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RESUMEN

En este trabajo se describe la sintesis, fun-
cionalizacion y evaluacion cromatografica
de tres silicas mesoporosas con propieda-
des fisicoquimicas diferentes. Los mate-
riales son preparados de acuerdo con mé-
todos ya establecidos, que conducen a
particulas isomorficas de tamafio micro-
métrico, y se modifican quimicamente
mediante un procedimiento clasico de sila-
nizacién con octildimetilclorosilano segui-
do por silanizacién secundaria o end-cap-
ping con trimetilclorosilano. La prueba de
Galushko y las relaciones cuantitativas es-
tructura retenciéon (RCER) son implemen-
tadas para la evaluacion cromatografica.
Con el fin de realizar un estudio compara-
tivo, los pardmetros obtenidos se confron-
tan con los reportados en la literatura para
cinco columnas comerciales. Aunque el
comportamiento cromatogréfico es el es-
perado para fases octil ligadas, los nuevos
materiales presentan una mayor hidrofobi-
cidad e inactividad quimica si se les com-

para con las columnas tradicionales. La
asimetria observada para los picos es atri-
buida a irregularidades en el empaque de-
bido a una mayor dispersion en el tamafio
y la morfologia de particula.

Palabras clave: fases estacionarias,
silicas mesoporosas, CLAE, relaciones
cuantitativas estructura-retencion, hidro-
fobicidad.

ABSTRACT

In this work the synthesis, functionaliza-
tion and chromatographic evaluation of
three mesoporous silicas with different
physical chemistry properties are descri-
bed. The materials were prepared, as iso-
morphic micrometric particles, according
to established methods and they were che-
mically modified by a classic procedure of
silylation with octyldimethylchlorosilane
followed by secondary silylation or
end-capping. Galushko’s test and quanti-
tative  structure-retention relationships
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were implemented for the chromatograp-
hic evaluation. A comparative study was
done by comparing the parameters obtai-
ned with those reported in literature for
five commercial columns.

Although the chromatographic beha-
vior is the expected for octyl phases, the
new materials show larger hydrophobicity
and chemical inactivity when compared
with traditional columns. The asymmetric
behavior of the peaks is attributed to pac-
king irregularities due to a larger disper-
sion in particle size and morphology.

Key words: Stationary phases, mesopo-
rous silica, HPLC, quantitative structure-
retention relationships, hydrophobicity.

INTRODUCCION

El continuo crecimiento en el uso de la
cromatografia liquida de fase reversa
para separaciones en los campos farma-
céuticos, biomédicos, bioquimicos y am-
bientales, entre otros, ha impulsado el de-
sarrollo de nuevas generaciones de
materiales que ofrezcan mayor eficiencia
y menor tiempo de analisis (1-3). Enla li-
teratura se han reportado diferentes estu-
dios que buscan caracterizar y clasificar
las columnas cromatograficas, de acuer-
do con su comportamiento de retencion
(4-17). Los métodos modernos de evalua-
cion cromatografica para fases reversas
se pueden agrupar en dos: pruebas cro-
matograficas y métodos estadisticos.

Pruebas cromatograficas

Intentando clasificar las columnas croma-
tograficas en términos de hidrofobicidad,
actividad de grupos silanol residuales, se-
lectividad por forma (o por tamaiio) y ca-
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pacidad de intercambio i6nico, se han de-
sarrollado una serie de pruebas empiri-
cas, dentro de las cuales las més conoci-
das son las de Engelhardt (4, 5), Walters
(6), Tanaka (7) y Galushko (8). Cada pro-
cedimiento utiliza sus propios analitos,
condiciones cromatograficas y céalculos
para encontrar dichos pardmetros. Mas
aln, estudios comparativos recientes han
demostrado que las diferentes pruebas
cromatograficas presentan una pobre co-
rrelacion entre ellas (9), por lo que la in-
terpretacion de algunos parametros puede
tornarse ambigua.

Meétodos estadisticos:
relaciones cuantitativas
estructura-retencion (RCER)

Actualmente, el uso de las relaciones
cuantitativas estructura-retencion es el
método mas apropiado para evaluar y cla-
sificar las fases estacionarias (10, 11,
12). Existen tres tipos de dichas relacio-
nes: la primera correlaciona el logaritmo
del factor de retencién (K’) con el logarit-
mo del coeficiente de particion P en el sis-
tema n-octanol-agua (10).

log K’ =k, +k, log P [1]

