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1. RESUMEN

En este trabajo se ha estudiado la separacion enantiomérica de cuatro fungicidas quirales:
sulconazol, bifonazol, triadimefon y triadimenol, utilizando la Cromatografia de Fluidos
Supercriticos (SFC). Para ello, se ha investigado la influencia de la fase estacionaria, el tipo y
porcentaje de modificador organico y la temperatura. Los tres modificadores organicos
empleados fueron metanol, etanol y 2-propanol. Con la columna Chiralcel OD no se logré la
separacion enantioselectiva de ninguno de ellos. Por el contrario, con la columna Lux
Cellulose2 se consiguieron muy buenas separaciones, obteniéndose enantiorresoluciones
hasta linea de base para todos los fungicidas, con diferentes modificadores organicos en
diferentes condiciones de temperatura. Finalmente, se seleccionaron las mejores condiciones

para llevar a cabo la separacion enantiomérica de cada uno de los compuestos.

ABSTRACT

The enantiomeric separation of four chiral fungicides (sulconazole, bifonazole, triadimefon
and triadimenol) using Supercritical Fluid Chromatography has been studied in this work. For
this purpose, the effect of stationary phase, type and percentage of organic modifier
(methanol, ethanol and 2-propanol) and temperature was investigated. The Chiralcel OD
column did not provide good enantioresolutions for any of the compounds studied. On the
other hand, using the LuxCellulose2 column, baseline separations were successfully achieved
for all the compounds, with different organic modifiers and temperatures conditions. Finally,

the best conditions for enantiomeric separation were established.



2. INTRODUCCION

Cromatografia de fluidos supercriticos

La cromatografia de fluidos supercriticos se caracteriza por emplear como fase movil un fluido
supercritico; este tipo de fluido se obtiene cuando la temperatura y la presién del sistema
supera los valores criticos. La figura 1 corresponde al diagrama de fases del CO3, que es la fase
movil mds utilizada en este tipo de cromatografia. Esto se debe a que presenta numerosas
ventajas frente a otras fases méviles: no es excesivamente caro, no es tdxico ni inflamable, es
compatible con el medioambiente, y sus condiciones supercriticas (Tc=31,3 °C, Pc=7,39 MPa)

son relativamente faciles de alcanzar [1].
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Figura 1. Diagrama de fases del CO;

En condiciones supercriticas solamente existe una fase, cuyas propiedades son intermedias
entre un liquido y un gas: en lo que se refiere a su semejanza con un liquido, posee una
densidad mayor que un gas y que puede modificarse mediante variaciones de presién y
temperatura; en su semejanza con un gas, posee baja viscosidad y es compresible. Ademas,

el coeficiente de difusién de un soluto es de mayor orden que en liquidos, lo que supone una



ventaja para llevar a cabo la separacién cromatografica. Es habitual, al realizar este tipo de
cromatografia, emplear temperaturas ligeramente inferiores y presiones ligeramente
superiores a los valores criticos. En estas condiciones, el CO; se encuentra en estado

subcritico, pero mantiene las propiedades de fluido supercritico deseadas [2].

Puesto que el CO; es apolar, no proporciona buenos resultados para la separacion de
compuestos polares. A menudo los compuestos quirales de interés son de este tipo, por lo
gue es necesario aumentar la fuerza de la fase moévil (hacerla mas polar). Para ello, se afiade
una cantidad variable de un disolvente organico, conocido como modificador. Si bien esto
altera las condiciones criticas del fluido y podria llegar a producirse una separacion entre las
fases liquida y gaseosa, en la practica rara vez ocurre. Algunos de los modificadores mas

habituales son metanol y otros alcoholes, aunque también se utiliza acetonitrilo.

En caso de que, a pesar de afiadir un modificador, la fase mévil no sea la bastante fuerte para
separar adecuadamente los compuestos, se afiade una pequena cantidad (0,1 - 2%) de una
sustancia muy polar, conocida como aditivo. Algunos ejemplos de aditivo son acido

trifluoroacético (TFA), trietilamina (TEA), y algunas aminas ciclicas [1].

Respecto a la instrumentacidn, la utilizada en SFC es muy similar a la de HPLC; las principales
diferencias radican en las bombas y en la presencia un sistema de refrigeracion de CO,, previo
al inyector, y de un regulador de presién a continuacion del detector. Un esquema general de

un equipo de SFC aparece representado en la Figura 2.

El sistema de enfriamiento de CO,, especifico de SFC, se situa justo antes del inyector para
asegurar que todo el CO; que llega al equipo lo hace como liquido, a unos 4 — 5 °C. Esto es de
gran importancia, pues cualquier variacién en la presién o la temperatura puede ocasionar

problemas con el flujo que se suministra a la columna.

En cuanto a las bombas de doble pistén, en general deben tener ratios de compresion
(relacién ente el volumen de la cdmara con el piston retraido y extendido) mayores que en

HPLC, para poder soportar las temperaturas y presiones tipicas de SFC.



El regulador de presién que se sitla posterior a la columna, por su parte, se encarga de
mantener la presion de trabajo (de hasta 300 bar) a lo largo del proceso de separacién, para

asegurar que el CO, permanezca en estado critico o subcritico durante el analisis [3]
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Figura 2. Esquema general de un equipo SFC

Separaciones quirales

En la actualidad, gran parte de las moléculas de interés presentan quiralidad. En el ambito
farmacéutico, por ejemplo, cada vez mas compuestos se comercializan como un Unico
enantidmero en lugar de como racemato, para obtener efectos dptimos; e incluso si se trata
de una mezcla de enantidmeros, deben estudiarse extensamente las caracteristicas de cada
uno de ellos por separado para asegurar que no son perjudiciales para la salud, especialmente
tras la crisis de la talidomida (1957-1961). Por este motivo, la separacién cromatografica de
compuestos quirales ha cobrado, en los ultimos afios, gran relevancia en numerosos campos,
como el analisis farmacéutico, forense, medioambiental y nutricional. Estas separaciones se
realizan mediante HPLC, GC, o SFC. Esta ultima técnica ha experimentado, desde 1985, un

notable crecimiento, convirtiéndose en la técnica elegida por cada vez mas industrias. [1, 4]

El principal obstaculo a la hora de separar pares de enantidmeros es que ambos poseen las
mismas propiedades en entornos no quirales. Para diferenciarlos y poder llevar a cabo la
separacion, es necesario un selector quiral, con el que uno de los enantidmeros forma un
complejo diastereomérico labil. El selector quiral es capaz de discriminar entre pares de

enantiomeros, estableciendo con uno de ellos mdas puntos de interaccion (tres,
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concretamente) que con el otro (dos como maximo). Este “modelos de interaccién de tres
puntos” fue utilizado en el desarrollo de las primeras fases estacionarias quirales (CSPs, por

sus siglas en inglés), y se utiliza para racionalizar los mecanismos de interaccion.

El complejo diastereomérico mencionado anteriormente esta implicado en todas las
separaciones quirales. Las interacciones moleculares establecidas entre el enantidmero y el
selector quiral pueden ser de numerosos tipos, como por ejemplo: fuerzas de Coulomb,
enlaces de hidrégeno, interacciones estéricas, interacciones m-mi, ion-dipolo, dipolo-dipolo,
fuerzas de Van der Waals... Estas interacciones intermoleculares son responsables de
pequefias variaciones en las constantes de enlace entre el enantiomero y el selector quiral;
por tanto, un conocimiento preciso de los mecanismos de reconocimiento permitiria predecir
qué selector (fase estacionaria) es el mas adecuado para cada compuesto quiral. Estos
estudios son complejos, pues a veces no se conoce completamente la estructura de
macromoléculas muy derivatizadas, y solamente se pueden explicar las interacciones

enantidmero - fase estacionaria a posteriori, con lo que pierde su caracter predictivo.

Existen numerosos métodos para estudiar los mecanismos de interaccion entre los
enantidmeros y el selector quiral: desde espectroscdpicos, como por ejemplo dicroismo
circular (que evalua las propiedades del complejo selector-enantiomero), hasta

computacionales, pasando por métodos de separacion (cromatografia y electroforesis) [4].

