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Resumen

En este trabajo se ha estudiado la separacion mediante cromatografia supercritica (SFC)
y empleando fases estacionarias poliméricas, de ocho compuestos azdlicos distintos, los
cuales presentan actividad antifungica y con ese fin son empleados por la industria
farmacéutica. Para ello se ha evaluado la influencia, tanto en la retencién como en la
resolucidn, de las diferentes variables cromatograficas cémo son el tipo y porcentaje de
modificador organico, la temperatura, la presion y el uso de aditivos. También se ha
estudiado el efecto del volumen de inyeccién y del disolvente de muestra, en la forma

de los picos obtenidos.

Los mejores resultados fueron obtenidos mediante el uso de metanol como modificador
organico empleando un gradiente. Los mejores resultados de separacion se obtuvieron
con la columna DCpak PBT pese a que se alargo el tiempo de analisis. Por el contrario,
usando la columna DCpak P4VP se consiguen menores tiempos de analisis, pero no se

alcanza una separacién hasta linea de base en todos los compuestos.

Abstract

This paper presents the study of the separation of eight different antifungal azole using

supercritical fluid chromatography and different polymeric stationary phases.

For this purpose, the influence of the different chromatographic variables (type and
percentage of organic modifier, pressure, temperature and use of additives) on the
retention and resolution was evaluated. Moreover, the influence of the injection volume

and type of sample solvent on the peak shape was also investigated.

The best results were obtained using a gradient of methanol as organic modifier. As far
as the column is concerned, the best separation was achieved with the DCpak PBT
although the analysis time was higher. On the contrary the DCpak P4VP column provided
shorter analysis times, but the baseline separation between Miconazole and Econazole

was not possible.



1. Introduccion

1.1. Fluido supercritico

Un fluido supercritico es definido a partir del diagrama de fases P-T (figura 1) para una
sustancia pura, donde se pueden apreciar las regiones de predominio de las diferentes
fases fisicas posibles. Asi pues, un fluido supercritico es cualquier sustancia que se
encuentre en condiciones de presion y temperatura superiores a las que determinan su

punto critico.
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Figura 1: Diagrama de Fases, incluyendo la region de los fluidos supercriticos.

Se puede definir el punto critico como aquel por encima del cual al aumentar la presion
no se forma un liquido y al incrementar la temperatura no se consigue un gas, siendo
este punto un parametro Unico para cada sustancia. Un fluido supercritico tiene unas
propiedades intermedias entre ambos estados, lo que le confiere unas caracteristicas

Unicas que podemos aprovechar en numerosos campos.

Los valores de la densidad son intermedios entre los que presentan los liquidos y los
gases, aunque mas cercanos a los de los liquidos. Sin embargo, este parametro varia
enormemente dependiendo de la presidon y de la temperatura en la zona supercritica,
por lo que pequenos cambios en estos parametros provocan grandes variaciones en la

densidad.



Los coeficientes de difusion de los solutos en un fluido supercritico son mayores que en
liquidos, tendiendo a valores propios de los gases. Esto implica que la transferencia de

materia en un fluido supercritico es mds favorable que en un liquido.

Por otro lado, la viscosidad también es mas parecida a los valores de los gases que a la
de los liquidos, siendo mucho mas baja que estos ultimos. Esto le confiere propiedades

hidrodindmicas muy favorables.!

Adicionalmente, los compuestos en este estado presentan una baja tension superficial,
de forma similar a lo que ocurre con los gases, permitiéndole penetrar facilmente a
través de sélidos porosos y lechos empaquetados, convirtiéndolos en una fase moévil

ideal para cromatografia.

En la Tabla 1 se muestran alguno de estos pardmetros para los tres estados:

Tabla 1: Comparacion de las propiedades de los fluidos supercriticos con las de los gases y los liquidos (los datos

indican GUnicamente el orden de magnitud de cada estado).

Gas Fluido supercritico Liquido
Densidad (g/cm3) (0.6-2) x 103 0.2-0.5 0.6-2
Coeficiente de difusidn (cm? s%) (1-4) x 101 10310* (0.2-2) x10°
Viscosidad (g cm™ s?) (1-3)x 10* (1-3)x 10* (0.2-3) x 10

Muchas veces, ya sea porque no se consigue alcanzar las condiciones supercriticas o
porque no interesa trabajar en ellas, se trabaja en condiciones de presion o temperatura
por debajo del punto critico, en este caso la region de trabajo es cercana a la regién
supercritica , se trabajaria en condiciones subcriticas; pero a pesar de ello las
propiedades anteriormente mencionadas no se ven afectadas drasticamente y se sigue

manteniendo el término de cromatografia supercritica o extraccion supercritica.

Como consecuencia de todo ello, cudndo se utiliza un fluido sub o supercritico como
fase mévil en cromatografia (cromatografia de fluidos supercriticos o SFC) es posible
utilizar flujos altos sin grandes caidas de presion a través de la columna, esto se debe a
su baja viscosidad y a su alta permeabilidad. Esto implica menores tiempos de analisis y

la obtencidn de separaciones con eficacias mas elevadas.?



A lo largo de la historia de esta técnica analitica se han utilizado diversos fluidos
supercriticos como fase mavil (Tabla 2), sin embargo, el mas utilizado en la actualidad
es el CO; (de elevada pureza) ya que su presién y temperatura criticas (72.9 atmdsferas
y 31.29C) son bastante mas asequibles que las de otros compuestos, ademas de no ser

toxico y ser considerado como GRAS (Generally Recognise As Safe).

Tabla 2: Propiedades de alguno de los compuestos mas utilizados como fase mévil en cromatografia de fluidos

supercriticos.

Fluido Temperatura critica /2C | Presidn critica /atm | Densidad en el punto critico /g ml?
CO, 313 72.9 0.47
N.O 36.5 71.7 0.45
NH3 1325 112.5 0.24
n-Butano 152.0 37.5 0.23

El didxido de carbono presenta una conformacion lineal que conlleva que no tenga
momento dipolar, por lo tanto, este compuesto es apolar. Teniendo en cuenta este
factor, cuando se trabaja con compuestos de polaridad media o alta puede haber
problemas de solubilidad, lo que daria lugar a retenciones muy elevadas o incluso que
el analito no eluya de la columna, queddndose adsorbido dentro de la columna y

generando posibles interferencias en posteriores analisis.

Para solventar esto, en muchas ocasiones se procede a anadir un disolvente organico
polar miscible con el diéxido de carbono, modificando asi la polaridad de la fase movil
hacia una mas parecida a la polaridad de los analitos, lo que aumenta la fuerza de la fase
movil y reduce los tiempos de retencién. A este disolvente organico que se mezcla con

el dioxido de carbono se le conoce también como modificador organico.

Los modificadores organicos mas empleados son el metanol, etanol, isopropanol y

acetonitrilo.

Normalmente este tipo de compuestos se suelen afiadir en baja cantidad con el fin de
no modificar mucho las condiciones supercriticas, ya que al afiadir este nuevo

compuesto organico las condiciones supercriticas cambian hacia valores mayores, lo

7




gue implica que se estara trabajando en condiciones por debajo del nuevo punto critico.
Sin embargo, en condiciones especiales donde los analitos presenten una polaridad muy
alta, el modificador orgéanico se puede afadir en cantidades de hasta un 50% (v/v) o

incluso superiores.