El segundo tipo de RCER fue reportado
en 1985 por Carr y colaboradores (13) y
estd basado en las relaciones lineales de
energia libre. Segin este modelo, cualquier
término involucrado con la energia libre en
un proceso de transferencia de fase (en
nuestro caso log K’), puede ser correlacio-
nado con diferentes propiedades molecula-
res que caracterizan al soluto. Carr obtuvo
dichas propiedades a partir de medidas sol-
vatocromicas (14, 15), de manera que sus
correlaciones con el logK” fueron llamadas
relaciones lineales de energia de solvata-
cion. Nuevas propiedades moleculares, de-
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rivadas de datos de cromatografia gaseosa,
coeficientes de particion solvente-agua y de
la estructura molecular, fueron propuestas
por Abraham y cols. (16, 17). Dado su ori-
gen termodindmico, estos datos describen
maés apropiadamente la energia involucrada
en nuestro proceso de particion cromato-
grafico. La forma general de esta correla-
cién, para una composicion fija de fase moé-
vil y para una determinada fase
estacionaria, es:

log K'=log K+ MV, +Sm,+ A o, +
BY' B, +RR, 2]

donde M, S, A y B son coeficientes de
ajuste obtenidos por regresion simultanea
de minimos cuadrados. En esta ecuacion
el subindice 2 hace referencia a una pro-
piedad del soluto. R, es la refracciéon mo-
lar, 2 o, es la acidez efectiva (sumatoria
de cada sitio donador en la molécula),
2 [,es la basicidad efectiva (sumatoria
de cada sitio aceptor), m,la dipolari-
dad/polarizabilidad y V_ es el volumen
McGowan. Cada uno de estos términos
tienen en cuenta las diferentes interaccio-
nes soluto-fase estacionaria y soluto-fase
movil (16, 17).

Los valores de los coeficientes de ajus-
te de la ecuacién pueden ser usados para
diferenciar, de una manera objetiva y
cuantitativa, las diversas fases estaciona-
rias usadas en CLAEFR. Estudios sobre
el efecto que tiene cada término de la
ecuacion 2 sobre la varianza del log K’,
para columnas de fase reversa, han mos-
trado que mas del 90% de la varianza en
los datos puede ser explicada por V. y

B,(11). De manera que no todos los
términos son estadisticamente significati-
vos, y es comin encontrar en la literatura
el uso de esta ecuacion en formas simpli-
ficadas (12).

El tercer tipo de RCER describe los
valores de K’ en términos de descriptores
estructurales quimico-cuanticos (10).

El logaritmo del factor de retencion es
un parametro que depende de las condicio-
nes instrumentales utilizadas para hallarlo,
principalmente la composicion de la fase
movil. Para hacer estudios comparativos
de las columnas cromatograficas usando
las RCER, R. Kaliszan y cols. (10) propo-
nen usar el factor de retencion que resulta-
ria si la elucién utilizando 100% de agua
como fase movil fuera experimentalmente
posible (K W ) Este valor es el intercepto
de la relacion lineal que existe entre el lo-
garitmo del factor de retencion isocratico
(K”) y la concentraciéon del modificador
organico en el eluente.

En 1992 los investigadores de 1a Mobil
reportaron por primera vez la sintesis de
una nueva familia de materiales mesopo-
rosos llamada M41S (18). Aunque estos
materiales son desordenados a escala ato-
mica, ellos exhiben una disposicion espa-
cial de poros organizada, dependiente de
las condiciones de sintesis, y una gran
area superficial, lo que los convierte en
excelentes candidatos a fases estaciona-
rias para cromatografia liquida. En este
trabajo se presenta el estudio del compor-
tamiento de retencion de tres fases esta-
cionarias mesoporosas con propiedades
fisicoquimicas diferentes. Se escogieron
los materiales SBA-3, SBA-15 y SBA-16
debido a las diferencias estructurales en-
tre ellos. Los materiales SBA-3 estdn
constituidos por particulas que exhiben
un arreglo hexagonal de poros no interco-
nectados, SBA-15 es el anilogo estructu-
ral de SBA-3 pero con poros interconec-
tados a través de mesoporos secundarios
o microporos. Ademas este material po-
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see didmetros y paredes de poro mayores,
lo que lo hace mis estable mecanicamen-
te. Por otro lado, SBA-16 exhibe un arre-
glo cubico tridimensional de poros inter-
conectados. La prueba de Galushko y las
dos primeras RCER fueron implementa-
das para la evaluacién cromatografica.
Los resultados fueron comparados con
los reportados por Claessens (9) y Kalis-
zan (10), quienes implementaron estas
mismas pruebas para evaluar cinco co-
lumnas C8 comerciales, las cuales seran
usadas como referencia.

MATERIALES Y METODOS
Preparacion de los materiales

Los procedimientos de sintesis y calcina-
cioén que originan particulas isomorficas
con tamafios entre 3 y 12 m para SBA-3,
SBA-15 y SBA-16 pueden ser consulta-
dos en la literatura (19-21). Estos mate-
riales seran identificados a través del tex-
to como S;, S5y Si respectivamente.

Modificacion organica

La silica calcinada es calentada en vacio a
150 °C por dos horas con el fin de remo-
ver toda el agua adsorbida. Posteriormen-
te se suspende en tolueno (relacion en
peso material/solvente=0,1) que contie-
ne una relaciéon equimolar de octildimetil-
clorosilano (ODMCS) y trietilamina
como catalizador (relacion molar
ODMCS/SiOH'=0,464 para S; 0 0,819
para S;5y Si6). La suspension se somete a
reflujo bajo agitacién durante veinticua-
tro horas. Para el “end-capping” se esta-
biliza la temperatura a 60 °C, se adiciona
TMCS (relacion molar TMCS/SiOH'=
1,346) y trietilamina en relacién equimo-
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lar, y se permite reaccion durante seis
horas més. El producto se recupera por
filtracion, se lava exhaustivamente con
tolueno, acetona, metanol y 50% meta-
nol/agua (V/V) para remover residuos
polares y no polares. Finalmente, el ma-
terial se seca a 150 °C. Las muestras sila-
nizadas son identificadas por el cédigo
C4C,." relacién molar calculada asumien-
do 10 grupos silanol/nm” y un 4rea super-
ficial de 1000 m?/g.