Fases estacionarias quirales

Como se ha comentado anteriormente, para llevar a cabo las separaciones enantioméricas
mediante cromatografia se utilizan fases estacionarias quirales (CSPs). Tanto en cromatografia
de liquidos (LC) como en SFC se utilizan las mismas columnas, y a lo largo de los afios se ha

desarrollado una gran variedad de ellas, que pueden clasificarse en los siguientes tipos:

- Ciclodextrinas:
Las ciclodextrinas son polimeros de glucosa ciclicos. En funcién del niumero de
unidades de glucosa que contienen, se clasifican en ciclodextrinas alfa (seis unidades

de glucosa), beta (siete unidades) o gamma (8 unidades). Poseen en su estructura una



cavidad central hidrofébica, rodeada por un anillo hidrofilico constituido por grupos
hidroxilo [5].

En cromatografia de liquidos, se cree que el mecanismo de reconocimiento quiral
implica la formacién de un complejo entre el analito y la cavidad hidrofdbica de la
ciclodextrina. No son muy utilizadas en SFC, y no se conoce el mecanismo de

reconocimiento quiral que actta en este caso [1].

De tipo Pirkle o brush-type:

Este tipo de fases estacionarias estd constituido por moléculas organicas pequefias
unidas covalentemente a un soporte inerte, y son ampliamente utilizadas en el estudio
de los mecanismos de reconocimiento quiral (que en este caso consisten en una
combinacidn de interacciones entre el selector quiral y los analitos, especialmente
enlaces de hidrégeno, interacciones dipolo-dipolo, fuerzas de Van der Waals e
interacciones aromaticas [6, 7].

Se utilizan tanto para separaciones por LC (generalmente, en fase normal) como por
SFC (su numero ha aumentado en los ultimos afios). Diferentes estudios revelaron que
la enantioselectividad obtenida al llevar a cabo la separacion por LC o por SFC era

similar, pero la resolucion en este ultimo caso fue mayor [1, 8].

Antibioticos macrociclicos:

Es un tipo de fase estacionaria bastante reciente, que permite trabajar en condiciones
organicas polares, de fase normal o de fase inversa. Se caracterizan por poseer
numerosos grupos funcionales que pueden interaccionar con el analito. Al utilizar este
tipo de columnas en separaciones mediante SFC, se ha observado una elevada
retencién, siendo necesario utilizar porcentajes elevados (del 40%) de modificador
organico. Algunas fases estacionarias de este tipo proporcionan muy buenos

resultados en las separaciones de aminoacidos [4].



Polisacaridos:

Las columnas utilizadas en este trabajo pertenecen a este grupo. Se desarrollaron a
finales de los anos 80, y actualmente son las fases estacionarias mas utilizadas en
separaciones por SFC (concretamente, los fenilcarbamatos de celulosa y amilosa, que
presentan una mejor selectividad respecto a los polisacdridos no sustituidos). El
estudio de los mecanismos de reconocimiento quiral es mucho mds complejo que en
las fases estacionarias constituidas por moléculas pequefias, debido a la gran variedad
de sitios activos capaces de interaccionar con los analitos. Se cree que las interacciones
T-Tt entre los analitos y los grupos fenilcarbamato juegan un papel importante en el
mecanismo de reconocimiento quiral [4].

La hipdtesis acerca del mecanismo responsable de la selectividad quiral es que los
analitos establecen enlaces de hidrégeno con los grupos carbamato, situados en las
cadenas lateralesy en la base del polisacarido. Por lo tanto, esta interaccién se produce
tanto en el interior de la estructura helicoidal como en las cadenas laterales que
rodean esta estructura central. La selectividad depende del nimero de enlaces de
hidréogeno que se establecen y del impedimento estérico para formarlos, y cualquier
alteracion en la estructura helicoidal del polisacarido modificara las interacciones vy,
con ello, la selectividad. Puesto que la celulosa y la amilosa pueden adoptar diferentes
estructuras helicoidales, los sustituyentes en las cadenas laterales pueden alterar la
conformacidn de la hélice, y el modificador organico, a su vez, puede cambiar la
orientacion de las cadenas laterales, las diferentes combinaciones de estos factores
hacen que este tipo de fases estacionarias tengan un campo de aplicacion muy amplio.
Entre las mds versatiles, cabe destacar la columna Chiralpack AD (constituida por
amilosa tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) depositada sobre silice), seguida por la
columna Chiralcel OD (una de las utilizadas en este trabajo, que se comentard mas

adelante) [1].



Compuestos estudiados

En este trabajo se estudiaran las condiciones dptimas de separacidn por SFC de una serie de

compuestos quirales.

Los compuestos seleccionados (sulconazol, bifonazol, triadimefon y triadimenol) son
antifdngicos con uno o mds centros quirales, y comparten un mismo mecanismo de actuacion:
inhiben la sintesis de ergosterol via citocromo P450. El ergosterol en un componente
fundamental de la membrana de los hongos, por lo que su deficiencia altera la permeabilidad
de la membrana y el crecimiento celular, asi como su capacidad de reproducciéon. Por otra
parte, al no llevarse a cabo la sintesis de ergosterol, se produce una acumulaciéon de

compuestos que resultan téxicos para la célula, y pueden conducir a la muerte celular [9].

Todos ellos son derivados de azol, y se utilizan como antifungicos de uso médico (sulconazol
y bifonazol), o como pesticidas (triadimefon y triadimenol); los dos primeros son derivados de
imidazol, y los segundos incluyen en su estructura un anillo de triazol. A continuacion, se

comenta brevemente cada uno de ellos:

SULCONAZOL

Este derivado de imidazol se utiliza en el tratamiento de infecciones tdpicas producidas por
una amplia variedad de hongos. Se comercializa en forma de nitrato, como crema o solucién

de uso tépico [10, 11]. Tiene un Unico centro quiral.

Cl Cl Cl

N\,
\—/

Figura 3. Estructura del Sulconazol



BIFONAZOL

Se trata de un antifingico de uso cutdneo de amplio espectro, con actividad frente a una gran
variedad de microorganismos como dermatofitos, mohos o levaduras [12, 13]. Como en el
caso anterior, es un derivado de imidazol con solamente un centro quiral, tal y como puede

verse en la figura 4 [13].

!

Figura 4. Estructura del Bifonazol

TRIADIMEFON

Los derivados de triazol, como el triadimefon, son ampliamente utilizados en la industria
agroquimica como pesticidas, puesto que son activos frente a una gran variedad de hongos.

La estructura de este compuesto (figura 5) incluye un Unico centro quiral [15, 16].

Figura 5. Estructura del Triadimefon
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TRIADIMENOL

Se trata del producto de degradacion del triadimefon, cuyo grupo cetona se reduce generando
un nuevo estereocentro; posee, por lo tanto, dos centros quirales, segun puede verse en la
figura 6 [17]. Sus cuatro enantidmeros (diastereoisémeros dos a dos) presentan diferente
grado de toxicidad frente a los hongos: los enantiomeros (1R, 2S) y (1S, 2R) son mas activos
que los (1R, 2R) y (1S, 2S) [18]. Concretamente, el isémero (1S, 2R) puede llegar a ser 1000
veces mas activo que los otros tres [19]. Normalmente se comercializa como una mezcla de

los 4 diastereoisdémeros en diferentes proporciones [20].

Figura 6. Estructura del Triadimenol

La separacién enantioselectiva de estos fungicidas ha sido estudiada anteriormente, en
muchos casos por HPLC, utilizando diferentes columnas quirales y con diferentes
modificadores organicos [21-23] Los estudios acerca de la separacidon de los compuestos
mediante SFC son menos numerosos, aunque existen algunos; en la mayoria, la columna quiral
utilizada es la Chiralpak AD (que, como se ha comentado antes, es la mas versatil), y la fase

movil y las condiciones del analisis varian de unos casos a otros.

