la calidad de la separacién entre todos los picos; los valores de p[X],pe
obtenidos por ambos procedimientos podrian diferir levemente. No obstante, en el

presente caso el resultado es altamente satisfactorio, pues coinciden perfectamente.
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En la Figura 4.7A se presenta el electroferograma obtenido al separar quimica y
enantioméricamente la solucién estandar conteniendo los cuatro pares de enantiémeros
empleando el BGE con la concentraciéon 6ptima de 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina. En la
misma se puede observar que no todos los pares se encuentran separados a la linea de
base, sin embargo la resoluciéon general puede considerarse satisfactoria y, de acuerdo con

el modelo, es la mejor posible en términos de la concentracion de selector quiral.

Las condiciones experimentales de separacion fueron las siguientes: capilar de silice
fundida de 50 pm de didmetro interno, de 60 cm de longitud total y con ventana de
deteccién ubicada a 51 cm respecto de la entrada del capilar, termostatizado a 25°C. La
inyeccion de los analitos se realizé hidrodindmicamente por aplicaciéon de 30 mbar de
presion durante 2 segundos. El andlisis se realizé aplicando un potencial de 25 kV y la

deteccion UV se £ijo en 214 nm.
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Figura 4.7. Electroferogramas de una mezcla racémica de (1,2) metilbromuro
de homatropina, (3,4) oxprenolol, (5,6) pindolol y (7,8) propranolol
Temperatura: 25 °C; voltaje 25 kV; capilar: 50 pm i.d., 60 cm longitud total,
50 cm longitud al detector; deteccion UV a 214 nm; inyeccién hidrodinamica
30 mbar durante 2 segundos. Buffer 100 mM HsPO4/NaH,PO4, pH = 2.5. A)
p[X]ope= 1.75 ([2-HP-B-CD] = 17.78 mM), B) p[X] = 1.30 ([2-HP-3-CD] = 50.00
mM), C) p[X] =2.00 ([2-HP-p-CD] = 10.00 mM.
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Con el fin de verificar experimentalmente si la concentraciéon de selector quiral encontrada
con ambos procedimientos es realmente la 6ptima para el sistema propuesto, se realizaron
una serie de andlisis de una solucién conteniendo todos los analitos empleando dos BGE:
uno conteniendo una concentracion de selector quiral inferior y otro una concentracion de
selector quiral superior a la 6ptima. Las condiciones experimentales fueron las mismas que

en el analisis anterior.

Inicialmente se preparé un BGE conteniendo 2-HP-B-CD en una concentracion 50 mM
(p[X] = 1.30, p[X] < p[X]ope), y el electroferograma obtenido se muestra en la Figura 4.7B.
Una interpretaciéon integral de los resultados se puede realizar en vista de los
comportamientos mostrados en las Figuras 4.4 y 4.5, en las que el valor de p[X] = 1.30 fue
intencionalmente indicado con lineas verticales punteadas. En dicho electroferograma, se
puede observar claramente que la separacion es peor que aquella obtenida a p[X],p,. El
par critico (aquel con menor resolucion) estd compuesto por los picos identificados con los
nameros 7 y 8, que son aquellos, que poseen mayores tiempos de migracion y
corresponden a los enantiémeros del propranolol. Este hecho es consistente con el grafico
de ventanas de la Figura 4.5, en la que se puede observar que el lado izquierdo de la
ventana de mayor altura esta limitada por el valor de t’ de estos enantiémeros, y también
con la Figura 4.4, en la que puede observarse que a p[X] = 1.30 la menor diferencia de

movilidades corresponde también al par con menores movilidades.

También se prepar6é un BGE conteniendo 2-HP-f-CD en una concentracion 10 mM (p[X] =
2.00, p[X] > p[Xlope), y el electroferograma obtenido se muestra en la Figura 4.7C.
Nuevamente resulta claro que la separacion es peor que la de la Figura 4.7A obtenida a
p[X]ope. El electroferograma de la Figura 4.7C muestra que los picos 3-6 estdn fuertemente
solapados, y no es totalmente claro cudl es el par critico, aunque la linea divisoria de la
ventana de mayor altura del gréfico de ventana de la Figura 4.5 a p[X] = 2.00 indica que el

par critico es el 3-4, que corresponde a los enantiémeros del oxprenolol.
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4.3 FABRICACION DE COLUMNAS CAPILARES PARTICULADAS
4.3.1 Preparacion de frits