En estos casos se trabaja en condiciones subcriticas, pero como no hay discontinuidad
en las propiedades del fluido, se siguen manteniendo las ventajas de este tipo de
cromatografia, cdmo son el obtener separaciones de 3 a 5 veces mas rapidas que por
cromatografia de liquidos (HPLC), con mayores eficacias en menores tiempos de andlisis
y tiempos de acondicionamiento de la columna mas cortos. Ademas, el consumo de
disolventes es mucho menor que en HPLC ya que la cantidad de disolvente empleado
como modificador suele ser bajo en comparacion con la cantidad de CO, empleado,

aungue se suelen emplear flujos de fase mévil mas altos que en HPLC.

En otras ocasiones es necesario afnadir pequefias cantidades de un acido o una base
organica con el fin de mejorar la forma de pico, e incluso la separacién. A este tipo de

compuestos en baja concentracién se les llama aditivos.

En cuanto a las columnas empleadas en cromatografia de fluidos supercriticos existen
dos tipos, unas destinadas a la separacion de compuestos quirales y la otra destinada a
la separacién de compuestos no quirales 3, que es el caso que nos ocupa. Hasta hace
unos anos las columnas empleadas tanto en separaciones quirales como no quirales
eran las mismas que se empleaban en cromatografia de liquidos (HPLC), si bien en los
ultimos afios algunas casas comerciales han desarrollado nuevas columnas con fases

estacionarias destinadas especificamente para cromatografia de fluidos supercriticos.

En la actualidad se estan desarrollando nuevas fases estacionarias poliméricas
destinadas al analisis no quiral mediante cromatografia de fluidos supercriticos. Algunos
ejemplos de estas columnas son la DAICEL DCPak PBT, la cual presenta una fase
estacionaria de polibutilentereftalato o la DAICEL DCPak P4VP que presenta una fase

estacionaria de poli4-vinilpiridina °.



1.2. Compuestos analizados

En este trabajo se ha estudiado la separacion de ocho compuestos azélicos distintos.
Todos ellos son antifungicos empleados en la industria farmacéutica y todos ellos
presentan bastantes similitudes, cdmo puede ser el grupo imidazol o el grupo azol,

presentes en todos ellos.
Los compuestos estudiados fueron los siguientes:

Miconazol (B1)

Se trata de un antifungico derivado del imidazol, el cual actiua de forma similar a
otros imidazoles bloqueando la sintesis de ergosterol por interaccién con el complejo
enzimatico del citocromo p450, aunque de forma menos selectiva que otros
antifungicos sistémicos, lo que acarrea mas capacidad de provocar efectos secundarios
al tener que aumentar la dosis para lograr el mismo efecto. En la Figura 2 se muestra su

estructura.

cl /=N

Cl

Cl
miconazole

Figura 2. Estructura quimica del Miconazol

Bifonazol (B2)

Se trata de un antifungico derivado del imidazol, el cual se suele aplicar por via tdpica,

mediante cremas o pomadas.

El bifonazol inhibe la biosintesis de ergosterol (sustancia componente de la pared celular
del hongo) a dos niveles, cualidad que lo diferencia de otros antifiingicos y derivados
azolicos que sdlo actuan a un nivel. La inhibicion de la sintesis de ergosterol provoca un
deterioro estructural y funcional de la membrana citoplasmica. Su estructura se muestra

en la Figura 3.


https://es.wikipedia.org/wiki/Imidazol
https://es.wikipedia.org/wiki/Ergosterol
https://es.wikipedia.org/wiki/Interacci%C3%B3n_farmacol%C3%B3gica
https://es.wikipedia.org/wiki/Citocromo_P450
https://es.wikipedia.org/wiki/Sist%C3%A9mico
https://es.wikipedia.org/wiki/Reacci%C3%B3n_adversa_a_medicamento
https://es.wikipedia.org/wiki/Ergosterol
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Figura 3. Estructura quimica del Bifonazol.

Penconazol (B3)

Triazol sistémico con actividad fungica preventiva y curativa. Su uso esta destinado
principalmente como producto fitosanitario para el cuidado de plantas. Su estructura se

muestra en la Figura 4.

Cl Cl
_N
N
v
penconazole

Figura 4. Estructura quimica del Penconazol.

Flusilazol (B4)

Se trata de un fungicida organosilicico patentado por DuPont , que se usa para controlar
las infecciones por hongos en una variedad de cultivos de frutas y verduras. Su

estructura se muestra en la Figura 5.

flusilazole

Figura 5. Estructura quimica del Flusilazol.
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Ketoconazol (B5)

El ketoconazol es un farmaco antimicotico derivado del imidazol que se caracteriza

guimicamente por la presencia de un grupo piperazina. Su estructura esta definida en la

figura 6.

0
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Figura 6. Estructura quimica del Ketoconazol.

Itraconazol (B6)

El itraconazol, también conocido como oriconazol, es un derivado imidazélico de ultima
generacion utilizado en medicina por sus propiedades antifungicas. Quimicamente se

trata de un derivado triazdlico (Figura 7).

N
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Figura 7. Estructura quimica del Itraconazol.
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Econazol (B7)

El econazol es un derivado del imidazol, utilizado como antifungico por via tépica
destinado a tratar enfermedades dermatoldgicas relacionadas con hongos con la
ventaja de practicamente no ser absorbido por la piel ni las mucosas. Su estructura se

muestra en la Figura 8.

O/\©\
Cl Cl Cl

econazole

Figura 8. Estructura quimica del Econazol.

Sulconazol (B8)

Farmaco antifungico derivado del imidazol disefiado para su uso topico. Suele utilizarse
en forma de nitrato, hidrolizando alguna de las posiciones halogenadas. En la Figura 9

se muestra su estructura.

Cl Cl

|
sulconazole

Figura 9. Estructura quimica del Sulconazol.

En la bibliografia existen trabajos basados en el estudio de la separacion de estos
compuestos, con la diferencia de que otros grupos realizaron el estudio aplicando
cromatografia de liquidos empleando columnas apolares (fase estacionaria C18) y

realizando el analisis en fase inversa, utilizando detectores de espectometria de masas

6-8
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Existen también algunos trabajos en los que se emplea cromatografia de fluidos
supercriticos pero estan enfocados al analisis de la separacidn enantiomérica de alguno
de los compuestos aqui analizados®, en cambio, nuestro estudio se centra en el analisis
de un mayor numero de compuestos, ya que, en la prdctica se puede encontrar la
situacion de que estos compuestos, que pertenecen a la misma familia quimica,

aparezcan juntos en una muestra.
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2. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es estudiar la separacién de un grupo de ocho compuestos
azolicos, empleando cromatografia supercritica y fases estacionarias poliméricas de reciente
aparicion en el mercado.

Para ello se evaluara la influencia que los diferentes pardmetros cromatograficos (tipo y
porcentaje de modificador, presion, temperatura) tienen en la retencion y en la eficacia de la
separacion de estos compuestos.
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3. Experimental

3.1.Equipo

Para la realizacién de este trabajo se ha utilizado un equipo de cromatografia de fluidos

supercriticos de Jasco (Tokio, Japdn) que se muestra en la Figura 10.
El equipo consta de siguientes elementos:

1. Botella de CO2 liquido

2. Soporte para recipientes de disolventes

3. Bomba de modificador organico modelo Jasco PU - 2080 Plus

4. Bomba de CO2 liquido Jasco PU - 2080 - CO2 Plus

5. Regulador de presién modelo Jasco BP - 2080 Plus.

6. Interfase, Jasco LC - Net 1I/ADC

7. Horno para columnas modelo Jasco CO - 2060 Plus

8. Inyector automatico, Jasco AS - 2059 - SF Plus

9. Detector UV-PDA, (ultraviolet photo diode array), Jasco MD-2010 Plus

La longitud de onda seleccionada fue de 220 nm, pero puesto que el detector lo

permitia, también se recogieron los espectros entre 200 y 600 nm de cada pico.
10. Sistema de control, adquisicion y tratamiento de datos cromatograficos.