Para el sulconazol, existe un estudio [24] sobre la separacidon enantiomérica por SFC utilizando
la columna quiral Chiralpak AD (3, 5-dimetilfenilcarbamato derivado de amilosa) a 35 °Cy 200
bar, con diferentes porcentajes de los modificadores organicos metanol, etanol, 2-propanol y
acetonitrilo. El flujo de fase movil utilizado fue de 2 mL/min. Los mejores resultados se
obtuvieron para el metanol (los tiempos de retencién, en funcién del porcentaje utilizado,
oscilaban entre los 13 y los 3 minutos, con buena resolucion). Con acetonitrilo no se

obtuvieron buenos resultados (la resolucién obtenida era muy baja).

11



En otro trabajo [25], se estudié la separacion enantiomérica del bifonazol por SFC con la misma
columna, Chiralpak AD, a 40°C, utilizando como fase mévil 20% de EtOH con un 0,1% de DEA,
y un flujo de 5 mL/min. El tiempo del analisis para la elucion de los dos picos fue inferior a 6

minutos, y la resolucion obtenida fue elevada (de 3,24).

También se ha estudiado la separacién enantiomérica por SFC del triadimenol con la columna
quiral P-CAP (un polimero de trans-1, 2-ciclohexanodiil-bis-acrilamida), a 31°C y 100 bar. La
fase mavil utilizada fue 10% iPrOH (con un 0,2% de TFA como aditivo), con un flujo de 4

mL/min. El primer pico eluyé a los 3,94 minutos de analisis [26].

En otro estudio sobre la separacién de triadimenol [19], se empled la columna Chiralpak IA-3
(amilosa tris-(3, 5-dmetilfenilcarbamato), y los mejores resultados se obtuvieron a 30°C, con
un flujo de fase moévil (14% de una mezcla 20/20/60 de MeOH/Acetonitrilo/iPrOH) de 2

mL/min).

La separacién enantiomérica de triadimenol y triadimefon ha sido ampliamente estudiada,
debido a su interés en el agricultura; puesto que el primero es el producto de reducciéon del
segundo, en muchos casos se ha estudiado al separacion conjunta. Un ejemplo de separacién
enantiomérica por SFC es [27]. Como fase estacionaria se utilizd de nuevo la columna
Chiralpak AD, a 35°C y 200 bar. Como fase mévil se empled un gradiente de etanol (que
comenzaba con un 5% los dos primeros minutos, y a continuacién una rampa de 1,8%/min
hasta alcanzar un 25% de modificador), con un flujo de 2 mL/min). El tiempo total del analisis

fue de 15,5 minutos, con resoluciones hasta linea de base (> 1,5).

12



3. OBJETIVOSY PLAN DE TRABAJO

El objetivo de este trabajo es estudiar la separacién enantiomérica mediante SFC de cuatro

compuestos quirales: sulconazol, bifonazol, triadimefon y triadimenol.

Para ello, se estudiara el comportamiento de diferentes fases estacionarias quirales y el efecto
que el tipo y porcentaje de modificador y la temperatura tienen sobre la separacién
enantiomérica de los compuestos antes mencionados. Finalmente, se seleccionaran las

condiciones cromatograficas que proporcionen los mejores resultados.
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4. EXPERIMENTAL

4.1. Equipo Cromatografico

Tabla 1. Equipo cromatogrdfico

Soporte de botellas

Bottle Stand; BS-2000-04; Jasco, Japan

Bomba de suministro de modificador

Pu-2080 plus; Intelligent HPLC Pump; Serial No. C070860962; Jasco, Japan

Regulador de presion (Back Pressure Regulator)

BP-2080 plus: Automatic Back Pressure Regulator; Serial No. C070860962; Jasco, Japan

Restrictor

BP-1580-81; Back Pressure Regulator; Serial No. A0O01760773; Jasco, Japan

Bomba de suministro de CO;

PU-2080-C0O2; CO2 Delivery Pump; Serial No. A012161162; Jasco, Japan

Interfaz

LC-Netll/ADC; MAC Adress 00:C0;28:00:18:4f; Serial No. B212761095; Jasco, Japan

Horno de la columna

C0O-2060 plus; Intelligent Column Thermostat; Serial No. B096660879; Jasco, Japan

Detector UV - VIS

md-2010plus; Multiwavelength Detector; Serial NO. D073160870; Jasco, Japan

Inyector de muestra

AS-2059-SF plus; Autosampler for SFC; Serial No. B00461061; Jasco, Japan

14



4.2, Material y reactivos

Tabla 2. Reactivos

METANOL (MeOH)
HiPerSoly CHROMANORM; Reag. Ph. Eur. For Gradiente Grade;, Francia
ETANOL (EtOH)
Panreac Applichem; Ethanol Absolute (UV-IR-HPLC); Barcelona, Espafia
ISOPROPANOL (iPrOH)
Lab-Scan Analytical Science, 2,5L, HPLC; Gliwice, Poland
ACIDO TRIFLUOROACETICO (TFA)
Sigma Aldrich, calidad para analisis; Madrid, Espafia
TRIETILAMINA (TEA)
Sigma Aldrich, calidad para andlisis; Madrid, Espaia
DIOXIDO DE CARBONO

Carburos Metalicos premier X505; Liquido; Aranjuez, Espafia

4.3. Compuestos

Tabla 3. Compuestos

SULCONAZOL

Sigma Aldrich, patrén en forma racémica; (Madrid, Espafia)

BIFONAZOL

Sigma Aldrich, patréon en forma racémica; (Madrid, Espaia)

TRIADIMEFON

Dr. Ehrenstorfer, patrén en forma racémica, (Augsburg, Germany)

TRIADIMENOL

Dr. Ehrenstorfer, patrén con predominancia del diastereoisémero threo, (Augsburg, Germany)

A partir de los patrones sdlidos, se prepararon disoluciones con un nivel de concentracién de

1,0 mg/mL.
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4.4, Columnas cromatograficas

Tabla 4. Fases estacionarias

COLUMNA CHIRALCELL OD

ESTRUCTURA

Casa comercial: Chiral Technologies (@

Celulosa tris (3, 5 - dimetilfenilcarbamato)
Silica - gel
depositada sobre silice v

Tamafio de particula: 5 um

Dimensiones de la columna: 150 x 4,6mm i

COLUMNA LUX CELLULOSE 2

ESTRUCTURA
Casa comercial: Phenomenex
Celulosa tris (3 — cloro, 4 - metilfenilcarbamato)
depositada sobre silice \\Smy
Tamafio de particula: 5 um

Dimensiones de la columna: 150 x 4,6 mm
o)
R= )J\

N
H
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5. RESULTADOS

5.1. Influencia de la fase estacionaria

Como se ha comentado anteriormente, en este trabajo se han utilizado dos columnas con
fases estacionarias diferentes: Chiralcel OD y Lux Cellulose 2. De acuerdo con la experiencia
previa del grupo de investigacion, inicialmente la temperatura de la columna se fijé en 35 °C,
y la presidn en 150 bar. El flujo de fase mévil establecido fue de 2 mL/min, y el volumen de

muestra inyectado, 10 pL.

Los resultados obtenidos con las dos columnas fueron muy diferentes: mientras que con la
columna Chiralcel OD no se logré la separaciéon enantioselectiva de ninguno de los
compuestos, con LuxCellulose 2 todos los compuestos se separaron, utilizando diferentes

modificadores orgdnicos en distintos porcentajes.

- Columna Chiralcel OD

Se analizaron los compuestos sulconazol, bifonazol y triadimenol en régimen isocratico de

20% de MeOH, pero en todos los casos se obtuvieron picos anchos con hombros.

El triadimenol fue analizado también en régimen de gradiente (5% durante 5 minutos, y a los

10 minutos 30% MeOH), pero se obtuvieron los mismos resultados.

Posteriormente, se estudid si la presencia de aditivos mejoraba la separaciéon enantiomérica
de los analitos. Se prepard una disolucién de MeOH con un 0,1% TFA y 0,1% TEA, y se
analizaron los compuestos sulconazol y bifonazol en régimen isocratico al 20%. La separacién
de los enantiémeros fue algo mayor (se apreciaban con mayor claridad los dos picos), pero la

resolucion entre ellos estaba muy alejada de la linea de base.