Caracterizacion

El ordenamiento espacial de los poros fue
confirmado desde los patrones de difrac-
cioén de rayos-x (19, 21). Las areas super-
ficiales, las distribuciones de diametros
de poro, los volimenes de poro y la pre-
sencia de microporosidad fueron deter-
minados a partir de las isotermas de ad-
sorcion-desorcion de N,, utilizando los
métodos ; de alta resolucion, BJH y BET
(19). El contenido de SiOH (antes y des-
pués de silanizacién) fue determinado
empleando espectroscopia infrarroja de
reflectancia difusa y piridina como molé-
cula prueba, de acuerdo con la metodolo-
gia propuesta por Ramirez y cols. (23).
Las muestras fueron examinadas usando
microscopia electrénica de barrido, a fin
de determinar la forma y el tamafio de las
particulas (21). Ademas, se determiné el
porcentaje en peso de carbono ligado me-
diante analisis quimico.

Empaquetamiento de la columna

Las columnas de acero inoxidable (con di-
mensiones de 150X4,6 6 150X 1,5 mm)
fueron empacadas en un equipo Haskel,
suspendiendo el material seco en 20 mL de
CCl, usando ultrasonido. Se utiliz6 meta-
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nol o una mezcla 70% MeOH-30% H,O
para empujar y compactar el sdlido en la
columna a una presioén que puede estar en-
tre 2000 (para las columnas de menor dia-
metro) y 4300 psi (para las columnas con
didmetro mayor). En la evaluacién croma-
tografica las columnas de menor didmetro
seran identificadas con un*. Los datos cro-
matograficos se obtuvieron en un croma-
tografo liquido Waters con una bomba
modelo 600, un refractometro diferencial
modelo 410 y un detector de arreglo de
diodos modelo 996.

Evaluacion cromatografica
Pruebas cromatogridficas

A continuacion se da un resumen de las
condiciones experimentales, los solutos y
los pardmetros obtenido a partir de la
prueba de Galushko:

Prueba de Galushko:

Fase movil: metanol/agua 60:40
(volumen/volumen)

Temperatura: 30 °C

Analitos: uracilo(ty), anilina, fenol,

benceno, tolueno.

Parametro: 1) Hidrofobicidad (HF):
K ieno + Kpenceno

St

2) Selectividad hidrofébica (SH): Calcu-
lada desde el factor de separacion entre el
benceno y el tolueno.

3) Actividad grupos silanol (Agy):

K’
1+ 3 X a:ulma -1
K fenol

en donde K’ es el factor de retencion. Los
cromatogramas fueron monitoreados a
una A = 254 nm.

Relaciones cuantitativas
estructura-retencion

Se usaron 18 analitos (benceno, fenol,
cafeina, naftaleno, tolueno, benzonitri-
lo, bifenilo, terfenilo, trifenileno, acido
benzodico, antraceno, octanol, butanol,
2-propanol, cloruro de metileno, etil
éter, dimetil formamida, acetona), para
tener un rango amplio en los coeficien-
tes de particion y los descriptores mole-
culares. Los compuestos aromaticos se
detectan por UV, los alifaticos por indi-
ce de refraccion. Cada analito es inyec-
tado entre cuatro y cinco veces, depen-
diendo de sus propiedades de retencion,
y eluido con diferentes composiciones
de la fase movil. La velocidad del flujo
fue ajustada de acuerdo con el didmetro
interno de la columna (0,8 mL/min para
las columnas de 1,5 mm y 1,0 mL/min
para las columnas de 4,6 mm). El loga-
ritmo del factor de retencién (logK’)
para cada inyeccion se grafica en fun-
cién del porcentaje de metanol en el
eluente (%MeOH). El logaritmo del
factor de retencion estandarizado
log K{,V) se encuentra en el intercepto
de la relacion lineal de Soczewinski en-
tre log K’ frente a %MeOH. Los cél-
culos estadisticos son realizados con el
software Statgraphics plus-5.0 mediante
métodos de regresion multiple. El loga-
ritmo del coeficiente de particion en el
sistema n-octanol-agua se obtuvo usando
un predictor interactivo (22), las propie-
dades moleculares de los solutos fueron
tomadas de las referencias (10) y (11).

En la Tabla 1 se presentan las fases
comerciales usadas como referencia.
Para cada columna, los coeficientes de
ajuste en la primer RCER y sus indica-
dores estadisticos fueron tomados direc-
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Tabla 1. Columnas cromatograficas usadas como referencia®

Columna Fabricante Abreviacién
Eclipse XDB-C8 Hewlett-Packard (USA) XC8
Symmetry Shield RPS Waters Assoc. (USA) Sym8
LiChrospher RP-Select B Merck (Alemania) SelB
Nucleosil 100-5 C8 Macherey-Nagel GMBH and Co (Alemania) NuC8
Nova-Pak C8 Waters Assoc (USA) Nova
“Datos tomados de (9) y (10)

tamente de la literatura (10) y se muestran
en la Tabla 5.