El software empleado ha sido el programa ChromNAV de la compaiiia Jasco

15
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Figura 10. Esquema de los componentes de un cromatdgrafo de fluidos supercriticos con detector de Diodos Array.



3.2. Material y reactivos

El material adicional empleado ha sido:

e Balanza analitica de precision Mettler Toledo (Barcelona, Espafia)

e Bafio de ultrasonidos Ultrasons de Selecta (Barcelona, Espafia)

e Micropipetas Eppendorf (Hamburg, Alemania)

e Material de uso general en un laboratorio (matraces aforados, pesa-sustancias,

vasos de precipitados, etc.)

Los reactivos utilizados en este trabajo de investigacion han sido los siguientes:

e Metanol HiperSolv Chromanorm de VWR Chemicals (Barcelona, Espafia) —
calidad HPLC

e Etanol absoluto PanReac (Madrid, Espafia) —99,9% de pureza (UV-IR-HPLC grade)

e 2-Propanol LabScan (Gliwice, Polonia)- 99,8% de pureza (calidad HPLC)

e Acetonitrilo HiperSolv Chromanorm de VWR Chemicals (Barcelona, Espafia) —
calidad HPLC

e Amoniaco 32%(v/v) Scharlau (Sentmenat, Espaia)

e Trietilamina Sigma-Adrich Chemistry (Madrid, Espaiia) — 99% de pureza

e Dibutilamina Sigma-Adrich Chemistry (Madrid, Espaia) — 99% de pureza

e Acido Trifluoroacético Sigma-Adrich Chemistry (Madrid, Espafia) — 98% de
pureza

Los patrones solidos de los compuestos se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Sigma-Adrich
Chemistry -Madrid, Espafia) con una pureza minima del 98.0%, y a partir de ellos se
prepararon las disoluciones de trabajo.
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3.3.Columnas Empleadas

Las columnas cromatograficas utilizadas en este trabajo han sido las siguientes:

e Columna DAICEL DCPak P4VP (250mm x 4,6mm)

Fase estacionaria: 4-vinylpyridine

f"-r’ i <
de 5um de tamafio de particula. 4 /{fm ix\x
AR
Columna especifica para I.-“ . '|
cromatografia de fluidos III [L J .'|
i N o .."
supercriticos, aunque puede ser \,\ - rd
~ Silica gel .~
utilizable en HPLC. e Ty

Presenta un heterodtomo en su

estructura, lo que la confiere utilidad en un rango mas alto de polaridades,
siendo valida para separacién de compuestos de polaridades bastante
diversas. El par libre de electrones del nitrogeno le aporta caracter como base
de Lewis y los dobles enlaces del anillo aromatico le conceden la capacidad

de formar interacciones tipo mn-m.”

e Columna PHENOMENEX Spherex 5 DIOL

Columna utilizable tanto en cromatografia de liquidos como en
cromatografia de fluidos supercriticos. Presenta en su estructura dos grupos
hidroxilo que le confieren bastante polaridad,
ademds de la capacidad de formar enlaces de
hidrogeno, actuando como dador de hidrogeno. No
presenta dobles enlaces por lo que es la Unica de las
fases estacionarias probadas que no puede formar

interacciones n-i entre analitos y fase estacionaria.
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Columna DAICEL DCPak PBT (250mm x 4,6mm)

Fase estacionaria: Politereftalato de
butileno de 5um de tamano de particula.
Columna especifica para cromatografia de

4

fluidos supercriticos #, aunque puede ser

utilizable en HPLC.

\

polimerica, esto aporta a esta fase estacionaria la capacidad de formar

Presenta dos grupos ester por cada unidad

enlaces de hidrogeno con moleculas que presenten hidrogenos con poca
densidad electrénica (actua como aceptor de hidrogeno). Los pares libres de
los oxigenos le otorgan cierto caracter como base de Lewis, mientras que los
dobles enlaces C-C le conceden la capacidad de formar interacciones

tipo m-m.
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4. Resultados y discusion

4.1. Estudio de las propiedades fisico-quimicas

Como se puede apreciar, existen numerosas diferencias en cuanto a la estructura
quimica de los distintos compuestos, lo que también provocara cambios en sus

propiedades fisicas y quimicas.

La propiedad qué mas se espera que afecte a la separacion cromatografica sera la
polaridad de la molécula, sin embargo, existen otras propiedades como la
polarizabilidad, el tamafio, la posibilidad de formar enlaces de hidrogeno o la existencia

de interacciones interelectrdnicas m-r.

Para el estudio de la polaridad de los compuestos se han empleado técnicas

computacionales mediante el software HyperChem.

Al tratarse de moléculas relativamente complejas, se ha empleado un nivel de calculo
basado en calculos cudnticos semiempiricos con un coste computacional bajo. Este tipo
de métodos semiempiricos contienen una parte basada en el calculo teédrico y otra
basada en los datos obtenidos experimentalmente. Una de las simplificaciones que se
introducen en este nivel de calculo es considerar Unicamente interacciones mediante la

capa de valencia, sin considerar los electrones internos de la molécula.

Se realizé una optimizacién de la geometria de las moléculas utilizando calculos AM1 y
posteriormente se calculé el momento dipolar de cada molécula, obteniendo los

resultados que se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3: Calculo del momento dipolar de cada analito empleando una optimizacion de la estructura y el célculo de la

energia a nivel HF/AM1//HF/AM1

Compuesto Momento Dipolar (D)
Miconazol (B1) 4,1
Bifonazol (B2) 4,44
Penconazol (B3) 2,93
Flusilazol (B4) 2,43
Ketoconazol (B5) 3,49
Itraconazol (B6) 5,32
Econazol (B7) 3,92
Sulconazol (B8) 3,48

Atendiendo a los resultados obtenidos, se aprecia que el compuesto que presenta
mayor polaridad es el B6 seguido por el B2, en contraposicion con los que presentan el

menor momento dipolar, los compuestos B4 y B3, respectivamente.

Otra de las caracteristicas que se ha de tener en cuenta a la hora de estudiar nuestros
analitos es la capacidad de los mismos de actuar cdmo dadores o aceptores de
hidrogeno, ya que si se presenta el caso de que el analito forme una interaccion de este
tipo (enlace de hidrégeno) con la fase estacionaria, el tiempo de retencion de ese
compuesto aumentard mas que el de un analito que no presente esta interaccion. Si
este enlace se forma entre el analito y algiin componente de la fase mévil (modificador
organico o aditivo, ya que el CO2 no forma este tipo de interacciones), aumentarad la
fuerza de elucion de la misma, reduciendo el tiempo de retencién del analito en

cuestion.

El nUmero de grupos aceptores y dadores de hidrégenos de cada analito se muestra en

la Tabla 4, a continuacion:
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Tabla 4: Grupos capaces de formar enlaces de hidrogeno en cada analito (aceptores y dadores de hidrogenos)

Compuesto Grupqs dadores Grupos. aceptores de
de Hidrogeno Hidrogeno

Miconazol (B1) 0 )

Bifonazol (B2) 0 1
Penconazol (B3) 0 )

Flusilazol (B4) 0 4
Ketoconazol (B5) 0 6
Itraconazol (B6) 0 9

Econazol (B7) 0 2
Sulconazol (B8) 0 )

Otro efecto que se ha de tener en cuenta es la posibilidad de formar interacciones n-m,
estas interacciones se forman entre orbitales T como los presentes en los compuestos
gue nos ocupan, ya que presentan enlaces conjugados y anillos aromaticos capaces de
formar esas interacciones con un grupo aromatico como es la piridina presente en la
fase estacionaria de la columna DAICEL DCPak P4VP, o el anillo aromatico de la columna
DAICEL DCPak PBT. Este tipo de interaccién implica mayor retencién de los analitos en

la fase estacionaria, alargando el tiempo de elucion.
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4.2. Estudio de la separacién cromatografica

Se empezd trabajando con la columna DAICEL DCPak P4VPcon la fase estacionaria de 4-

polivinilpiridina.