Se concluyd, por lo tanto, que la columna Chiralcel OD no era adecuada para la separaciéon
enantiomérica de los analitos estudiados, por lo que no se continud trabajando con ella, y en
el resto del trabajo solamente se comentaran los resultaos obtenidos para la columna

LuxCellulose 2.
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- Columna LuxCellulose 2

Como ya se ha comentado anteriormente, los resultados para esta columna fueron muy

satisfactorios, lograndose la separacidon enantiomérica de todos los compuestos.

El primer modificador organico utilizado fue metanol. Se analizaron todos los compuestos
(sulconazol, bifonazol, triadimefon y triadimenol) en régimen de gradiente (5% hasta los 5
minutos, y una rampa de gradiente de 1,67 %/min hasta alcanzar un 30% de modificador a los
20 minutos) en las condiciones de temperatura, presidon y flujo de fase mdvil antes
mencionadas; de este modo, pudo obtenerse una estimacion del porcentaje de modificador
necesario para la elucién de cada compuesto, asi como de su retencién. A continuacién, se
seleccioné el rango de porcentaje de modificador que podria proporcionar los mejores
resultados, y se analizé cada uno de los analitos con dichos porcentajes en régimen isocratico,

con el fin de encontrar el porcentaje 6ptimo para cada separacion.

Posteriormente, se estudid la separacién de los compuestos con etanol y con isopropanol. En
estos casos no se hizo un gradiente para estimar los tiempos de retencién, sino que selecciond
directamente el intervalo de porcentajes de modificador a estudiar teniendo en cuenta los
resultados obtenidos para el metanol, y que la retencion de estos modificadores seria mayor
al ser menos polares (por lo tanto, podrian ser necesarios porcentajes mayores que para el

metanol).
A continuacion se comentaran los resultados obtenidos en el estudio con esta columna.

Hay que sefialar que en la discusidn de resultados se estd suponiendo que el orden de elucidn
del par enantiomérico no se modifica con el tipo de modificador, pero es algo que no se ha
podido comprobar ya que no dio tiempo a utilizar el detector de dicroismo circular debido a
la emergencia sanitaria. Solo en el caso del triadimenol se pudo constatar un cambio en el
orden de elucion, debido a que los cuatro diastereoisdmeros no se encontraban en la misma

proporciéon en el patrén utilizado (en el que predominaba del diastereoisémero threo).
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5.2. Efecto del modificador organico

En la columna LuxCellulose 2, los tres modificadores orgdnicos utilizados son, como se ha
comentado anteriormente, metanol, etanol e isopropanol. Estos tres alcoholes tienen
polaridad decreciente seguin el orden (MeOH > EtOH > iPrOH), por lo que la retencion de los
compuestos sera diferente (en principio, cuanto mayor sea la polaridad de la fase movil,
menor sera el tiempo de retencion de los analitos). Otra diferencia importante entre los tres
modificadores orgdnicos utilizados es la viscosidad, que aunque no influye directamente en la
interaccidn del analito con la fase estacionaria si que afecta al andlisis, ya que cuanto mas
viscosa sea la fase mévil, mayor sera la caida de presion en la columna; como trabajar con
caidas de presion elevadas (superiores a unos 300 bar) puede daiiar las valvulas y la columna,
la viscosidad de la fase mévil limita el porcentaje de modificador organico que puede utilizarse
(al aumentar el porcentaje de modificador, se incrementa la caida de presidn). Por lo tanto,
con isopropanol no se podran alcanzar porcentajes de modificador orgdnico tan elevados

como con metanol, y los tiempos de retencidon serdn mayores.

El estudio inicial se realizé a 352Cy 150 bar, con un flujo de fase mévil de 2 mL/min. El volumen

de inyeccién fue de 10 pL.

En el caso del sulconazol, cuando se utilizé metanol los dos enantidmeros eluian juntos (se
producia retencion pero esta no es enantioselectiva). En la Tabla 5 se recogen los tiempos de
retencién vy la resolucion (Rs) obtenida para cada uno de los modificadores organicos y

porcentajes utilizados.

Con el isopropanol solamente se realizé el estudio para un porcentaje del 30%, debido a que
la caida de presion con este modificador fue mayor, y utilizar mayores porcentajes supondria

una caida de presién demasiado elevada que danaria la columna.

Como puede observarse, los mejores resultados para el sulconazol se obtuvieron utilizando
etanol, con el que se obtuvieron enantiorresoluciones superiores a linea de base (Rs > 1,5).
Con isopropanol también se logré resolver los enantiomeros, pero los tiempos de retencién

eran mucho mas altos.
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Tabla 5. Efecto del modificador orgdnico en la separacion enantiomérica de sulconazol. Condiciones cromatogrdficas:
Temperatura 35 °C, presion 150 bar, flujo 2 mL/min

(*) Condiciones no estudiadas.

SULCONAZOL
MeOH EtOH iPrOH
Modi;/iocador tr1 (min) | tr2 (min) Rs tr1 (min) | tr2 (min) Rs tr1 (min) | tr2 (min) Rs
20 (*) (*) (*) 31,77 34,88 1,89 (*) (*) (*)
30 15,20 15.20 0 14,23 15,63 1,73 20,92 27,55 4,74
35 (*) (*) (*) 11,09 12,09 1,64 (*) (*) (*)
40 9,05 9.05 0 9,04 9,84 1,58 (*) (*) (*)

Para analizar como varia el tiempo de retencién de cada uno de los enantiémeros con el

porcentaje de modificador organico, se representd dicho porcentaje frente al tiempo de

retencion (Grafico 1).
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Grdfico 1. Variacion de la retencion de sulconazol con el porcentaje de EtOH
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A la vista de la grafica obtenida, la retencién disminuyé de forma exponencial al aumentar el

porcentaje de modificador organico, como consecuencia del aumento de la polaridad y la

densidad de la fase movil. La tendencia en la retencidon de ambos enantiémeros del sulconazol

fue practicamente la misma, y conforme se aumentd el porcentaje de modificador organico

utilizado, la diferencia entre la retencion de los enantiomeros disminuyé. Esto coincide con

los datos de la tabla 5, donde la resolucién entre los picos también disminuyé al aumentar el

porcentaje de etanol, si bien hay que sefalar que la disminucidn en la resoluciéon fue menos

marcada que la del tiempo de retencién.
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En el caso del bifonazol, se logrd la separacidon enantiomérica con los tres modificadores

organicos (Tabla 6) obteniéndose enantiorresoluciones bastante altas en todos los casos. Las

mayores retenciones se obtuvieron con isopropanol. Hay que seiialar que cuando el

porcentaje era igual o inferior a 20%, el metanol proporciond retenciones mas bajas que el

etanol, pero este orden se invirtié cuando se utilizaron porcentajes mayores del 20%. También

hay que decir que el metanol proporcioné mejores formas de pico (con etanol, y sobre todo

con isopropanol, la simetria de los picos empeoraba), y considerando un mismo porcentaje,

las mayores resoluciones.

Tabla 6. Efecto del modificador orgdnico en la separacion enantiomérica de bifonazol. Condiciones cromatogrdficas:
Temperatura 35 °C, presién 150 bar, flujo 2 mL/min

(*) Condiciones no estudiadas.

BIFONAZOL
MeOH EtOH iPrOH
% Modificador | tri (min) tr2 (min) Rs tr1 (min) trz (min) Rs tr1 (min) trz (min) Rs
15 15,08 22,03 8,87 21,79 31,07 4,82 (*) (*) (*)
20 12,16 16,45 5,45 13,17 18,21 4,52 18,84 26,44 5,19
25 9,07 12,00 5,18 8,69 11,72 4,26 (*) (*) (*)
30 7,13 9,25 5,29 6,69 8,91 4,43 8,85 11,89 4,43
35 (*) (*) (*) 5,27 6,79 4,19 (*) (*) (*)

Las siguientes graficas muestran codmo varia el tiempo de retencidn de los enantiomeros de

bifonazol al modificar los porcentajes de modificador orgdnico (puesto que para el

isopropanol solamente se estudiaron dos porcentajes de modificador, no pudo analizarse la

variacion del tiempo de retencién).
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Al utilizar metanol, la variacidon de la retencidn parece mas lineal que al utilizar etanol, donde

la disminucién en la retencidn parece seguir una tendencia mas exponencial.