Para el segundo tipo de RCER, Kalis-
zany cols. utilizan la ecuacién general 2.
Por otro lado, y basados en estudios de
porcentaje de varianza (10), la siguiente
ecuacion simplificada fue usada aqui
como relacion de energia libre:

log W, =log K; + MV_ + Sm, +
AY a,+BY B, [3]

Los coeficientes de ajuste fueron ha-
llados al aplicar procedimientos de regre-
sion multiple a los datos del log K, toma-
dos de (10), y se muestran en la Tabla 6.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion fisicoquimica

El patr6n de difraccion de rayos-x para S5
presenta una seflal intensa en 20~1,40 y dos

sefiales débiles en 20~2,37 y 2,80. Los espa-
ciamientos interplanares, 93,7; 55.4; y
46,9 A respectivamente, son indexables
como reflecciones (100), (110) y (200),
confirmando el arreglo hexagonal de los
mesoporos y el grupo espacial de simetria
p6bmm. El material S5 presenta una sefial
intensa en 26~1,23 y dos sefiales débiles en
20~1,77 y 2,30; las cuales pueden ser inde-
xadas como una estructura ctibica con un
posible grupo espacial de simetria [m3m.
Una sola sefal fue observada en 26~3,09
para S; debido a una estructura porosa me-
nos organizada (19).

La Tabla 2 resume las caracteristicas
mesoestructurales y porosas obtenidas a
partir de las isotermas (19).

El contenido total de grupos silanol es
mayor para los materiales S;5 y Sis (5,8 y
6,0 OH/nm? respectivamente), si lo com-
paramos con el del material S; (3,8

Tabla 2. Caracteristicas mesoestructurales y porosas de los materiales sintetizados

Material | (d)gu® | Sper” S Sext”) Sint” Vap? Vi
S; 23 1075 836 9 827 0,56 0
Sis 80 901 745 33 712 115 0,038
Sis 61 966 799 15 784 0,77 0,047

a) diametro de poro mas frecuente determinado por el método BJH, b) area superficiales BET en m?/ g, ) areas
superficiales total, externa e interna en m%/ g calculadas a partir de las pendientes de los gréficos o, d) y e) vola-
menes mesoporosos primario y microporoso en (cm3/ g) calculados a partir de los interceptos en los gréficos c.
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OH/nm?). La cantidad de grupos silanol en
S5, es menor a la que existe sobre la super-
ficie de las silicas precipitadas usadas co-
munmente en cromatografia liquida (entre
5y 8 OH/nm?). Esta situacion originara
una pobre union quimica de moléculas or-
génicas, por lo que S; tendra un valor pe-
queiio en la densidad de fase enlazada y,
por tanto, una baja hidrofobicidad, afec-
tando su comportamiento cuando sea usa-
do como soporte en CLAEFR. Por tal ra-
zO6n, se implementd un proceso de
rehidroxilacion, en el cual la muestra cal-
cinada fue puesta en contacto con una solu-
cion 0,05M NH,OH (sélido: liquido
1g:200mL), bajo agitaciéon media a tempe-
ratura ambiente durante 24 horas. Este
proceso de rehidroxilacién incrementa el
numero de grupos silanol hasta 6,5
OH/nm?, valor similar al reportado para
silicas precipitadas, sin detrimento en las
propiedades estructurales del sélido. La

muestra rehidroxilada posee el c6digo R,,.
Después de silanizacion se observan bajos
contenidos de silanol residuales (0,72;
0,55y 0,29 OH/nm? para S;Roscsci, Siscsci
y Siscsc1 respectivamente) y altos porcen-
tajes de carbono ligado (12,8; 20,7 y
19,4% para S;Rypucsci, Siscsct Y Siecsci T€S-
pectivamente). De las microscopias elec-
tronicas de barrido se observa que los dia-
metros de particula oscilan entre 3-12 um.
En general, los materiales S; presentan
una morfologia esférica mas definida y
una menor distribucién de didmetros de
particula en comparacion con los materia-
les Si5 y Si6. Sin embargo, esta distribu-
cion de didmetro de particula es mayor
comparada con la de las silicas usadas en
CLAE. Los materiales S;¢ presentan una
morfologia poliédrica bastante particular
(19). La Tabla 3 resume las propiedades
fisicoquimicas y dimensiones de las co-

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas y dimensiones de las columnas mesoporosas y co-

merciales evaluadas

Dimensiones
Nombre de la D, S \% (d)pyH End- C del
. ela
columna Im m¥g | em’/g nm capping | % peso
columna(mm)
S3Rz4csc1 3-10 1075 0,58 |93 Si 12,8 150x4,6
Siscser ) 150x4,6
3-12 901 1,25 80 Si 20,7
*Sl5cg(:1 ISOX],S
Siscsct ) 150x4,6
3-12 966 0,85 61 Si 19,4
*Siecsct 150x1,5
XC8 5,0 180 0,40 80 doble 72 150x4.6
SelB 5,5 360 0,90 90 No 11,5 125%4,0
Sym8 5,1 343 0,65 89 X 14,4 150x4,6
Nova 4,0 120 0,30 75 Si 4.0 150%3,9
NuC8 5,4 340 1,15 115 No 8,0 150x4,0

D, = diametro de particula, S = drea superficial especifica calculada por el método BET, V = volumen de
poro, dgyy; = didmetro de poro calculado usando el modelo BJH, C = contenido de carbono en % peso/peso,

X = dato no disponible.
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lumnas mesoporosas y comerciales eva-
luadas cromatograficamente.