Teniendo en cuenta la experiencia del grupo de investigacién, se partid de unas

condiciones iniciales que son las que se detallan a continuacion:

Flujo de fase mavil: 2 ml/min

Presién: 15.0 MPa

Temperatura: 352C

Volumen de Inyeccion: 20 pL

Modificador Orgdnico: MeOH

Gradiente de modificador (GRAD 0): 5% (Omin)-30% (5min)- 30% (25 min)

Se empezod trabajando con metanol como modificador ya que en la bibliografia es el mas

empleado para trabajar con este tipo de compuestos organicos polares.

Lo primero que se hizo fue preparar patrones de cada uno de los compuestos de 200

ppm en metanol.

Se inyecté cada compuesto por separado obteniendo los cromatogramas que se

muestran en la Figura 11.
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Figura 11 : Superposicién de los cromatogramas de cada analito en la columna DAICEL DCPAK P4VP, GRAD 0 MeOH,

disolvente MeOH, volumen de inyeccion 20uL, 15.0MPa, 352C

Los tiempos de retencion de cada compuesto son los que se muestran en la Tabla 4.

23



Tabla 4. Tiempos de retencién a los que eluye cada compuesto en la columna DAICEL DCPAK P4VP, GRAD 0 MeOH,

disolvente MeOH, volumen de inyeccidn 20uL, 15.0MPa, 352C

Compuesto Tiempo de retencién (min)
Miconazol (B1) 5.253
Bifonazol (B2) 5.813
Penconazol (B3) 2.880
Flusilazol (B4) 3.227
Ketoconazol (B5) 7.240
Itraconazol (B6) 8.013
Econazol (B7) 5.213
Sulconazol (B8) 6.253

Como se puede observar en la Figura 11 se obtuvieron picos solapados (B1y B7; B3y

B4). También se puede apreciar que hay compuestos que presentan picos

distorsionados por la presencia de colas y por su anchura, incluso el compuesto B5

presenta un desdoblamiento en el pico.

Por lo tanto, se procedié a mejorar las condiciones de separacién partiendo de los datos

obtenidos.

Teniendo en cuenta que el tiempo de analisis es corto y que la resolucion de muchos de

los picos es baja, se plantea realizar el analisis en régimen isocratico, manteniendo el

porcentaje de modificador al 10%. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 12

y Tabla 5.
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Figura 12: Superposicion de los cromatogramas de cada analito en la columna DAICEL DCPAK P4VP, régimen

isocratico al 10% de MeOH, disolvente MeOH, volumen de inyeccién 20uL, 15.0MPa, 352C

Tabla 5 : Tiempos de retencidn de cada analito ordenados segun el orden de eluciéon en la columna DACEL DCPAK

P4VP, régimen isocratico al 10% de MeOH, disolvente MeOH, volumen de inyeccién 20uL, 15.0MPa, 352C

Tiempo de
Compuesto retencién (min)
Penconazol (B3) 2,33
Flusilazol (B4) 2,47
Miconazol (B1) 3,65
Econazol (B7) 3,72
Bifonazol (B2) 4,28
Sulconazol (B8) 5,27
Ketoconazol (B5) 7,16
Itraconazol (B6) 13,41

Como era de esperar ha aumentado el tiempo de anilisis ya que se emplea menor

cantidad de modificador, lo que reduce la fuerza de elucién de la fase movil.

Se siguen obteniendo formas de pico malas, ya que se producen picos muy anchos o
incluso alguno presenta desdoblamiento; esto se tratara de corregir estudiando la

influencia del disolvente de muestra, el volumen de inyeccidn y tipo de modificador.
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4.2.1. Seleccién del disolvente en la preparacién de patrones y del volumen de inyeccidn

La seleccion del disolvente a la hora de preparar las disoluciones patrén de los
compuestos es un proceso clave para la creacion del método analitico, ya que va a

afectar a la forma que presentan los picos de cada analito.

En un primer intento se traté de disolver los patrones en agua, pero los compuestos
menos polares como el flusilazol (B4) no se disolvian completamente, quedando
precipitados al fondo del matraz de preparacién de la disolucién aun introduciendo el

mismo en un bafio de agua con ultrasonidos; por lo que se descarto este disolvente.

Posteriormente, se probaron otros disolventes organicos como metanol, etanol,

isopropanol, acetonitrilo, una mezcla Acetato de Etilo/Metanol (50:50 v/v).

El que mejor resultados ofrecid fue el isopropanol, obteniendo los picos con mejores
formas, e incluso, llegando a resolver compuestos que antes aparecian solapados (Figura
13). Adicionalmente, debido a su polaridad relativamente baja, permite disolver todos

los analitos sin problemas.
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Figura 13: Cromatograma de la mezcla de analitos utilizando como disolvente iPrOH, Columna DAICEL DCPAK P4VP.

10% MeOH en isocratico, 2ml/min, 15.0 MPa, 35°C.

26



Posteriormente, se procede a la busqueda del volumen de inyeccién que mejores
resultados proporcione.

La optimizacién del volumen de inyeccién permite mejorar la resolucién al obtener picos
mas estrechos sin variar los tiempos de retencion.

Para reducir la anchura de pico se han de utilizar volUmenes de inyeccidn mas pequefios,
sin embargo, reducir demasiado el volumen de inyeccidn significaria una menor relacion
sefial-ruido, ya que la sefial del detector seria menor mientras que el ruido de fondo
sigue siendo constante.

Se ha de alcanzar un compromiso a la hora de elegir entre estos pardmetros.

Para ello se han probado distintos volimenes de inyeccion con el fin de seleccionar el
mejor para nuestro método; los volumenes han sido 5 uL, 10 puLy 20 puL.

Se obtienen los cromatogramas representados en la Figura 14.
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Figura 14 : Cromatogramas a los distintos niveles de volumen de inyeccién, Columna DAICEL DCPAK P4VP. 10%
MeOH en régimen isocratico, 2ml/min, 15.0 MPa, 352C.

Se puede apreciar que con el volumen de inyeccion de 20 ul se han obtenido picos muy
anchos, de forma que, los compuestos que presentaban menor resolucién ahora forman
un unico pico (Rs=0). Debido a esto se descarta este volumen de inyeccion.
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Por otra parte, entre 5 uL y 10 uL, apenas hay diferencia en la resolucién de los picos, en
cambio la sefial si que disminuye notablemente con el volumen de inyeccién mas bajo,
aumentando, por tanto, la relacion sefial-ruido.

Se establece 10 pL cémo volumen de inyeccidn.

Con el fin de mejorar la resolucidn en los primeros picos sin afectar en exceso al tiempo
de andlisis, se establecieron diversos gradientes. Estos permiten variar la cantidad de
modificador organico a lo largo del tiempo.

De todos los gradientes que se probaron, los mejores resultados se obtuvieron con el
gradiente el GRAD1: 5% (0 min) — 10% (4 min)- 20% (10 min) — 20% (25 min) obteniendo

el cromatograma representado en la Figura 15 :
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Figura 15 : Cromatograma de la mezcla de analitos, aplicando el GRAD1

Se puede apreciar como ha aumentado la resolucion entre los pares de compuestos B3
y B4, y B1 y B7, respectivamente; sin aumentar el tiempo total de analisis (13 minutos
aproximadamente).