Al aumentar el porcentaje de modificador, la enantiorresolucién disminuydes ligeramente.

Para triadimefon y triadimenol, por su relacién analito - producto de degradacién, se estudié
el mismo rango de porcentajes de modificador organico. La separacion del triadimenol fue

mas compleja, debido a que son cuatro los enantidmeros a separar.

El triadimefon mostrd una baja retencién en la columna Lux Cellulose 2, pero esto no impidié
obtener enantiorresoluciones superiores a la linea de base. Para todos los modificadores
orgdnicos se obtuvieron buenas enantiorresoluciones en cortos tiempos de andlisis, en

muchos casos inferiores a 4 minutos, como puede observarse en la Tabla 7.

Tabla 7. Efecto del modificador orgdnico en la separacion enantiomérica de triadimefon. Condiciones cromatogrdficas:
Temperatura 35 °C, presién 150 bar, flujo 2 mL/min

(*) Condiciones no estudiadas.

TRIADIMEFON
MeOH EtOH iPrOH

% Modificador | tri (min)  trz2 (min) Rs tri1 (min)  trz (min) Rs tri (min)  trz (min) Rs
5 5,25 6,12 3,61 5,49 6,60 3,89 (*) (*) *)
8 3,93 4,41 2,91 3,72 4,17 2,88 4,29 4,85 2,80
10 3,25 3,63 2,71 3,23 3,60 2,69 3,59 3,99 2,69
15 3,33 3,68 1,60 2,64 2,88 2,21 2,69 2,91 2,03
20 2,40 2,57 1,92 2,45 2,61 1,63 2,31 2,44 1,45
25 2,24 2,37 1,60 2,20 2,32 1,28 (*) (*) *)

Como en los casos anteriores, a medida que aumento el porcentaje de modificador se produjo

un descenso marcado en la retencidén, con una tendencia exponencial, mientras que la

disminucion de la enantiorresolucién fue mas pequeiia.
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Por ultimo, en la tabla 8 se recogen los resultados correspondientes al triadimenol.

En los analitos anteriores, los picos proporcionados por cada uno de los enantiomeros eran
de tamanos similares puesto que eran mezclas racémicas, por lo que no podia determinarse
si al cambiar de modificador organico, el orden de elucion variaba (de ahi el interés de repetir
los analisis con un detector de dicroismo circular, como se planeaba realizar en un principio);
sin embargo, en los cromatogramas del triadimenol existen diferencias en los tamafios de los
picos: hay dos picos mas pequefios y dos mds grandes, debido a que en el patrén disponible
predominaba el diastereoisémero threo. Esto ha permitido observar que, al cambiar el
modificador orgdnico, el orden de elucién de los diastereoisémeros ha cambiado, tal y como
se aprecia en los cromatogramas de las figuras 7 y 8, si bien dentro de cada diastereoisémero
no se puede saber cual es el orden de elucién de los enantiomeros. En las figuras se han
incluido los nombres dados a cada uno de los picos (1G, 2G, 1P y 2P) para identificarlos por su
tamafio y orden de elucidn (se ha supuesto que cada uno de ellos corresponde a un mismo
enantidmero con todos los modificadores organicos; por ejemplo, el enantiomero que

proporciona el pico 2G es el mismo en todos los casos).
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Figura 7. Cromatograma de la separacién de triadimenol. Condiciones: 8% MeOH, 35 °C, 150 bar, 2mL/min

1 e |

50000 |

Intensity (1]

T T T T T T T T T 1
110 120 130 140 150 180 17.0 180 190 200

T T T T T T T T T T T
0o 10 20 30 40 50 80 70 80 a0 100
Retertion Time min|

Figura 8. Cromatograma de la separacién de triadimenol. Condiciones: 8% iPrOH, 35 °C, 150 bar, 2mL/min
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Como se observa en la tabla 8, los peores resultados se obtuvieron con etanol, ya que no se
logro resolver los cuatro enantidmeros: a porcentajes bajos los enantidmeros 2 y 3 coeluian,
mientras que a porcentajes mas altos los enantiomeros 3 y 4 no llegan a resolverse hasta linea
de base. En cambio, utilizando metanol o isopropanol fue posible separar los cuatro

enantiémeros con resoluciones superiores a la linea de base (Rs > 1,5).

Tabla 8. Efecto del modificador orgdnico en la separacion enantiomérica de triadimenol.

Condiciones cromatogrdficas: Temperatura 35 °C, presién 150 bar, flujo 2 mL/min

TRIADIMENOL
MeOH
% Modificador | tri(min) trz2 (min) trs (min) tra (min) Rs 12 Rs 2.3 Rs 34
5,00 12,61 15,29 16,81 21,35 4,21 2,08 5,28
8,00 6,44 7,43 8,00 9,73 3,16 1,67 4,62
10,00 4,79 5,43 5,73 7,00 2,74 1,26 4,50
15,00 4,11 4,44 4,44 4,99 1,94 0,00 3,23
20,00 2,81 3,05 3,05 3,49 1,90 0,00 3,14
25,00 2,45 2,63 2,63 2,91 1,68 0,00 2,48
EtOH
% Modificador | tri(min) trz2 (min) trs (min) tra (min) Rs 12 Rs 2.3 Rs 34
5,00 13,05 19,29 19,29 24,83 7,41 0,00 5,00
8,00 6,69 8,56 8,56 10,45 6,21 0,00 4,97
10,00 4,88 6,39 6,39 7,84 5,46 0,00 4,19
15,00 3,32 3,81 3,93 4,49 4,16 0,92 3,29
20,00 2,72 3,00 3,13 3,43 2,62 1,21 2,33
25,00 2,32 2,48 2,59 2,77 1,75 1,13 1,71
30,00 2,09 2,21 2,32 2,45 1,44 1,30 1,40
iPrOH
% Modificador | tri(min) trz2 (min) trs (min) tra (min) Rs 12 Rs 23 RS 3.4
8,00 10,11 12,13 13,44 16,47 3,37 1,87 4,06
10,00 7,16 8,32 8,97 10,80 3,04 1,55 3,85
15,00 4,17 4,59 4,99 5,72 2,23 1,98 3,22
20,00 3,05 3,24 3,55 3,91 1,32 2,01 2,09

Como en los casos anteriores, se ha representado graficamente la variacion del tiempo de

retencidn con el porcentaje de modificador.

La tendencia entre metanol y etanol fue muy similar: una disminucién muy pronunciada en

los tiempos de retencién al aumentar el porcentaje de modificador cuando se trabajo a
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porcentajes bajos, que se suavizé conforme la proporcidon de modificador en la fase movil

aumento.

Con isopropanol, tal y como ocurria en el triadimefon, la disminucién no fue tan pronunciada.
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Grdfico 4. Variacion de la retencion de triadimenol con el porcentaje de MeOH
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Grdfico 5. Variacion de la retencidn de triadimenol con el porcentaje de EtOH
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5.3. Efecto de la temperatura

La temperatura es un pardmetro muy importante en el control de las separaciones quirales,
ya que un cambio en la misma puede afectar tanto a la retencién como a la selectividad, por

lo que también se verd afectada la enantiorresolucién [1, 24].

Cuando se trabaja a presion constante, un aumento en la temperatura de un fluido binario
produce una disminucién en la densidad, pero su efecto en la retencidn es controvertido en
SFC, de forma que no siempre se traduce en un aumento o una disminucion de la retencion:
en algunos casos, un aumento de la temperatura produce una disminucién de la retencién,
pero en otros conduce a un aumento, o incluso no tiene un efecto muy significativo sobre la

retencién [2, 24].

Por este motivo, es muy importante seleccionar la temperatura mas adecuada para realizar
las separaciones cromatograficas, alcanzando un compromiso entre tiempo del andlisis y

selectividad.

La selectividad (a) de una separacién cromatografica se determina como:

Ecuacion 1. Selectividad

tro — Lo

tr1 —to

Donde t,4 Y t,-, son los tiempos de retencidn de dos picos consecutivos, y t, el tiempo muerto
(que se define como el tiempo transcurrido entre la inyeccion y la elucién del pico

correspondiente a un compuesto no retenido).