Prueba de Galushko

En general, cierto grado de asimetria puede
ser observado en los diferentes cromatogra-
mas (Figura 1). Este comportamiento de-
pende tanto del tipo de material utilizado,
como de las dimensiones de la columna.
Los picos mas simétricos fueron obtenidos
con los materiales S; (comparados con S5 y
Si6) ¥ con las columnas mas delgadas.

Hidrofobicidad
y selectividad hidrofébica

De acuerdo con Claessens (9), la hidrofo-
bicidad debe ser entendida como la capaci-
dad de retencién de compuestos prueba no
polares. Generalmente esta propiedad es
asociada con el porcentaje de carbono liga-
do a la silica. Sin embargo, pardmetros
como el area superficial del s6lido soporte,
la longitud de la cadena ligada, funcionali-
zacion secundaria, entre otras, tienen un

efecto marcado sobre el comportamiento
de retencion, por lo que la relacion entre
hidrofobicidad y %C ligado no es directa
(24). Lo anterior se hace evidente al com-
parar el %C y los resultados del célculo
para la hidrofobicidad propuesta por Ga-
lushko (Tabla 4). Las fases preparadas a
partir de s6lidos mesoporosos poseen un
alto contenido de carbono ligado, en com-
paracién con sus anilogas comerciales.
Por otro lado, el comportamiento frente a
la retencion de solutos no polares no mues-
tra las diferencias que deberian obtenerse
de acuerdo con las diferencias en %C. Los
datos sugieren una relacion inversa entre
el area superficial de la silica mesoporosa
(S3Raucsci > Siscsci > Siscscr) ¥ 1a hidrofo-
bicidad (S;Rascsci < Siscscr < Siscscr)-

En general, la selectividad hidrofobica
es quizas el Unico parametro para el cual
las diferentes pruebas cromatograficas
tienen cierto grado de correspondencia.
Esta mide la diferencia en interaccién en-
tre la fase estacionaria y un par de solutos
de una serie homdloga, distanciados por
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Figura 1. Prueba de Galushko. Arriba: anilina, abajo: fenol, benceno y tolueno (el primer pico corresponde a
tg). Velocidades de flujo: 1,0 mL/min, a excepcion de *Sl scsc1 Y *SI6C8C1 en donde fue de 0,8 mL/min. Tiem-

po en min.
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Tabla 4. Parametros cromatograficos obtenidos a partir de la prueba de Galushko para
las fases mesoporosas bajo estudio y cinco columnas comerciales

Factores de retencion
lj(ﬁllilnlz;‘; Anilina | Fenol Benceno Tolueno e SH | Aou
S3Raucsct 0,80 0,78 2,26 3,78 3,02 | 0,59 1,08
Siscsel 0,82 0,99 3,50 6,27 486 | 0,56 | 048
Stscsct 0,63 0,60 3,00 5,60 430 | 0,54 1,15
*Siscsc1 0,31 0,48 1,99 3,65 2,82 | 0,54 | 0,06
*S16csct 0,74 0,61 2,36 4,27 331 0,55 1,64
XC8 - - - - 5,20 1,63 0,12
SelB - - - - 3,43 1,57 | 0,98
Sym8 - - - - 4,08 1,54 | 0,18
Nova - - - - 3,81 1,67 | 0,63
NuC8 - - - - 1,95 1,52 | 2,02

HF = hidrofobicidad, SH = selectividad hidrofobica, Agy = actividad grupos silanol, ST = selectividad por

tamafio.

un incremento especifico de grupos CH,.
Una selectividad hidrofébica constante
fue reportada por Claessens y cols. (9)
para fases enlazadas con la misma longi-
tud de cadena alquilica. El mismo com-
portamiento fue observado para los mate-
riales SBA evaluados (Tabla 4). Sin
embargo, estas nuevas fases responden de
una manera menos selectiva a incremen-
tos de grupos metileno mostrando un ter-
cio de selectividad, comparadas con las
columnas comerciales.