Como da mejores resultados que el régimen isocratico se procede a usar este gradiente
(GRAD1) de aqui en adelante.

Una vez seleccionado el disolvente empleado a la hora de disolver los patrones, se ha
de establecer si es necesario la incorporacién de otros componentes a la mezcla que

varien sus propiedades acido-base y mejoren la separacidon cromatografica; o por el
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contrario se obtienen mejores resultados Unicamente con el disolvente orgéanico

empleado.

Es importante seleccionar una base o un acido que no presente absorcion en la longitud
de onda seleccionada (220 nm) o, en caso de presentar absorbancia a esa longitud de

onda, que la sefial no interfiera en los picos de los analitos.

Teniendo en cuenta que la fase estacionaria es un derivado de la piridina, sélo se
evaluaron bases, ya que los acidos protonarian el nitrégeno de la piridina y, por lo tanto,
modificarian la fase estacionaria y la retencion. Por ello se procede a utilizar los
compuestos recomendados por el fabricante de la columna. Estos compuestos se

afiadieron al 0.1% (v/v) en el isopropanol, y fueron los siguientes:

e Amoniaco
e Dibutilamina

e Trietilamina

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 16.
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Figura 16 : Cromatograma de la mezcla de analitos utilizando como disolvente iPrOH y afiadiendo 0.1% de las bases
especificados, Columna DAICEL DCPak P4VP, GRAD1 MeOH, 2ml/min, 15.0 MPa, 359C.

Se puede observar como, al anadir una base al disolvente de los patrones, se aprecia
influencia sobre el pico del compuesto B5, mejorando notablemente su forma, y sobre
el compuesto B6, cuya retencion disminuye ligeramente.
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El amoniaco fue el que proporciond mejor forma de pico para el compuesto B6, por lo
que finalmente para la disolucidn de patrones se seleccioné isopropanol con un 0.1%
de amoniaco.
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4.2.2. Efecto del modificador organico en la separacién

El modificador orgéanico es el factor mas importante qué se debe optimizar a la hora de

conseguir un buen resultado del andlisis. 1°

Un modificador organico es una sustancia, qué utilizada en diferentes proporciones,
normalmente entre un 2 y un 50 %, modifica la polaridad de la fase mévil %, la cual estd
compuesta principalmente por CO3, que es apolar, cambiando con esto su poder de

elucion.

El tipo de modificador organico puede influir sobre diferentes parametros
cromatograficos como son el tiempo de retencién de cada analito, la forma de pico o,

incluso, el orden de elucion.

Existen numerosos disolventes organicos, pero los mas empleados y los que se emplean

en este trabajo son el metanol, etanol, isopropanol y acetonitrilo.

Los tres primeros varian principalmente en su polaridad, recogida en la Tabla 6, mientras
que el acetonitrilo destaca como disolvente orgdnico aprético (no acepta ni cede
hidrogeno) de polaridad intermedia.

Tabla 6 : Propiedades de algunos disolventes empleados como modificadores organicos en SFC. Fuente: Cienytech,

Tabla de Miscibilidades entre disolventes.

i Viscosidad cP, Maximo de Absorcién UV
Disolvente Indice de Polaridad

209C (nm)
Metanol 6.6 0.60 210
Etanol 5.2 1.20 210
Isopropanol 4.3 2.35 210
Acetonitrilo 6.2 0.37 190

Agua 9.0 1.00
Ciclohexano 0.0 0.98 210
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El modificador organico interacciona tanto con los analitos como con la fase

estacionaria.

Al actuar sobre la estacionaria puede interaccionar sobre los puntos activos de la misma,
estableciéndose una competencia con el analito por la interaccién con los mismos; de
forma que, si el modificador organico estableciese una interaccién fuerte con la fase
estacionaria, muchos puntos de la misma quedarian bloqueados, lo que disminuiria

notablemente la retencion de los analitos.

Otro de los parametros que se deben tener en cuenta a la hora de seleccionar el mejor
modificador organico es la viscosidad del mismo. En cromatografia de fluidos
supercriticos se utiliza como componente mayoritario de la fase moévil didéxido de
carbono; el cual, como una de sus principales ventajas, presenta muy baja viscosidad. Al
mezclarse con otro fluido (modificador orgdnico) aparece un fendmeno denominado
Viscous Fingering 2, por el cual dos fluidos con viscosidades distintas tienden a penetrar
uno en el otro y, como consecuencia, pueden influir en la forma del pico. Al comparar
los modificadores organicos se obtuvieron los cromatogramas representados en la

Figura 17.
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Figura 17: Cromatogramas comparativos de los distintos modificadores organicos, columna Columna DAICEL DCPak
P4VP. GRAD1 MeOH, 2ml/min, 352C, 15.0MPa.
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Como puede observarse, la retencion aumenta en el sentido
metanol<etanol<isopropanol, es decir, en el mismo en el que disminuye la polaridad del
disolvente organico. Se puede afirmar que la polaridad del modificador influye en la
retencién disminuyéndola y, por tanto, aumentando la fuerza de la fase movil. Este
factor también se observa al aumentar el porcentaje de modificador, ya que la mezcla
resultante de la fase movil tendra mayor polaridad. A la hora de seleccionar un
porcentaje de modificador organico, si se desea obtener el menor tiempo de retencién
posible para cada analito, la polaridad de la disolucion CO,/Modificador organico debe
ser similar a la del analito en cuestion, ya que, si su polaridad es notablemente superior
o inferior a la de la fase movil, estd apenas tendra fuerza de elucién sobre el analito,

incrementando sustancialmente el tiempo de retencién.

El par de picos (B1 y B7) no se consiguiod resolver hasta linea de base, ni siquiera con el
disolvente menos polar, ya que, aunque se producen cambios en el tiempo de retencién
con cada modificador de distinta polaridad, al ser compuestos tan parecidos ese cambio
de retencion es practicamente similar en ambos, no variando la diferencia de tiempos
de retencion y, por tanto, manteniendo su resolucién practicamente constante. Con
isopropanol se aumentd tanto la retencion que el compuesto B6 no eluyd dentro del

tiempo de estudio del andlisis (tripron B6>20 min).

Adicionalmente, los componentes de la fase mévil adsorbidos por la fase estacionaria
modifican la polaridad de la misma vy, por tanto, las interacciones fase estacionaria-
soluto, pudiendo alterar la retencidn y los factores de separacion. Ademas, cuando se
usa un gradiente de elucidén, no solo se varia la composicién de la fase moévil durante el
analisis, sino también la superficie de la fase estacionaria. Como resultado, los intentos
de modular la retencién y los cambios de selectividad en este modo de trabajo se

complican aun mas.