Si bien ya existia un trabajo previo desarrollado en el laboratorio para la preparacion de
frits por sinterizado térmico de particulas de silice contenidas en el extremo de un capilar
mediante exposicién frontal a la temperatura, con el cual es posible obtener frits con
excelentes caracteristicas tanto de resistencia mecdnica como buena eficiencia
cromatografica; el mismo emplea una aislante térmico externo de yeso que debe perforarse
y muchas veces ser rellenado para compensar la diferencia de tamafio entre el orificio
generado y la dimensién del capilar. Ademas, la vida ttil de estas piezas aislantes es muy
limitada dado que se disgregan facilmente con los cambios bruscos de temperatura, por lo

que deben reemplazarse con una elevada frecuencia.

En el presente trabajo de tesis, y como mejora al método antes mencionado, se abordé el
desarrollo de una pieza aislante reutilizable. Para dicho fin se empleé como material arcilla
gres de alta temperatura (1200°C), la cual fue tamizada empleando un tamiz mesh 140 con
el fin de tener la menor cantidad de rugosidades que pueden resultar en el dafio o
remociéon del recubrimiento de poliimida que presenta el capilar. Una caracteristica
particular de la arcilla, es que durante el secado y coccién, el tamafio de las piezas
disminuye como consecuencia de la pérdida de agua, asi como también por la fusion de
los componentes plédsticos que ocupan los espacios libres entre los componentes
refractarios de la arcilla. Como resultado, dicha contraccién debe ser tenida en cuenta para
determinar el tamafio justo del orificio a realizar para que el capilar pueda introducirse

dentro del mismo una vez finalizada la coccién de la pieza aislante.

Para cuantificar la contraccion, se realizaron piezas cilindricas con material preparado con
diferentes cantidades de arcilla y agua, empleando como molde una jeringa descartable de
10 mL (1.965 cm de didmetro interno). A las piezas resultantes se las dej6 secar durante un
dia y se les midi6 el didmetro con calibre, luego se procedié a su coccion realizando el
calentamiento de forma paulatina, como se muestra en la figura 4.8, evitando cambios de

temperatura superiores a 5°C/min para evitar que el cambio térmico dafie las piezas.
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Figura 4.8. Rampa de temperatura para la coccién de las piezas aislantes
de arcilla.

A continuacién se apagé la mufla y se dejé enfriar hasta temperatura ambiente
(aproximadamente 18 horas) para finalmente tomar la medida final del didmetro de las

piezas, necesaria para calcular el porcentaje de contraccion. Esta informacién se presenta

en la tabla 4.3.

Tabla 4.3. Porcentaje de contraccion en el didmetro de las piezas cilindricas, preparadas con diferentes
composiciones de arcilla gres y agua.

Piezal | Pieza2 | Pieza 3 | Pieza4 | Pieza 5 | Pieza 6

Masa de arcilla (g) 21.1 21.1 21.1 21.1 21.1 21.1
Masa de agua (g) 7.20 6.85 6.60 6.30 6.15 6.00
% p/p arcilla 74.6 75.5 76.2 77.0 774 77.9
Didmetro Hameda (cm) 1.965 1.965 1.965 1.965 1.965 1.965
Diametro Seca (cm) 1.350 1.354 1.370 1.372 1.375 1.378
Diametro Cocida (cm) 1.230 1.250 1.255 1.250 1.260 1.260
% Contraccién Hameda-Cocida 37.4 36.4 36.1 36.4 35.9 35.9
% Contraccion Seca-Cocida 8.9 7.7 8.4 8.9 8.4 8.6
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Se pudo concluir que en promedio, las piezas de arcilla se contraen un 36.3% durante el
proceso total (secado y cocido) y un 8.5% en el de la coccién propiamente dicha, de modo
que para lograr un orificio final del mismo didmetro que el didametro externo del capilar

(375 pm) es necesario realizar en himedo un orificio de 589 pm o de 410 pm en seco.