Esta selectividad puede relacionarse con la temperatura del andlisis (T) a través de la ecuacién

de Van’t Hoff:

Ecuacion 2. Ecuacion de Van't Hoff en funcidn de la selectividad

o1 (AAH°>+ (AAS°)
nae==—r{"x R
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Donde R es la constante de los gases ideales (que tiene un valor de 8,31 J/Kelvin-mol), y AAH®
y AAS° son las diferencias entre las variaciones de entalpia y de entropia de interaccién de

los enantidmeros con la fase estacionaria y la fase moévil.

Otra forma de expresar esta ecuacidon es a través del logaritmo neperiano del factor de

retencién k, que viene dado por:

Ecuacion 3. Factor de retencion

Donde t; es el tiempo de retencion, y to es el tiempo muerto.

La ecuacién de Van’t Hoff en funcién del neperiano de k es:

Ecuacion 4. Ecuacion de Van't Hoff en funcidn del factor de retencion

Ll 1 (AAH") (AAS"
ne==r R R

)-I—ln(D

Donde @ es larelacion de fases, que en este caso es igual a 1.

Asi, la retencién y la selectividad de la separacidon cromatografica estdn afectadas por dos
términos diferentes: el término entalpico, que disminuye conforme aumenta la temperatura,
y el entrépico, que es independiente de la misma. La representacion grafica del logaritmo
neperiano de la selectividad o frente al inverso de la temperatura 1/T es lineal cuando AAH®

y AAS® son independientes de la temperatura.

Mediante la ecuacion de Van’t Hoff puede determinarse también la temperatura de
isoelucion, que es la temperatura para la cual la selectividad a es igual a 1 (o el logaritmo
neperiano es 0). Por lo tanto, coincide con el punto de corte de la recta con el eje x (en
realidad, el inverso de dicho punto). Se define como la temperatura a la cual el par de
enantidmeros coeluyen; sobrepasada esta temperatura volveria a haber separacién entre los
enantidmeros, pero se produciria una inversion en el orden de elucién, es decir, en la

selectividad.
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La presidn, por su parte, tiene menor efecto en la separacion [1, 24, 28], por lo que en este
trabajo todos los andlisis se han llevado a cabo a 150 bar, cuidando que la caida de presién se

mantuviera en unos valores razonables (entre 170 y 190 bar en todos los casos.)

Para cada uno de los compuestos, con cada modificador organico, se selecciond el porcentaje
de modificador que proporcionaba los mejores resultados (teniendo en cuenta el tiempo de
retencion, la resolucion y el consumo de disolvente), y se repitié el analisis a diferentes
temperaturas: 20, 25, 30 y 35°C (los datos correspondientes a esta Ultima temperatura son
los obtenidos en los analisis anteriores). El flujo de fase mdvil se mantuvo en 2 mL/min, y el
volumen de inyeccién en 10 pL. Las tablas 9 a 12 recogen los resultados obtenidos con cada

modificador organico.

Con sulconazol, tal y como se habia comentado en el apartado anterior, no fue posible la
separacion enantiomérica con metanol, y con isopropanol no dio tiempo a completar los
analisis para toda la serie de temperaturas. A la vista de los datos de la Tabla 9, la retencidn

tiene tendencia a disminuir conforme aumenta la temperatura.

En su caso, solamente la representacion de In k frente a 1/T pudo ajustase a una recta (Grafico
8), y sblo con los resultados obtenidos utilizando etanol. De la interseccién se obtuvo una
temperatura de isoelucion que resultd ser -149,2°C. Puesto que la temperatura de isoeluciéon
se encuentra por debajo de las temperaturas de trabajo, el mecanismo de separacién es de
control entrépico, y a medida que aumente la temperatura la selectividad aumentaria. En los
resultados mostrados en la tabla 9 realmente no se observa el aumento de la selectividad, es
mas bien constante, lo cual puede ser debido a que el intervalo de temperaturas de trabajo
se encuentra muy alejado del punto de isoelucidén; en esta zona de trabajo ambas lineas son
casi paralelas, y por lo tanto la variacion en la selectividad es muy pequefiia, practicamente

nula.
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Tabla 9. Influencia de la temperatura en la separacion enantiomérica de sulconazol. Condiciones cromatogrdficas: presion
150 bar, flujo 2 mL/min

(*) Condiciones no estudiadas.

SULCONAZOL
Temperatura (°C) k1 k2 o Rs
20 6,264 6,901 1,10 1,41
25 6,185 6,806 1,10 1,51
EtOH 40%
30 5,727 6,325 1,10 1,50
35 5,518 6,094 1,10 1,58
20 (*) (*) (*) (*)
25 * * * *
iPrOH 30% ®) " " ®)
30 14,48 19,99 1,38 4,20
35 14,38 19,26 1,34 4,74
In k1 In k2
2,000
1,950
1,900
1,850
£ 1,800
1,750
1,700
1,650
0,0032 0,0033 0,0033 0,0034 0,0034 0,0035 0,0035
1/T(K)

Grdfico 7. Representacion de In k - Sulconazol - 40% EtOH

Tabla 10. Pardmetros termodindmicos y temperatura de isoelucion para el sulconazol

AAH® (J/mol) AAS° (J/K-mol) Tisoelucién (°C)

-171,1 1,4 -149,2
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En el caso del bifonazol (Tabla 11) tampoco fue posible completar la secuencia de
temperaturas con el isopropanol. Con el metanol, la simetria de los picos mejoré al disminuir
la temperatura. Como puede observarse en los datos mostrados, para todos los modificadores
estudiados la retencién disminuyé al aumentar al temperatura, pero ni el factor de
selectividad ni la resolucidn mostraron una tendencia clara. Las representaciones del Ina y In
k frente al inverso de la temperatura no fueron lineales en ningln caso, lo que puede ser
explicado porque se produzcan variaciones en el mecanismo de retencién al modificar la

temperatura de trabajo.

Tabla 11. Influencia de la temperatura en la separacion enantiomérica de bifonazol. Condiciones cromatogrdficas: presion
150 bar, flujo 2 mL/min

(*) Condiciones no estudiadas.

BIFONAZOL
Temperatura

(°C) k1 k2 a Rs

20 4,23 6,13 1,45 4,92

25 4,04 5,59 1,38 5,17
MeOH 30%

30 3,87 5,36 1,39 5,12

35 4,10 5,61 1,37 5,29

20 3,22 4,41 1,37 4,43

25 3,03 4,38 1,45 4,89
EtOH 35%

30 2,02 2,85 1,41 4,68

35 2,53 3,55 1,40 4,19

20 (*) (*) (*) (*)
. 25 5,33 7,44 1,40 3,53
iPrOH 30%

30 5,51 6,98 1,27 3,52

35 5,51 7,74 1,41 4,43

Con el triadimefon (que es el compuesto que presentd la menor retencidon de todos los
estudiados), se realizaron dos estudios paralelos: por una parte, se utilizaron los mejores
porcentajes para cada modificador organico (8% MeOH, 8% EtOH Y 15% iPrOH), y por otra, se
estudié el efecto de la temperatura utilizando un mismo porcentaje (8%) con todos los
modificadores, para comprobar si el cambio en el modificador organico daba lugar a

comportamientos diferente. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 12.
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Como puede apreciarse, cuando se mantuvo fijo el porcentaje de modificador en un valor bajo
(8%), al aumentar la temperatura la retencion aumenté para cualquiera de los modificadores
utilizados. La selectividad disminuyé a medida que se incrementd la temperatura,
especialmente cuando se empled metanol o etanol; en cambio, con isopropanol no se obtuvo
una tendencia clara. Cuando se obtuvieron las representaciones de In a con estos datos, sélo
hubo un comportamiento lineal en el caso de utilizar metanol y etanol (Graficos 9 y10). Con
isopropanol, fue la representacion de In k la que proporciond buen ajuste lineal. En todos los
casos se pudo calcular la temperatura de isoelucidn, obteniendo valores por encima de las
temperaturas de trabajo al utilizar metanol y etanol, lo que indica que en estos casos la
enantioseparacién es de control entdlpico y la selectividad disminuird al aumentar la
temperatura. La temperatura de isoelucidn obtenida en el caso de utilizar isopropanol estaba
por debajo del rango de trabajo, de modo que el mecanismo en este caso es de control

entrdpico, y la selectividad aumentara al incrementar la temperatura.