Cuando se empleé metanol como modificador organico, ademas de obtener menor
tiempo de andlisis, debido a la menor retencidn de los compuestos, también se obtuvo
una mayor resolucion entre el par B1-B7; por lo que teniendo en cuenta todo esto se
selecciond el metanol como modificador organico para continuar con el resto del

trabajo.
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4.2.3. Efecto de los aditivos

Otra forma con la que se puede alterar la composicidén de la fase mévil es mediante el

uso de aditivos en el modificador orgénico. 3

Cuando la simple adicién de un modificador al diéxido de carbono no es suficiente para
permitir la elucion de los analitos con buenas formas de picos, es habitual introducir un
tercer componente en la fase mdvil en forma de un 4cido, una base o una sal 4. Este
tercer componente generalmente se introduce en concentraciones mucho mas bajas
gue el modificador (tipicamente 0.05-1%). Incluso en el porcentaje mas bajo, se han

apreciado mejoras significativas en las formas de los picos y cambios en la retencion 2

15

Los aditivos han sido el tema de muchos trabajos, pero aun asi, su modo de acciéon no

siempre es claro, ya que puede comprender varios mecanismos diferentes:

e Al cambiar el pH de la fase mdvil, la forma quimica de los analitos susceptibles a
ello, y las funciones ionizables de la fase estacionaria, pueden variar. Por lo tanto,
las posibles interacciones electrostaticas entre los analitos y la fase estacionaria
se mejorarian o cancelarian, afectando tanto la retencidn como las formas de los

picos.

e Un aditivo polar probablemente adsorbe sobre los sitios polares de la fase
estacionaria, por lo que posiblemente puede cancelar las interacciones
secundarias que ocurren entre los analitos y, por ejemplo, los grupos silanol
residuales de una fase estacionaria, lo que resulta en una menor retencién y

formas de pico mejoradas.
e La adsorcién del aditivo en la fase estacionaria también puede, por el contrario,

crear sitios de interaccidn adicionales que causen un aumento de la retencion de

los analitos.1*
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e Un aditivo idnico con la misma carga que el analito ionizado puede actuar como

un desplazador en un mecanismo de intercambio idnico.

e Los aniones o cationes resultantes de un aditivo acido disociado, un aditivo
basico protonado o una sal pueden formar pares idnicos con analitos idnicos de

carga opuesta.

Los aditivos bésicos ' son los tnicos que se pueden usar en la columna DCPak P4VP ya
que los acidos, al igual que pasaba en el caso de los acidos que se utilizan para variar el
pH en el disolvente de los analitos, pueden alterar la forma quimica de nuestra fase

estacionaria.

Se probdé como aditivo los siguientes compuestos:

e Amoniaco
e Dibutilamina

e Trietilamina

Sin embargo, los resultados obtenidos no mejoraron respecto a la utilizacién del
modificador sin aditivos, por lo que se continud usando Unicamente metanol sin ningln

aditivo basico.
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4.2.4. Efecto de la temperatura en la separacion de los compuestos

La temperatura es uno de los parametros que influye en la retencién y en la selectividad

de la separacién. 171°

Al variar la temperatura, se pueden producir dos efectos contrapuestos sobre la

retencion cromatografia:

e En primer lugar, un aumento en la temperatura a presion constante disminuye
la densidad y el poder de solvatacién de la fase movil, asimildndolo mas a las
propiedades de un gas; lo que conlleva una menor fuerza para eluir los analitos

retenidos por la fase estacionaria, implicando un mayor tiempo de retencién.

e Por otro lado, un aumento en la temperatura favorece la solubilidad de los
compuestos en la fase mévil y también aumenta los coeficientes de difusién de
los solutos, lo que favoreceria la elucién reduciendo los tiempos de retencién de

los mismos.

Como se puede apreciar, se tratan de efectos competitivos y el resultado final

dependera de cudl de los dos predomine sobre el otro.
A continuacién (Figura 18), se muestra el conjunto de cromatogramas obtenidos para

los 8 compuestos analizados a distintas temperaturas comprendidas entre 202C y 402C

empleando la columna DAICEL DCpak P4VP.
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Figura 18: Cromatogramas a las distintas temperaturas de todos los analitos, columna DAICEL DCPAK P4VP, GRAD1
MeOH; 2ml/min, 15.0 MPa

Como puede apreciarse en la Figura 18, el tiempo de retencién de los compuestos
aumenta a medida que aumentamos la temperatura, llegando incluso solaparse alguno
de los picos a las temperaturas mas bajas (202C).

En contraposicién; al utilizar temperaturas mds elevadas se mejora notablemente la
separacion del primer par de picos (compuestos B1 y B7) pero apenas afecta a la
separacion del segundo par (compuestos B3 y B4).

Como se ha de llegar a un compromiso entre resolucion y tiempo de analisis, se toma
302C como temperatura dptima, ya que se sigue separando completamente el primer
par de picos (B3 y B4) y se reduce el tiempo de analisis aproximadamente un minuto

respecto a los 352C.
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La relacion entre la temperatura y la selectividad viene dada por la ecuacion de Van't
Hoff:

g = 1AAH?+AAS{’
= TR R

Donde T es la temperatura absoluta (expresada en K) a la que tiene lugar la separacion,
R es la constante universal de los gases ideales (expresada en J/K-Mol) y AAHL-O y AASl-O
representan los cambios entalpicos y entrdpicos, respectivamente, de la interaccién

entre los analitos observados en el sistema cromatografico.

De la ecuacidn, desde el punto de vista termodindmico, se puede deducir que la
selectividad y el tiempo de retencidon tienen un componente entalpico, que disminuye
con la temperatura, y un factor entrépico que es independiente de la misma.

Si consideramos que el mecanismo de separaciéon no varia con la temperatura, podemos
1 . ,
representar el Ina frente a — obteniendo una linea recta cuyos valores de la

pendiente y la ordenada en el origen permitiran calcular los valores de AAHl-O y AASl-O .

Cuando el coeficiente de selectividad es igual a 1, los dos compuestos observados
coeluyen, la temperatura a la que esto ocurre se denomina temperatura de isoelucién.
Este valor se puede obtener introduciendo los valores de entalpia y entropia calculados
previamente. Sobrepasando esta temperatura de isoelucién se produce una inversiéon
en el orden de elucidn de los analitos. A partir de entonces, la selectividad aumentarad al

aumentar la temperatura y se volvera a producir la sepracion de los analitos.
Estos pardmetros se calcularon para el par de compuestos que no se consiguié separar

completamente (B1 y B7) en las condiciones cromatograficas seleccionadas

anteriormente.
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Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7 :Parametros cromatograficos de los compuestos B1 y B7 en las condiciones GRAD1 MOD:iPrOH, Columna

DAICEL DCPak Poly DCPAK P4VP., 2ml/min, 15.0 MPa, 30°C.

T=20°C Compuesto tr (min) o Ina
Bl 5,07 1,05769231 | 0,05608947
B7 5,25
to 1,95

T=25°C Compuesto tr (min) o Ina
B1 5,21 1,05688623 | 0,05532706
B7 5,4
to 1,87

T=309C Compuesto | tr (min) a Ina
B1 5,41 1,04432133 | 0,04336723
B7 5,57
to 1,8

T=35°C Compuesto tr (min) o Ina
Bl 5,73 1,03778338 | 0,03708707
B7 5,88
to 1,76

La Figura 19 muestra la relacion existente entre el In a y el inverso de la temperatura,

empleando los datos de la tabla :

Representacion de la ecuacion de
Van't Hoff

0,07 -
0,06 -
0,05 -

s 0,04 -

< 0,03 - y = 124,12 - 0,3652
0,02 -
0,01 -

O T T T T 1
0,0032 0,00325 0,0033 0,00335 0,0034 0,00345

1/T (K'Y

Figura 19: Representacién de la ecuacion de Van’t Hoff para los compuestos B1 y B7 utilizando GRAD1 MOD:iPrOH,
Columna DAICEL DCPAK P4VP., 2ml/min, 15.0 MPa
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En la Tabla 8 se muestran los pardmetros termodindmicos y la temperatura de

isoelucion calculadas para la separacion de estos compuestos (B1 y B7).

Tabla 8: Resultados de 44H? , AAS? y temperatura de isoelucion calculadas para los compuestos B1y B7 en la

columna DAICEL DCPak P4VP.

Compuesto

AAH? / )-mol™

AAS?/ ) Ktmol?