Para realizar el orificio, se disponia de alambres con diametros 350, 450 y 600 pm.
Inicialmente se emple6 el alambre de 350 pm como mecha de un minitorno para perforar
las piezas en seco. No obstante, el capilar no lograba atravesar toda la pieza cilindrica de
lado a lado. El procedimiento se repitié6 empleando el alambre de 450 pm, pero el orificio
result6 demasiado grande. Una alternativa fue emplear el alambre de 600 pm e
introducirlo y retirarlo de la pieza hiumeda, aunque el resultado fue el mismo que con el

alambre de 450 pm.

Finalmente, se opt6é por emplear minas de grafito comerciales que poseen un didmetro de
550 pm y presentan la ventaja de poder gastarse facilmente y obtener de este modo
diferentes didmetros. De los ensayos realizados el que otorgd buenos resultados fue el de
gastar conicamente la mina de grafito hasta un didmetro de 410 pm en el extremo,
introducirla casi hasta el final de la pieza de arcilla en htimedo, permitir su secado y luego
gastar toda la pieza hasta exponer el extremo de la mina de grafito para finalmente
realizar la coccion (sin retirar la mina), siguiendo el perfil de temperatura ya descrito en la
figura 4.8 durante el cual el grafito combustiona completamente sin dejar residuos. En la

figura 4.9 se presentan fotografias de la pieza de arcilla.

~ Tubo capilar
(375 um diametro externo)
g

Figura 4.9. Fotografia de la pieza de arcilla gres de alta temperatura. (a) Ensayos iniciales, orificio
de didmetro mayor que el diametro externo del capilar (375 pm). (b) Pieza de arcilla final, orificio
de igual diametro que el externo del capilar.
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Con respecto al método desarrollado por Keunchkarian y colaboradores[8], otra diferencia
es que las condiciones de sinterizado fueron seleccionadas para generar frits en capilares
de 50 pm de diametro interno, mientras que en el presente trabajo los capilares empleados
fueron de 100 pm de diametro interno, motivo por el cual debieron ensayarse diferentes
condiciones para encontrar la mas adecuada. En primer lugar se seleccioné la temperatura,
para esto se elaboraron frits ensayando tres condiciones de temperatura de sinterizado
(640, 680, 720 pm) y dos tiempos de exposicion (20 y 120 segundos) y se evalué si los
mismos soportaban diferencias de presion de entre 50 y 60 bares durante el lavado;
considerando “frits exitosos” a aquellos que resistian tales presiones. La informacion

recabada se muestra en la figura 4.10.

100 -
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Figura 4.10. Resultado de los ensayos de tres temperaturas de
sinterizado a dos tiempos de exposicién diferentes, para preparar
frits en capilares de 100 pm de didmetro interno.

A partir de los resultados observados, se opta por trabajar a 720 °C y se ensayan a dicha
temperatura, condiciones intermedias de tiempo (30, 60, 90 120 segundos) para seleccionar
la més adecuada. En la figura 4.11 se representa el porcentaje de frits exitosos para cada
tiempo de exposicién, donde puede observarse un 100% de éxitos para 60 y 120 segundos
de sinterizado. Se concluye que es conveniente emplear el menor tiempo, no solo porque
asi se optimiza el proceso, sino porque también de esta forma el recubrimiento de
poliimida permanece inalterado, mientras que con 120 segundos de exposicion comienza a

ennegrecerse y el capilar se vuelve mas fragil.
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Figura 4.11. Ensayos de sinterizado a 720°C y a dos tiempos de
exposicion diferentes, para preparar frits en capilares de 100 pm
de didmetro interno.

4.3.2 Llenado con el material particulado
Llenado por fuerza centrifuga

Las variables experimentales evaluadas en el método de llenado por fuerza centrifuga
fueron el tipo de solvente de la suspensién de particulas y velocidad de centrifugacion.
Inicialmente se empleé metanol como solvente de la suspension de las particulas y se
aplicaron velocidades de rotacién entre 1000 y 2500 rpm. De estos ensayos, se concluy6
que una velocidad de 2000 rpm tiene como resultado lechos més largos. Manteniendo la
velocidad de centrifugacién en 2000 rpm durante 5 minutos, se evalu6 usar isopropanol y
acetona como solventes de la suspensién de particulas. Como resultado de estos ensayos,
se continué empleando acetona, dado que con este solvente se obtuvieron mayores
longitudes del lecho relleno.