Cuando se utilizaron porcentajes mas altos de modificador (20% de etanol o 15% de
isopropanol), la retencién también aumentd con la temperatura, pero la selectividad no siguid
una tendencia clara. Se obtuvieron representaciones lineales al representar In k frente a 1/T
(Gréfico 11 y Grafico 13), y partir de ellas se calculd la temperatura de isoelucion; el caso del
20% de etanol, se obtuvo un valor por encima del intervalo de trabajo (149,7 °C); por lo tanto,
también en este caso el mecanismo es de control entalpico y la selectividad disminuira al
aumentar la temperatura. La temperatura de isoelucién obtenida cuando se utilizd 15%
isopropanol de nuevo resultaron muy por debajo del intervalo de trabajo, por lo que con este

modificador el mecanismo de separacién es de control entrépico.
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Tabla 12. Influencia de la temperatura en la separacion enantiomérica de triadimefon. Condiciones cromatogrdficas: presion

150 bar, flujo 2 mL/min

TRIADIMEFON
Temperatura (°C) k1 k2 a Rs
20 1,16 1,46 1,26 3,02
25 1,25 1,55 1,24 3,09
MeOH 8%
30 1,26 1,54 1,22 3,01
35 1,31 1,60 1,21 2,91
20 1,09 1,35 1,25 3,01
25 1,14 1,41 1,24 3,22
EtOH 8%
30 1,18 1,44 1,23 3,06
35 1,27 1,54 1,22 2,88
20 0,50 0,61 1,21 1,61
25 0,53 0,63 1,19 1,53
EtOH 20%
30 0,55 0,66 1,19 1,67
35 0,61 0,72 1,17 1,63
20 1,43 1,70 1,19 2,40
. 25 1,42 1,75 1,23 3,10
iPrOH 8%
30 1,84 2,21 1,20 2,68
35 2,07 2,47 1,19 2,80
20 0,77 0,89 1,16 1,50
. 25 0,80 0,94 1,18 1,65
iPrOH 15%
30 0,88 1,03 1,16 1,77
35 0,96 1,12 1,16 2,03
0,24 0,23
0,23 .,.-’ 0.22
‘ 0,21
0,21 5
o] 0,20
£ ¢ =
0,20 @ 0,19
0,18 0,18
0,00320 0,00330 0,00340 0,00350 0,0032 0,0033 0,0034
1/T(K?) 1/T(K?)

Grdfico 8. Representacion de In a — Triadimefon - 8% MeOH
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Grdfico 10. Representacion de In k - Triadimefon - 20% EtOH
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Grdfico 11. Representacion de In k - Triadimefon - 8% iPrOH
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Grdfico 12. Representacion de In k - Triadimefon - 15% iPrOH

Tabla 13. Pardmetros termodindmicos y temperaturas de isoelucion para el triadimefon

TRIADIMEFON
AAH® (J/mol) AAS° (J/K-mol) T isoelucién (°C)
MeOH 8% 1667,5 -3,8 165,1
EtOH 8% 1290,9 -2,6 232,9
EtOH 20% 1507,6 -3,6 149,7
iPrOH 8% -329,1 2,6 -144,5
iPrOH 15% 27,9 -25,1 -271,9
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Con triadimenol (Tabla 14), se habia comentado que con ninguno de los porcentajes de etanol
estudiados se logro la separacidon de todos los enantiémeros; dentro de los porcentajes en
cuyos cromatogramas se observaban los 4 picos, aunque no hubiese separacién hasta linea
de base, se eligio estudiar la influencia de la temperatura con el porcentaje que suponia menor
consumo de disolvente (20% de etanol). Tampoco se logrd la separacién hasta linea de base

de todos los diastereoisomeros al modificar la temperatura de trabajo.

Tabla 14. Influencia de la temperatura en la separacion enantiomérica de triadimenol. Condiciones cromatogrdficas: presion
150 bar, flujo 2 mL/min

TRIADIMENOL

Temperatura k1 k2 k3 ka a a Rs Rs Rs
(°c) (1G) (2G) (1P) (2P) |(1G-2G) | (1P-2P) | (1-2) (2-3) (3-4)
20 2,37 3,22 3,60 4,87 1,36 1,35 3,05 1,81 5,33
MeOH 25 2,70 3,26 3,60 4,74 1,21 1,32 2,98 1,68 4,92
8% 30 2,83 3,37 3,70 4,77 1,19 1,29 3,04 1,66 4,89
35 3,10 3,73 4,10 5,20 1,20 1,27 3,16 1,67 4,62

Temperatura k1 k2 k3 ka a a Rs Rs Rs
(°C) (1G) (2G) (1P) (2P) | (1G-2G) | (1P-2P) | (1-2) (2-3) (3-4)
20 0,67 0,86 0,96 1,22 1,43 1,42 2,48 1,22 2,74
EtOH 25 0,69 0,85 0,94 1,16 1,37 1,37 2,41 1,23 2,65
20% 30 0,76 0,96 1,04 1,28 1,37 1,34 2,74 1,15 2,62
35 0,79 0,97 1,06 1,25 1,34 1,29 2,62 1,21 2,33
20 1,39 1,72 2,29 2,68 1,65 1,55 2,70 3,66 2,02
iPrOH 25 1,21 1,55 1,95 2,38 1,61 1,54 2,87 2,87 2,56
15% 30 1,74 2,15 2,77 3,13 1,60 1,45 2,88 3,57 1,79
35 2,04 2,34 2,63 3,17 1,29 1,35 2,23 1,98 3,22

Con todos los modificadores se aprecid un aumento de la retenciéon con el incremento la
temperatura. La selectividad, que se calculd para cada par de enantidmeros (por una parte 1P
y 2P, y por otra 1G y 2G), disminuyd conforme se aumenté la temperatura, especialmente
cuando se utilizé isopropanol. Las representaciones de In ay In k se llevaron a cabo para cada
pareja (Gréficos 13— 16). Tanto al utilizar metanol como etanol, la pareja (1P y 2P) proporciond
buen ajuste lineal al representar In a frente al inverso de la temperatura, mientras que la
pareja (1G, 2G) mostré un comportamiento lineal cuando se representd In k. A partir de estas
representaciones, se calculé la temperatura de isoelucién para uno de los pares

enantioméricos con cada modificador (Tabla 15). Todas ellas resultaron por encima de las
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temperaturas de trabajo, por lo que el mecanismo de separacion es de control entalpico, y la

selectividad disminuird con la temperatura.

Con isopropanol, las representaciones de In a y In k no fueron lineales para ninguna de las
parejas enantioméricas; esto puede explicarse porque el mecanismo de retencién al utilizar

este modificador varie con la temperatura de trabajo.
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Grdfico 13. Representacion de In a - Triadimenol (picos Grdfico 14. Representacion de In k - Triadimenol (picos
1Py 2P)- 8% MeOH 1Gy 2G) - 8% MeOH
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Grdfico 16. Representacion de In a - Triadimenol Grdfico 15. Representacion de In k - Triadimenol (picos 1G y

(picos 1P y 2P)- 20% EtOH 2G) - 20% EtOH

Tabla 15. Pardmetros termodindmicos y temperaturas de isoelucion para el triadimenol

TRIADIMENOL
AAH® (J/mol) | AAS° (J/K-mol) Tisoelucién (°C)

1P, 2P 3239,0 -8,5 105,8
MeOH 8%

1G, 2G 5696,4 -17,2 58,6

1P, 2P 4765,2 -13,3 84,2
EtOH 20%

1G, 2G 2884,4 -6,9 143,0
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5.4. Condiciones seleccionadas

En la Tabla 16, se indican las mejores condiciones en términos de retencién y resolucion para
la separacién enantiomérica por SFC de cada uno de los compuestos. En todos los casos, el

flujo de fase movil es de 2 mL/min, y el volumen de inyeccién de 10 pL.