Tiso /QC

BlyB7

-1031,44

-3,03

66,70

Como puede apreciarse, para la pareja de analitos estudiada, la selectividad disminuye

a medida que aumenta la temperatura, por lo que su separacién es de control entdlpico

(como asi lo muestra el valor grande y negativo obtenido) y se obtendrian mayores

separaciones trabajando a temperaturas bajas. Por otro lado hay que sefialar que la

temperatura de isoelucidon se encuentra por encima del rango de temperaturas de

trabajo de la columna, por lo que no podria superarse. 2°
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4.2.5. Efecto de la presién en la separaciéon

La presion es uno de los parametros que se ha de seleccionar ya que influye de forma
sustancial tanto en los tiempos de retencion como en la forma de los picos y, por
consiguiente, en la resolucién.

El estudio de este parametro se hizo atendiendo a las posibilidades del regulador de
presion y teniendo en cuenta siempre la presion maxima que puede soportar la
columna.

Se eligieron las siguientes presiones en el restrictor para comparar esta variable: 10.0,
15.0, 20.0 y 25.0 MPa obteniendo los cromatogramas detallados en la Figura 20.
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Figura 20: Cromatogramas obtenidos para las distintas presiones estudiadas, Columna DAICEL DCPak P4PV, GRAD1
MeOH, 2ml/min, 302C.

Al mantener la temperatura constante se puede ver claramente el efecto de la presién
en la separacion de los analitos. Se observé que los factores de capacidad disminuyen al
aumentar la presién. Esto se puede explicar ya que la densidad de la fase movil aumenta
al aumentar la presion, aumentando con ello la capacidad de solvatacion vy, por tanto,

reduciendo los tiempos de retencidn como se puede ver en la figura anterior.
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Por el contrario, y como es logico, al disminuir los tiempos de retencién de todos los
picos unos estaran mas cerca de otros por lo que se reduce la resolucion de los mismos

al aumentar la presion.

Estas variaciones en la densidad de la fase moévil afectan principalmente cuando el
porcentaje de modificador orgénico es bajo ya que, a porcentajes mas altos. Los cambios

en la presién tienen una menor influencia en la densidad.

Al estar evaluando el efecto de la presion utilizando el gradiente (GRAD1), los primeros
compuestos en eluir estaran muy afectados por este factor, mientras que los ultimos,
los cuales eluyen con un porcentaje notablemente elevado de modificador apenas les

afectan el cambio de presion.

En la Tabla 9 podemos ver las variaciones en el tiempo de retencidn y en la resolucién

para cada uno de los analitos.
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Tabla 9: Tiempo de retencidén y resolucion de cada analito a distintas presiones.

10.0 MPa | Compuesto | tr (min) Rs
B3 4,04 3,75
B4 4,44 24,23
B1 7,13 0,98
B7 7,24 5,76
B2 8,04 6,21
B8 911 9,21
B5 10,78 15,03
B6 13,16 -
15.0 MPa | Compuesto | tr (min) Rs
B3 3,21 2,48
B4 3,36 20,69
B1 5,52 1,12
B7 5,68 5,87
B2 6,63 5,71
BS 7,61 11,04
B5 9,57 13,57
B6 11,77 -
20.0 MPa | Compuesto | tr (min) Rs
B3 3,13 0,00
B4 3,13 16,32
B1 4,81 1,03
B7 4,96 5,61
B2 5,79 5,22
B8 6,64 9,70
B5 8,35 12,23
B6 10,32 -
25.0 MPa | Compuesto | tr (min) Rs
B3 2,99 0,00
B4 2,99 11,56
B1 4,20 1,17
B7 4,36 5,74
B2 5,27 4,66
B8 6,09 9,38
B5 7,79 11,22
B6 9,56 -

Se debe alcanzar un compromiso entre disminuir los tiempos de retencién para acortar
el tiempo de andlisis, y obtener unas resoluciones adecuadas que permitan obtener

picos completamente separados unos de otros. Por ello, la presién mas adecuada es
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15,0 MPa ya que se obtiene una separacion hasta linea de base en el primer par de picos

y el tiempo de andlisis es el menor.

El regulador de presion utilizado nos permite realizar gradientes con la presién, por lo
que se realizé uno empleando los datos obtenidos anteriormente con los analisis a
presidon constante. Con el objetivo de conseguir separar los primeros picos se aplicé una
presién mas baja para aumentar la resolucidn y, posteriormente, aumentar la presién

para disminuir los tiempos de retencién de los Ultimos picos.

El gradiente elegido fue el siguiente: 15.0 MPa (0 min) / 15.0 MPa (3 min) / 25.0 MPa (5

min)

Se obtuvo el cromatograma representado en la Figura 21.
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Figura 21 : Cromatograma obtenido para el gradiente de presién GP-1, Columna DAICEL DCPak P4PV.GRAD1 MeOH,
2ml/min, 302C.

A pesar de que se han reducido ligeramente los tiempos de analisis y se consigue

separar hasta linea de base el primer par de picos no se obtiene una mejoria notable
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respecto al analisis realizado a presion constante a 15.0 MPa; por lo que se descartd
realizar mas gradientes de presidon y se estableciéd como presion de trabajo 15.0 MPa,
pese a que no se ha conseguido separar completamente el segundo par de picos
(compuestos B1 y B7) siendo la resolucién entre este par de compuestos cercana a la

unidad.
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4.2.6. Cilculo del limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacién (LOQ)

Con el fin de establecer el limite de deteccién y de cuantificacion del método con las
condiciones cromatograficas seleccionadas anteriormente, se procedié a determinar los

limites de deteccidn y cuantificacion para cada analito.

La relacion seiial ruido se obtuvo relacionando la intensidad de sefial aportada por cada
analito y la sefial dada por un blanco en el intervalo de tiempos de retencién dénde se

encontraba el pico de cada analito.

Teniendo en cuenta que el limite de deteccidn corresponde a una relacion sefial ruido
igual a 3 y el limite de cuantificacién a una relacion igual a 10, se obtuvieron los

siguientes resultados:

Tabla 10: Llimites de deteccidn y cuantificacién de cada analito en la columna DAICEL DCPAK P4VP B7 utilizando
GRAD1 MOD:MeOH; disolvente: iPrOH; 302C; 15.0 MPa; Vinyeccidn: 10uL; 2ml/min

Compuesto | LOD(ppm) | LOQ(ppm)
B3 0,63 2,12
B4 0,31 1,02
Bl 0,30 1,00
B7 0,18 0,61
B2 1,16 3,88
B8 1,20 4,01
B5 2,91 9,70
B6 0,63 2,10
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4.2.7. Comparacién con otras fases estacionarias

Por ultimo, se procedid a probar otras columnas con el fin de analizar cdmo afecta el

cambio de fase estacionaria a nuestros compuestos.

Se probaron dos columnas distintas con fases estacionarias completamente diferentes:

e Columna PHENOMENEX Spherex 5 DIOL

e Columna DAICEL DCPAK PBT

4.2.7.1. Columna PHENOMENEX Spherex 5 DIOL

Lo primero que se hizo fue inyectar cada compuesto por separado para conocer el tiempo y el

orden de elucion de cada analito.

Se aplicaron las condiciones iniciales que se aplicaron también a la columna DAICEL DCPAK P4VP,

detalladas al comienzo del apartado “Resultados y Discusién”, a excepcion de la cantidad de

modificador, que se empled un 10% de MeOH en régimen isocratico.