Actividad silanol

Los grupos silanol residuales presentan
diferentes tipos de interacciones con los
solutos en la fase movil. Estas interaccio-
nes, mediadas por la accesibilidad de las
moléculas a los sitios activos, abarcan in-
tercambios i6nicos, puentes de hidrégeno
o fuerzas de London. Es de esperar que el
comportamiento cromatografico de una

fase estacionaria, en cuanto a la actividad
silanol se refiere, dependa de la concen-
tracion y naturaleza quimica de los SiOH
residuales (enlazados o libres) y de las ca-
denas ligadas (longitud, tipo de grupos al-
quil laterales, end-capping), asi como de
las caracteristicas fisicas del sélido so-
porte (area superficial, didmetro de
poro). Por esta razén no es posible esta-
blecer una relacion directa entre Agy y el
contenido de grupos silanol residuales.
Los materiales S;s mostraron una mayor
actividad silanol comparados con los S5y
S;, y las columnas comerciales (a excep-
ciéon de NuC8). El orden de elucion de los
solutos (anilina< fenol) desde S;scsci ¥
*S1scsc1 fue el esperado para una columna
quimicamente inactiva, o con una activi-
dad silanol baja.

Para cada tipo de silica mesoporosa es-
tudiada se toma la columna que presenta el
mejor comportamiento cromatografico en
términos de simetria de picos (éstas son:

155

Aplicada y analitica



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 35, No. 2 DE 2006

S3Roucscts *Siscacts *Siecscr) Y e evalian
utilizando los dos primeros tipos de rela-
ciones cuantitativas estructura-retencion.

Relaciones cuantitativas
estructura-retencion

Para el calculo de los factores de reten-
cién, el tiempo muerto (ty) de la columna
fue determinado inyectando una soluciéon
de nitrato de sodio 0,05mM (25). El
logK’y fue ajustado por regresion lineal
con la variacién de logP o los descriptores
moleculares de la ecuacién 3. Los coefi-
cientes de ajuste, el nimero de datos usa-
dos para cada regresion (n), los coeficien-
tes de correlacion (R?), los errores
estandar de estimacion (es) y el valor de la

prueba F para significancia estadistica se
muestran en las Tablas 5y 6.

Equilibrio de particion
fase estacionaria-fase mévil
(primera RCER)

Las interfases formadas entre las cadenas
de la fase ligada y las moléculas que cons-
tituyen la fase movil son fases anisotropi-
cas, esta anisotropia tiene consecuencias
importantes, como por ejemplo el hecho
de que las cadenas ligadas rodean en me-
nor grado al soluto comparandolo con la
manera como lo hace el octanol liquido.

Dill (26, 27) report6 la relacion que
existe entre dlogK "/logP (k; en la ecuacién
1) y el grado en el cual el analito se encuen-

Tabla 5. Resultados de la regresion lineal para la ecuacion log K’y = k; + k; logP

Nombre K; ky n R es F
S 0327 0.78% 18 0,983 0,203 923
Ricse
e +0,103 | +0,032 ’ ’

0,134 1,043

*Siscsel 18 0,963 0,409 394
+0,156 | +0,053
0,050 0,930

*S1scscl 18 0,966 0,319 427
+0,135 10,045
0,343 0,778

XC8 21 0,984 0,153 1194
+0,062 +0,022
0,259 0,727

SelB 21 0,966 0,209 560
+0,084 +0,031
0,205 0,758

Sym8 21 0,992 0,108 2268
+0,044 +0,016
0,324 0,757

Nova 21 0,984 0,146 1240
+0,059 | +0,021
0,281 0,627

NuC8 21 0,958 0,204 437
+0,082 +0,030

Valores reportados por Kaliszan y cols. (10).

n = namero de datos usados, R? = coeficiente de correlacion, es = error estandar de estimacion, F = valor de
significancia estadistica, coeficientes de correlacion desviaci6n estandar.
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Tabla 6. Resultados de la regresion lineal para la ecuacion
log Ky, =log K, +MV, +Sm, +A§:oc2 +B2. B,

Nombre | LogK, | M Ky A B n?| R es F
. 0229 | 3343 | 0350 | -0,158 | -2,933 | 16 | 0,986 | 0,168 | 192
S3R24C8(,‘l
40,144 | 40,161 | 0,142 | 0,205 | +0,159
S s 20,046 | 3,839 | -0257 | -0,949 | 2,965 | 15 | 0,980 | 0,248 | 113
5C8C
40,234 | £0,240 | 40244 | +0.323 | +0,247
.y 0,557 | 4,299 | -0,506 | -0,736 | 2,978 | 15 | 0,977 | 0,245 | 95
16C8C1
0228 | £0,272 | 0,230 | 0,303 | £0,246
\cs 0,511 | 3218 | -0,762 | -0,108 | -2,366 | 23 | 0,987 | 0,135 | 330
40,201 | 40,134 | 0,149 | 0,201 | +0,181
SolB 0,151 | 3,001 | 0,499 | -0262 | 2,229 | 23 | 0,979 | 0,218 | 210
40232 | £0,154 | 20,172 | 0,175 | £0,209
s 0284 | 2987 | -0490 | -0,026 | -2,512 | 23 | 0,984 | 0,191 | 279
m
Y 40,203 | 40,135 | 0,150 | 40,153 | +0,183
. 0,418 | 3,059 | 0,561 | -0,181 | -2,395 | 23 | 0,983 | 0,200 | 264
Nova
0213 | £0,141 | 0,157 | 0,160 | £0,191
: 0,009 | 2,785 | 0355 | 0,259 | -1,952 | 23 | 0,979 | 0,192 | 207
NuC$
40,205 | £0,136 | +0,151 | 0,154 | +0,184

