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RESUMEN

En este proyecto se ha desarrollado una nueva fase estacionaria hibrida monolito-
nanoparticula. Se trata de columna monolitica polimérica de metacrilato anclada sobre
un tubo del fluoropolimero ETFE que ha sido modificada mediante la adicion de
nanoparticulas (NPs) de magnetita (FesO,), lo que la hace adecuada para la
separacion de compuestos fosforados. El proceso de sintesis de la columna consiste
en tres etapas: ataque de la pared interna del soporte para generar puntos de anclaje
para el monolito; polimerizacion en el interior del tubo ETFE, y enlace de las NPs de
magnetita al monolito. Se han estudiado dos protocolos de adicion de las NPs al
polimero. Con la columna hibrida polimero-NPs, se estudié la separacion
cromatogréfica de tres fosfopéptidos: adenosin monofosfato, adenosin difosfato y
adenosin trifosfato. Estos analitos de prueba se diferencian en el nimero de grupos
fosfatos que poseen, lo que permiten comprobar la capacidad de retencion de
compuestos fosforados por parte del monolito modificado con NPs. La separaciéon de
los fosfopéptidos se ha obtenido con un gradiente de fase movil, compuesta por
acetonitrilo y una disolucién de 10 mM tampén fosfato de pH 6.5. Con la columna
monolitica de referencia no se obtiene la separacion de los fosfopéptidos.

Palabras clave: HPLC, columnas monoliticas, nanoparticulas, magnetita,
fosfopéptidos.

ABSTRACT

In this project a new nanoparticle-modified monolithic stationary phase has been
developed. It is a monolithic methacrylate polymer column anchored on an ETFE
fluoropolymer tube. This polymer has been subsequently modified by the addition of
magnetite (Fe;O,) nanoparticles (NPs), which makes the column suitable for the
separation of phosphorus compounds. The synthesis process of the column consists of
three steeps: attack of the inner wall of the support to generate anchor points for the
monolith; polymerization inside the ETFE tube, and bonding of the magnetite NPs to
the monolith. Two NPs addition protocols were studied. Finally, the chromatographic
behavior of the polymer-NPs hybrid column has been studied with three
phosphopeptides: adenosine monophosphate, adenosine diphosphate and adenosine
triphosphate. These test compounds differ in the number of phosphate groups, which
allows the verification of the retention capacity of phosphate compounds by the NP-
modified monolith. Phosphopeptides separation was obtained with a mobile phase
composed of acetonitrile and a solution of 10 mM phosphate buffer pH 6.5 in gradient
mode. With the reference monolithic column, no separation of phosphopeptides was
obtained.

Keywords: HPLC, monolithic columns, nanopatrticles, magnetite, phosphopeptides.
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1. INTRODUCCION

El trabajo que aqui se presenta se desarrolla en el marco de un proyecto de
investigacion desarrollado por el equipo de la Universidad de Valencia (CLECEM) y el
de la UPV (QUIMAG). Existe, por tanto, experiencia en el trabajo cromatogréfico vy,
concretamente en el desarrollo de nuevos materiales para los rellenos que se utilizan
en las columnas cromatogréficas.

A continuacion, se exponen los puntos tedricos que dan soporte al trabajo
experimental del proyecto.

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) es unas de las técnicas de andlisis
méas ampliamente utilizada para resolver la composicion de muestras complejas. Son
muchos los campos de aplicacion en los que se aplica para la separacién de diferentes
analitos, estas son algunas de sus aplicaciones:

¢ Farmacologia: antibiéticos, sedantes, esteroides, analgésicos...

e Bioquimica: aminoacidos, proteinas, glucidos, lipidos, metabolitos...

¢ Alimentacion: edulcorantes, antioxidantes, aditivos, aflatoxinas...

¢ Industria quimica: aromaticos, condensados, tensioactivos, propulsores,
colorantes...
Contaminantes: pesticidas, herbicidas, fenoles, PCB...
e Medicina clinica y forense: venenos, drogas, alcohol en sangre, extractos de

orina, estrégenos...

Esta lista podria ampliarse en gran medida, ya que las técnicas cromatograficas se
usan en todas las situaciones en las que el nimero de componentes de la muestra es
elevado y se requiere aplicar separacion para poder determinar su concentracion.