Se obtuvieron los siguientes cromatogramas representados en la Figura 22:
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Figura 22: Superposicion de los cromatogramas de cada analito en la columna DIOL, régimen isocratico al 10% de

MeOH, volumen de inyeccidén 10pL, 15.0MPa, 352C
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Tabla 11: Tiempos de retencion de cada analito ordenados segun el orden de elucién en la columna DIOL, régimen

isocratico al 10% de MeOH, volumen de inyeccion 10puL, 15.0MPa, 352C

Compuesto tr (min)

B3 3,35
B4 3,37
B1 4,7

B7 5,43
B2 6,3

B8 6,53
B6 14,85
B5 18,15

Tabla 12: Tiempos de retencién de cada analito ordenados segun el orden de elucién en la columna DAICEL DCPak

P4VP,en régimen isocratico al 10% de MeOH, volumen de inyeccién 10uL, 15.0MPa, 352C

Compuesto | tr (min)
B3 2,33
B4 2,47
B1 3,65
B7 3,72
B2 4,28
B8 5,27
B5 7,16
B6 13,41

Se obtienen resultados completamente diferentes a los obtenidos con la columna
DAICEL DCPak P4PV; lo primero que se observa es que la retencién de todos los
compuestos es mayor, lo que implica mayor tiempo de analisis; esto se debe

principalmente a la polaridad de la fase estacionaria, que es mayor en esta columna.

Se podria pensar que el mayor tiempo de retencién estd debido a la posibilidad de
formar enlaces de hidrogeno con esta fase estacionaria, pero esta contribucion no es
decisiva ya que el compuesto B5, que presenta 6 grupos capaces de formar enlaces de
hidrogeno, se encuentra mucho mas retenido que el B6, que presenta 9 grupos
aceptores, produciéndose una inversién en los tiempos de elucién respecto a la columna

DAICEL DCPAK P4VP.

Una forma de explicar esa inversion en la eluciéon de ese par de compuestos podria

ser que la disminucién de la retencion en la especie B6 esta debida a su gran tamafio
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en relacidn al resto de las especies, por lo que estaria mas impedido espacialmente para

alcanzar los puntos activos de la fase estacionaria.

En esta columna si que se logra separar con una resolucion mayor a 1,5 los compuestos

B1 y B7, pero, en contraposicion, se solapan otros pares de compuestos que en la

columna DAICEL DCPak P4VP si que se separaban.

4.2.7.2. Columna DAICEL DCPAK PBT

Lo primero que se hizo fue inyectar cada compuesto por separado para dilucidar el tiempo y el

orden de elucidon de cada uno de los analitos, al igual que se ha hecho en cada una de las

co

lumnas anteriores.

Se aplicaron las mismas condiciones que a la columna Spherex 5 Diol, obteniendo los siguientes

datos recogidos en la Figura 23 y en la Tabla 13.
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Figura 23: Superposicién de los cromatogramas de cada analito en la columna DAICEL DCPak PBT, en régimen

isocratico al 10% de MeOH, volumen de inyeccién 10uL, 15.0MPa, 352C
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Tabla 13: Tiempos de retencion de cada analito ordenados segun el orden de elucién en la columna DAICEL DCPak

PBT, régimen isocratico al 10% de MeOH, volumen de inyeccién 10uL, 15.0MPa, 352C

Compuesto tr (min)

B3 3,49

B4 3,67

B2 10,07
B7 10,44
B1 11,91
B8 13,01
B5 24,69
B6 25,89

Tabla 14: Tiempos de retencién de cada analito ordenados segun el orden de elucién en la columna DAICEL DCPak

P4VP, régimen isocratico al 10% de MeOH, volumen de inyeccidn 10uL, 15.0MPa, 352C

Compuesto | tr (min)
B3 2,33
B4 2,47
B1 3,65
B7 3,72
B2 4,28
B8 5,27
B5 7,16
B6 13,41

Lo primero que se puede apreciar es el aumento de los tiempos de retencion, que

practicamente se duplican respecto a la columna DAICEL DCPak P4VP.

Se produce una inversién en el orden de elucion entre los compuestos B1 y B2 explicable
debido que la columna DAICEL DCPak PBT presenta menor susceptibilidad a formar
interacciones m-1t que la DCPAK P4VP. Otra interaccién que se produce seria entre los
atomos de cloro que presentan una alta densidad electrdénica y los carbonos carboxilicos

que tienen una carga parcial positiva.

Como se obtienen tiempos de retencion excesivamente altos se procedié a modificar el
gradiente con el fin de que el porcentaje de modificador fuese mayor, especialmente a
los tiempos de elucién de los ultimos picos; y disminuir el porcentaje de modificador en

los dos primeros picos para conseguir su separacion.
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Se puede apreciar en el cromatograma que los picos son excesivamente anchos y
presentan muy mala simetria, presentando colas hacia la derecha; lo que reduce
marcadamente la resolucién. Para intentar corregir la forma de pico se anadié

trietilamina (TEA) al modificador organico en una concentracion de un 0,1% (v/v).

Finalmente, el gradiente seleccionado fue GRAD 5: 8% (0 min)- 8% (3 min)- 20% (10 min)-
30% (12 min)- 30% (25 min).
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Figura : Cromatograma de todos los analitos aplicando el GRAD 5 en la columna DAICEL DCPAk PBT, MeOH con 0,1%
TEA, volumen de inyeccién 10uL, 15.0MPa, 352C

Se logra separar todos los compuestos obteniendo resoluciones muy buenas, en todos
los casos mayores a 1,5, excepto entre los compuestos B7 y B1 que no llega a linea de

base, pero se acerca claramente.

Cabe destacar la caida en la linea base, esto se debe al uso de un gradiente mientras se
utiliza el aditivo trietilamina, que absorbe a 220 nm; independientemente, los picos son

perfectamente cuantificables a pesar de este descenso en la base.

Es remarcable también el aumento de resolucién entre el compuesto B5 y B6 debido a

este gradiente.
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5. Conclusiones

Se ha logrado la separacién de los ocho analitos mediante cromatografia de fluidos

supercriticos, y empleando columnas poliméricas.

El mejor disolvente para los analitos estudiados, fue el isopropanol con un 0.1% de
amoniaco, obteniéndose las mejores formas de pico. Y el volumen de muestra fue
de 10pl.

Algunos de los compuestos presentaron una retencion elevada lo que hizo necesario

el empleo de gradientes de elucién con el fin de disminuir el tiempo de analisis.

Los mejores resultados se obtuvieron utilizando metanol como modificador y en el
caso de la columna DCPak PBT, también fue necesario utilizar 0.1% de trietilamina

como aditivo con el fin de conseguir picos simétricos.

Con la columna DCPak P4VP aplicando el gradiente GRAD1, los tiempos de analisis
se situan en torno a los 12 minutos, siendo esta columna la que proporciond el
menor tiempo de andlisis de entre todas las fases estacionarias evaluadas. Sin
embargo la separacién hasta linea de base para todos los compuestos, sélo se logré
con la columna DCpak PBT a pesar de que el tiempo de analisis fue el mayor,

concretamente el doble que el conseguido con la anterior columna.

Con la columna DCPak P4VP aplicando el gradiente GRAD1 se obtienen buenos
resultados de andlisis, sin embargo, no se consigue separar hasta linea de base los

analitos B1 y B7, obteniéndose para éste par unas resoluciones cercanas a la unidad.

En el caso de la columna DCPak P4VP, el estudio termodindmico para la pareja B1-
B7, mostrd que la separacién era de control entalpico y que la selectividad disminuia

a medida que aumentaba la temperatura.
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7. Abreviaturas

A lo largo de este trabajo se han usado las siguientes abreviaturas:

SFC: Cromatografia de fluidos superciticos
HPLC: Cromatografia de liquidos
DAD: Detector de diodos Array
MeOH: Metanol

EtOH: Etanol

ACN: Acetonitrilo

iPrOH: Isopropanol

TEA: Trietilamina

DBA: Dibutilamina

tr: Tiempo de retencién

to: Tiempo muerto

Rs: Resolucion

o.: Factor de selectividad
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