Tabla 16. Mejores condiciones para la separacion de los compuestos analizados en la columna LuxCellulose2

COLUMNA LUX CELLULOSE 2

o owmweewen
EtOH 40% 35°C 150
EtOH 35% 35°C 150
MeOH 8% 20 °C 150
iProH 15% 25 °C 150

En bifonazol, el consumo de disolvente fue menor al utilizar 35% de etanol que con 30 %

metanol, por lo que se considerd mejor opcion utilizar dicho porcentaje de etanol.

Las condiciones incluidas en la tabla son las mejores para la separacion individual de cada uno
de los compuestos, teniendo en cuenta el tiempo de retencidn, la resolucién y el consumo de
disolvente; sin embargo, en el caso de triadimefon y triadimenol puede ser interesante su
separacidn conjunta. En este caso, las condiciones mas adecuadas, por resoluciéon y consumo

de disolvente, serian 8% MeOH a 20°C.

A continuacién se adjuntan los cromatogramas obtenidos para cada uno de los compuestos

en las condiciones dptimas:
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Figura 9. Cromatograma de la separacién de sulconazol. Condiciones: 40% EtOH, 35 °C, 150 bar, 2mL/min
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Figura 10. Cromatograma de la separacién de bifonazol. Condiciones: 35% EtOH, 35 °C, 150 bar, 2mL/min
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Figura 11. Cromatograma de la separacién de triadimefon. Condiciones: 8% MeOH, 20 °C, 150 bar, 2 mL/min
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Figura 12. . Cromatograma de la separacién de triadimenol. Condiciones: 8% MeOH, 20 °C, 150 bar, 2 mL/min
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Figura 13. Cromatograma de la separacion de triadimenol. Condiciones: 15% iPrOH, 25 °C, 150 bar, 2 mL/min
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6. PERSPECTIVAS DE CONTINUACION DEL TRABAIO

Como se ha comentado a lo largo del trabajo, algunos puntos no han podido ser completados
por falta de tiempo debido al decreto del estado de alarma por la situacién del COVID-19. A
continuacion se comentardn un poco mas a fondo, con el fin de dar una idea mas precisa del

alcance original del trabajo, y como posible ampliacidon del mismo en un futuro.

Lo primero seria completar las secuencias de temperaturas del sulconazol y el bifonazol
utilizando como modificador organico 30% de isopropanol, que quedaron incompletas
(solamente pudieron hacerse 3 de las 4 temperaturas a estudiar). Con ellas, se tendrian datos
suficientes para comparar el efecto de la temperatura en la separacion enantiomérica con

todos los modificadores organicos.

El siguiente paso seria estudiar la separacidn de una mezcla de triadimefon y triadimenol, con
un 8% de MeOH a 20 °C (presion 150 bar, y flujo de fase mévil 2 mL/min, las condiciones
seleccionadas), para comprobar si la separacion hasta linea de base de todos los enantiémeros

es posible.

Posteriormente, se repetiria todo el estudio que se ha llevado a cabo con la columna Lux
Cellulose 2 (efecto del tipo y porcentaje de modificador organico y de la temperatura) con una

columna quiral polimérica derivada de amilosa (Luz Amillose 2).

Ademas, para determinar si existe variacién en el orden de elucion de los enantiémeros al
cambiar de modificador organico, se llevaria a cabo el analisis con un detector de dicroismo
circular. Con esto también podria identificarse cada uno de los enantiémeros, saber cudl es el

dextrégiro y cual el levogiro.
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CONCLUSIONES

La columna Chiralcel OD no ha proporcionado buenos resultados en la separacién
enantiomérica de los compuestos estudiados, puesto que se produce retencién de los
compuestos (los analitos establecen interacciones con la fase estacionaria) pero esta
no es enantioselectiva.

La columna Lux Cellulose 2 ha permitido buenas separaciones de todos los
compuestos, en diferentes condiciones de modificador organico y temperatura.

En general, la retencidon de los compuestos depende del tipo de modificador organico
utilizado, y disminuye en el sentido en el que aumenta la polaridad de este; es decir,
las mayores retenciones se obtuvieron cuando se utiliz6 como modificador organico
isopropanol, y las menores cuando se utilizd metanol. Esta misma variacion se observa
cuando para un mismo modificador orgdnico se aumenta su porcentaje: la retencién
disminuye como consecuencia del aumento de la polaridad de la fase movil.

Las enantiorresoluciones se ven mds afectadas por el tipo de modificador organico que
por su porcentaje. Para la mayoria de los compuestos estudiados se lograron
resoluciones superiores a la linea de base (Rs > 1,5) con cualquiera de los tres
modificadores empleados excepto para el sulconazol, para el que no se logré la
resolucién de los enantiomeros con metanol, y para triadimenol, para el cual no se
lograron resolver los cuatro diastereoisémeros cuando se utilizé etanol. También hay
que sefalar que para triadimefon y triadimenol, las variaciones en |Ia
enantiorresolucién con el tipo de modificador organico fueron menos marcadas que
para los otros compuestos, a la vez que fueron los menos retenidos en la columna
LuxCellulose 2. Por el contrario, las mayores resoluciones se obtuvieron con metanol
en el caso del bifonazol y con isopropanol en el caso del sulconazol.

Es posible que el orden de elucidon de los enantiémeros sea diferente segun el tipo de
modificador organico empleado. Esto sélo pudo observarse en el caso del triadimenol,
ya que la proporciéon en la que se encontraba la pareja de diastereocisomeros en el
patron era diferente. En este caso, se pudo comprobar un cambio en el orden de
elucién de los enantiémeros cuando se utilizd metanol con respecto a cuando se utilizé

etanol o isopropanol, pero no se pudo constatar si también se producia un cambio en
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la elucidn de los isGmeros correspondientes al mismo diastereoisémero. Para poder
observar ese posible cambio en el orden de elucién de los enantidmeros hubiese sido
necesario emplear un detector de dicroismo circular, como se habia planificado al
comienzo del trabajo.

Con respecto a la influencia de la temperatura en la separacidon enantiomérica, hay
que sefialar que en el caso del sulconazol y el bifonazol la retenciéon disminuyé al
aumentar la temperatura. Por el contrario, para triadimefon y triadimenol, cuando se
utilizé un porcentaje bajo de modificador orgdnico (8%) la retencién aumenté al
aumentar la temperatura. Cuando se hicieron las representaciones de Van’t Hoff, sélo
se obtuvieron comportamientos lineales en el caso del sulconazol con un 40% de
etanol, encontrdndose que el mecanismo de separacion enantiomérica era de control
entrépico, ya que la temperatura de isoelucién estaba por debajo del intervalo de
temperaturas de trabajo. Para el triadimefon se obtuvieron representaciones lineales
en todos los casos; cuando se utilizé etanol al 8% y al 20% y metanol al 8%, la
temperatura de isoelucién se encontrd por encima del intervalo de temperaturas de
trabajo, por lo que el mecanismo de separacion era de control entalpico. Sin embargo,
al utilizar isopropanol al 8% y 15%, la temperatura de isoelucidn resultd por debajo del
intervalo de trabajo, de manera que, en estos casos, el mecanismo de separacion era
de control entrdépico. En el caso del triadimenol, las parejas de enantiomeros (1P, 2P)
y (1G, 2G) proporcionaron buenos ajustes lineales tanto al utilizar 8% de metanol como
20% de etanol. Las temperaturas de isoelucidon que se obtuvieron estaban por encima
de las temperaturas de trabajo, lo que indica que el mecanismo era de control
entalpico. Al utilizar 15% de isopropanol no se logd ajuste lineal de ninguna de las

parejas.
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CSPs: Chiral Stationay Phases

EtOH: Etanol

HPLC: High Performance Liquid Chromatography
iPrOH: lIsopropanol

LC: Liquid Chromatography

MeOH: Metanol

Rs: Resolucién

SFC: Supercritical Fluid Chromatography
to: Tiempo muerto

TEA: Trietilamina

TFA: Acido trifluoroacético

t: Tiempo de retencion

UV-VIS: Ultravioleta-Visible
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