3 En el calculo de los coeficientes de ajuste no se tienen en cuenta el trifenileno ni el terfenilo, para la columna
*S15cgc1 O se tienen datos para el benzonitrilo y el etil éter, para la columna *S;4cgc; no se tienen datos para el
2-propanol y la dimetilformamida, debido a la escasa retencion bajo las condiciones cromatogréficas utilizadas.

n = namero de datos usados, R? = coeficiente de correlacion, es = error estindar de estimacion, F = valor
de significancia estadistica, coeficientes de correlaciéon * desviacion estandar.

tra rodeado. Para el octanol liquido
dlogK’/1ogP es igual a uno. De acuerdo con
lo anterior, el comportamiento de las fases
estacionarias (C8) se asemeja al del octanol
liquido a medida que k; se aproxima a uno.
Los datos de la Tabla 5 presentan una co-
rrelacion satisfactoria entre el logaritmo del
factor de retencion hipotético (logK’y) y
logP para todas las columnas.

De acuerdo con los resultados, durante
los diferentes procesos de particion que
ocurren a través de la columna, el analito
estard circundado en mayor proporcion
por las cadenas octil, cuando el s6lido so-
porte al cual se encuentran ligadas son las
silicas mesoporosas. Este comportamien-

to puede ser explicado si tenemos en
cuenta las diferencias estructurales entre
las silicas precipitadas y los materiales
mesoestructurados. En el primer caso,
los poros poco profundos se encuentran
distribuidos aleatoriamente sobre la su-
perficie del material, y el area superficial
total estd representada principalmente
por la superficie externa de la particula.
En los materiales mesoporosos el drea su-
perficial total esté representada principal-
mente por la superficie interna formada
por la pared de los poros (4rea superficial
mesoporosa). La mayor curvatura de esta
superficie origina una disminucion de la
distancia entre cadenas alquil ligadas, en
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comparacion con las cadenas que se en-
cuentran sobre la superficie del sélido.
De manera que al interior de los poros,
una molécula de analito puede ser rodea-
da mas eficientemente por las cadenas del
hidrocarburo.

Interpretacion de los coeficientes de
ajuste y comparacion entre las fases
mesoporosas y las comerciales
(segunda RCER)

La validez de los resultados en una regre-
sion multiple depende de la relacion entre
el niimero de datos y las variables inde-
pendientes, y la no colinealidad entre
ellas. Esto significa que el nimero de so-
lutos inyectados debe ser considerable-
mente mayor al de los descriptores mole-
culares utilizados en la prediccion de
logK’y. Aunque no existe un criterio uni-
ficado, la relacion recomendada como el
menor limite aceptable para los calculos
de regresion esta entre 4-5 (28, 29). Las
variables independientes en la ecuacion 3
son 4, mientras que el nimero de datos en
las tres columnas mesoporosas evaluadas
no es menor que 17. De acuerdo con la
Tabla 6, los valores de R* son compara-
bles en magnitud en todos los casos, a pe-
sar de que se utilizaron menos datos en la
regresion para las columnas aqui estudia-
das. Los resultados para las columnas re-
ferencia, calculados usando la ecuacion
3, son semejantes a los reportados en
(10), corroborando la poca incidencia que
tienen las interacciones entre electrones n
y sobre el mecanismo de retencién. En
general, el comportamiento cromatogra-
fico fue el esperado para fases octil liga-
das, en donde la retencién de un soluto se
ve afectada principalmente por su volu-
men molecular y su basicidad efectiva. La
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acidez efectiva y la dipolaridad/polariza-
bilidad son propiedades menos represen-
tativas. El signo positivo para M indica
una alta interaccion soluto-fase estaciona-
ria y, por tanto, una retencion que incre-
menta con V.. M, o el coeficiente “cavi-
dad”, tiene en cuenta las interacciones
dispersivas y la energia libre necesaria
para separar las moléculas en cualquiera
de las fases, originando un espacio en el
que se pueda acomodar el soluto. Mayo-
res M fueron encontrados para las colum-
nas mesoporosas (*Siscsci> *Siscsci >
S3Ry4csc1) €n comparacion con las colum-
nas comerciales (XC8> SelB> Nova>
Sym8> NuC8). Este comportamiento
puede ser explicado con base en el conte-
nido de carbono y en los didmetros de
poro. Las fases moviles cominmente
usadas en CLAEFR, mezclas meta-
nol-agua o acetonitrilo-agua, son lejana-
mente mas cohesivas (presentan mayores
fuerzas intermoleculares entre si) que las
fases estacionarias, comunmente C8 o
C18, debido a la presencia de las molécu-
las de agua (0*= 147 cal/mL para el H,0
y ~28 cal/mL para el octano enlazado)
(11). Como consecuencia, se necesita una
gran cantidad de energia libre para crear
una cavidad del tamafio del soluto en la
fase movil; andlogamente, la transferen-
cia del soluto desde la fase mdvil a la fase
estacionaria debe ser un proceso energé-
ticamente favorable. Por esta razon se
espera un coeficiente grande y positivo
para V,. Mas ain, un incremento en el
cubrimiento superficial o longitud de la
cadena alquilica (lo que implica un ma-
yor %C), conduce a mayores coeficien-
tes M (12). Recientemente Sandi y cols.
(12) utilizaron las relaciones lineales de
energia libre para caracterizar una serie
de columnas cromatograficas. Los sdli-
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dos soporte fueron clasificados como ma-
teriales de poros estrechos si los didme-
tros eran menores que 150 A, o anchos si
superaban los 300 A. Ellos encontraron
mayores coeficientes M para los materia-
les con didmetros menores. Las silicas
mesoporosas estudiadas presentan mayo-
res %C y menores didmetros de poro que
las silicas comerciales (ver Tabla 3) justi-
ficando asi su mejor hidrofobicidad.