La maxima longitud del lecho relleno alcanzada (8 mm) se obtuvo luego de cinco
repeticiones del proceso de centrifugacion. En la Figura 4.12 se presenta una imagen de la

columna obtenida, amplificada mediante binoculares.
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Particulas de C18

Figura 4.12. Fotograffa de un capilar de 100 pm de didmetro interno con frit terminal, llenado
mediante fuerza centrifuga con particulas de octadecilsilice de 3,5 pm de didmetro.

Llenado por gravedad

Al igual que en el llenado por fuerzas centrifugas, se evalu6é el uso de metanol,
isopropanol y acetona como solvente de la suspensiéon de particulas. Por un lado, en los
ensayos con metanol, no se observé el ingreso de las particulas al lumen del capilar;
mientras que al emplear isopropanol, si se observo el ingreso de particulas al interior del
capilar, aunque las mismas no descendian hasta alcanzar el frit terminal y se observaron
espacios vacios. Por otro lado, la acetona result6 el solvente mas adecuado ya que se
obtuvo un lecho de particulas homogéneo, sin huecos visibles de 8 cm que es la longitud
minima necesaria para poder ser utilizada en el cassette del equipo. No obstante este

método no result6 reproducible, dado que solo fue posible rellenar una tinica columna.

Esta columna se instal6 en el cassette y luego de acondicionarla con BGE se procedi6 a
aplicar voltaje (fritless). Sin embargo, a pesar de colocarla de manera vertical se generaron
huecos y se descompact6 la tinica columna lograda. Como consecuencia, se confirmo la

necesidad de utilizar el segundo frit para retener el relleno.

Llenado por impulso con solvente a alta presion

Las columnas se llenaron empleando inicialmente una suspension de particulas de
concentracién 30 mg mL! empleando metanol como solvente. El capilar se llené

inicialmente con isopropanol y a continuacién se cargoé el reservorio con 750 pL de la
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suspensiéon previamente sonicada durante 30 minutos. Seguidamente se aplicé una
presion de solvente inicial de 2000 psi hasta observar el inicio del llenado y también la
resistencia del frit terminal, luego se aplicaron presiones de solvente mas elevadas (8000
psi), hasta alcanzar la longitud de columna deseada. Luego de repetir el proceso tres veces,

se alcanz6 una longitud de relleno de 10,2 cm.

Al repetir el procedimiento empleando isopropanol como solvente de la suspensiéon de
particulas de concentraciéon 30 mg mL-, se alcanzé una longitud de lecho relleno de 18,0
cm sin necesidad de repetir el proceso; motivo por el cual se seleccioné al isopropanol

tanto como solvente de la suspension como solvente para la presurizacion.

A los tubos capilares rellenos con dicho método, se los corté a la longitud deseada (8,2 -
8,5 cm) y se les colocé un segundo frit empalmandola con otro tubo capilar con un frit
terminal. El empalme se realiz6 empleando un tubo de PTFE de 300 pm de didmetro
interno de 2 mm de longitud, sobre el cual se deposité pegamento siliconado para
proporcionarle rigidez. Previamente al empalme, se debi6 realizar la ventana de deteccion
en el segmento de capilar vacio, por remocién del recubrimiento de poliimida del capilar.
La misma se trata de ubicar lo mas cerca posible del frit, de modo de no adicionar

volumen muerto.

De esta forma se concreta la construcciéon de columnas capilares particuladas, con un lecho
relleno homogéneo, compacto y sin huecos aparentes, originalmente elaboradas para su

utilizacién en CEC aunque también aptas para ser operadas en micro-HPLC.
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Las conclusiones que se pueden extraer de los resultados obtenidos en este trabajo de tesis

son las siguientes:

- Se desarroll6 un modelo tedrico para el estudio de equilibrios de asociaciéon
analito/ligando con relacién estequiométrica 1:1 (extensible a otras
estequiometrias), involucrados en la separacién mediante electroforesis capilar.
El mismo se aplicé al caso particular de las separaciones enantioméricas
empleando como selector quiral 2-hidroxipropil-f-ciclodextrina, y como
analitos modelo cuatro farmacos en su forma racémica: oxprenolol, pindolol,

propanolol y metilbromuro de homatropina.