El coeficiente B mide la diferencia de
acidez entre las fases estacionaria y mo-
vil, vista como la capacidad para compar-
tir protones durante la formacién de
puentes de hidrogeno. Mezclas meta-
nol-agua (o acetonitrilo-agua) pueden
formar con facilidad este tipo de enlaces.
La acidez de las fases estacionarias es
asignada a la presencia de moléculas de
agua adsorbidas en la interfase o grupos
silanol residuales. Un coeficiente negati-
vo es esperado para B. Mientras menor
sea este coeficiente, menor caracter acido
tendra la fase estacionaria. Un comporta-
miento semejante fue observado para los
coeficientes B en las columnas mesoporo-
sas (*Sigcsct =-2,978; *Syscsc1 =-2,965;
S3Ryucsc1=-2,933), los cuales son meno-
res que los de las columnas comerciales.
Como ha sido reportado anteriormente
(12), un incremento en el contenido de
carbono o en la longitud de la cadena al-
quil origina una disminucion de las pro-
piedades 4cidas de la fase estacionaria.
Silicas con bajos contenidos de carbono,
como el de las columnas de referencia es-
tudiadas, adsorben mas moléculas de la
fase movil, incrementando su acidez.

La escasa diferencia de basicidad y pola-
rizabilidad entre las fases estacionaria y
movil se ve reflejada por los pequefios coe-
ficientes de ajuste A y S. El signo negativo

sugiere que el soluto deberia tener una lige-
ra preferencia por la fase moévil. Una
afinidad incrementada por esta fase fue ob-
servada para las columnas *Sscsc; Y
*S16csc1 indicando su inactividad quimica.
La capacidad de las fases estacionarias para
interactuar con los grupos funcionales pola-
rizables del soluto fue XC8> Nova>
*Siscsc1>  SelB>  Sym8> NuC8>
S3Roucsc1 > *Siscsci. Estas interacciones
esencialmente ocurren cuando el soluto tie-
ne mejor acceso a la superficie de la silica
no recubierta (12).

De acuerdo con lo anterior, y tenien-
do en cuenta el contenido de carbono, se
esperarian menores valores de S para
las silicas mesoporosas. Sin embargo,
esto no ocurre con los materiales S; y
S,s. Este hecho quizas pueda ser atribui-
do a diferencias en la distribucion de los
grupos OH (disponibles antes de la sila-
nizacion) sobre las superficies de las si-
licas mesoporosas y las silicas precipi-
tadas.

La relacion logK’y, calculado frente a
logK’w experimental para las tres colum-
nas mesoporosas evaluadas se presenta
en la Figura 2. La poca dispersion de los
datos alrededor de la recta con pendiente
unitaria, confirma la capacidad de las re-
laciones lineales de energia libre para
predecir la retencién de los diferentes
solutos.

CONCLUSIONES

De este estudio se concluye que los mate-
riales modificados SBA-15, SBA-16 y
SBA-3-rehidroxilado, poseen mayor capa-
cidad de retencién de compuestos prueba
no polares y una mayor inactividad quimi-
ca que algunas silicas comerciales. Esto se
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Log K, tedrico

T T T T

Log K’ experimental

Figura 2. Comparacién entre el logaritmo de los
factores de retencion estandarizados para las tres co-
lumnas cromatograficas mesoporosas evaluadas.

debe, en parte, al mayor contenido de ca-
denas octil ligadas. Las silicas mesoporo-
sas evaluadas presentan una distribucion
de didmetros de particula mayor que las si-
licas convencionales usadas en CLAE,
esta desigualdad en tamafio conlleva a irre-
gularidades en el lecho cromatografico de
la columna y origina ensanchamiento y
asimetria en los picos. Por otro lado, no
pudo establecerse una relacion definida en
términos de hidrofobicidad entre los méto-
dos de evaluacion empiricos (pruebas cro-
matograficas) y estadisticos (RCER) im-
plementados para caracterizar las
columnas cromatograficas preparadas. De
acuerdo con la prueba de hidrofobicidad
propuesta por Galushko, los materiales
"Si6, S3 ¥ “Sys, presentan una menor capa-
cidad de retencién de compuestos prueba
no polares que los comerciales, excep-
tuando la columna NuC8 que no fue some-
tida a funcionalizacion secundaria. No su-
cede lo mismo con las primeras dos
RCER, las cuales coinciden en que los ma-
teriales *S;s, *Sis y S; son més hidrofobi-
cos que los comerciales.
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