- Empleando como base dicho modelo, se obtuvieron mediante electroforesis
capilar, los valores de las constantes termodindmicas de asociacion
analito/ligando asi como también las movilidades electroforéticas de cada

analito tanto en sus formas libre como asociada.

- Se propusieron dos contribuciones posibles como fuerza impulsora de las
separaciones  quirales por electroforesis capilar: La contribucién
termodindmica, atribuible a diferencias en las constantes de asociacién; y la
contribucién hidrodindmica, atribuible a diferencias en el radio hidrodindmico
del complejo de asociacion analito/ligando. Como resultado de esto, se
estableci6 que el mecanismo de separaciéon podia ser controlado
termodindmica, hidrodindmica o termo-hidrodindmicamente y se propuso una
metodologia para elucidarlo, describiendo detalladamente todos los
comportamientos posibles de las movilidades electroforéticas y las diferencias

de movilidades como una funcién de la concentracion del selector quiral.

- Se aplico la metodologia propuesta a la elucidacion del mecanismo de
separacion entre el selector quiral y los analitos modelos mencionados
anteriormente, permitiendo concluir que para los analitos en los que la
separacion estd controlada termodinamicamente es conveniente realizarla por
algdn método cromatografico, dado que la movilidad electroforética no

representa contribucion alguna la separacion.
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Capitulo 5 - Conclusiones

Se desarroll6 un método predictivo para optimizar la concentracién de ligando
en separaciones por electroforesis capilar, explicando dos estrategias
alternativas para conseguirlo: Una estrategia gréfica basada en la construccién
de graficos de ventana y otra analitica basada en la maximizacién matematica
de una funcién de optimizacién multicriterio. Se demostré el potencial de
dichos procedimientos aplicandolos a la optimizacion de la concentracién de
selector quiral para la separaciéon simultdnea de los cuatro analitos racémicos
seleccionados como modelo y se confirmé su validez por evaluacion de la
separacién, empleando concentraciones por encima y por debajo de aquella

hallada como 6ptima.

Se desarroll6 un dispositivo de arcilla de gres de alta temperatura reutilizable
para su utilizaciéon en la preparacion de frits por sinterizado térmico de
particulas de silice mediante exposicion térmica frontal. El mismo es
fundamental para exponer al calor el frente del capilar manteniendo aisladas

sus paredes y obtener robustez en la preparacion de los frits.

Se optimizaron las condiciones de sinterizado de frits terminales para su
fabricacién en capilares de 100 pm de didmetro interno, por exposicién frontal

de particulas de silice de 5 pm de didmetro.

Se evaluaron diversos métodos de llenado de capilares con particulas: llenado
por fuerzas centrifugas, llenado por gravedad y llenado por impulso con

solvente a elevada presion.

- Para el llenado con fuerzas centrifugas, se disefi6 un dispositivo para
poder llevarlo a la practica. Se evaluaron diferentes solventes para la
preparaciéon de la suspension de particulas y diferentes velocidades de
centrifugacién; no obstante se obtuvieron lechos de longitudes

insuficientes para su instalacién en el equipo de electroforesis capilar.
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Capitulo 5 - Conclusiones

Para el llenado por gravedad, se mont6 un sistema replicando el reportado
en bibliografia. Se evaluaron diferentes solventes para la preparacion de la
suspension de particulas. Mediante este método de llenado, se alcanz6 por
tnica vez un lecho de particulas homogéneo, sin huecos visibles con la
minima longitud necesaria para poder ser utilizada en el cassette del

equipo.

Se evalu6 la utilizacién de la columna rellena mediante gravedad en el
modo fritless. Sin embargo, pese a colocarse de manera vertical, al aplicar
voltaje se generaron huecos y se descompacté la tnica columna lograda.
Como consecuencia, se confirmé la necesidad de utilizar el segundo frit

para retener el relleno.

Se adaptaron las conexiones de un sistema de llenado de columnas
convencionales de HPLC por impulso con solvente a alta presiéon para
poder emplearlo en el llenado de columnas capilares particuladas. Se
emplearon diferentes solventes en la preparacion de la suspensiéon de
particulas, resultando mas adecuado el isopropanol. Con este método
resulté posible alcanzar en forma repetida, longitudes de lecho relleno que
superan ampliamente la longitud minima para instalarlo en el cassette del

equipo de electroforesis capilar.
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