En la dltima década se ha investigado el desarrollo de polimeros porosos como fases
estacionarias en extraccion en fase soélida (SPE, solid phase extraction), cromatografia
liquida (HPLC) y electrocromatografia capilar (CEC). El interés por estos nuevos
materiales se debe a su permeabilidad, versatilidad, bajo consumo de reactivos y facil
utilizacion en técnicas de separacion. Sin embargo, su area superficial reducida y baja
capacidad de carga han frenado el desarrollo de aplicaciones. El renovado interés
actual de dichas fases se debe a la oportunidad que ofrece el maridaje con la
nanotecnologia. Las limitaciones de los monolitos poliméricos pueden mejorarse
mediante el disefio de nuevos materiales hibridos que integren polimeros y NPs, lo
que permite el desarrollo de materiales con propiedades mas ajustadas a las
necesidades especificas de cada muestra.

1.1 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

La cromatografia liquida de alta resolucion o HPLC (high performance liquid
chromatography) es una técnica que permite separar los distintos componentes de una
muestra y proporcionar la suficiente informacion para ser capaz de identificarlos
cualitativamente y determinarlos cuantitativamente.

Esta separacién se produce por un proceso de fijacion selectiva y liberacion que tiene
lugar entre los componentes de la muestra a analizar y el relleno de la columna
adsorbente (fase estacionaria), con un aporte continuo de liquido (fase mavil).



Los fundamentos de la separacién cromatografica son cuatro:

e Lafase movil y la fase estacionaria deben ser de polaridades opuestas.

e Los solutos han de ser totalmente solubles en la fase movil (de igual polaridad).

e Todo soluto que entre en la columna ha de salir de ella (principio de
propagacion). Antes o después el soluto ha de salir de la columna disuelto en
la fase movil, a éste proceso se le denomina elucion.

e Y, como obijetivo, los solutos se han de separar entre si (migracién diferencial).

En la figura 1 se muestra una imagen en la que podemos ver la diferencia entre la
propagacion y la migracion diferencial que se produce en una columna. Tal y como
vemos en la figura, la propagacion es el avance de la fase mévil a lo largo de la
columna, arrastrando asi a los solutos. Sin embargo, si existe interaccién entre los
solutos y la fase estacionaria, se produce un retraso en su avance, distinto para cada
soluto (migracion diferencial), que nos lleva a la separacion de los componentes de la
mezcla. Es decir, los solutos que interactian con la fase estacionaria tienen mayor
retencién en la columna que aquellos con afinidad por la fase movil.

PROPAGACION . | | MIGRACION DIFERENCIAL
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Figura 1. Esquema del proceso de migracion diferencial en cromatografia.

DISOLVENTE

En el proceso cromatografico un conjunto de fuerzas compite de manera selectiva por
un compuesto, tendiendo a fijarlo al relleno de la columna (fase estacionaria) o bien
quedar disuelto en los liquidos (fase movil) que fluyen a través de la columna, por lo
que llamaremos a los compuestos a analizar solutos (De Marina Bayo, A. G., 2016).
Hay distintas fuerzas que pueden actuar entre la fase estacionaria y la fase mavil:

e Fuerzas de reparto entre dos liquidos.

e Fuerzas de adsorcién entre el liquido y el sélido.
e Fuerzas de intercambio ionico.

e Fuerzas de penetrabilidad en poros.

1.1.1 Tipos de cromatografia liquida

Hay diferentes tipos de cromatografia liquida, segun los mecanismos por los cuales se
produce la separacion: cromatografia de reparto, de absorcion, de intercambio iénico,
de exclusion por tamafio y de afinidad.

1.1.1.1 Cromatografia de reparto

En la cromatografia de reparto se puede distinguir entre una cromatografia en la que el
liquido que constituye la fase estacionaria es retenido por adsorcion sobre el soporte
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sélido, y una cromatografia en la que la fase estacionaria esta quimicamente unida al
soporte. La separacion se debe a la diferente distribucién del analito entre la fase movil
y la fase estacionaria:

¢ Cromatografia de reparto en fase normal: la fase movil es un disolvente
apolar o poco polar (como el hexano o el isopropiléter) y la fase estacionaria
es un disolvente de elevada polaridad).

¢ Cromatografia de reparto en fase inversa o reversa: la fase movil es un
disolvente relativamente polar (disoluciones acuosas con etanol, acetonitrilo
o tetrahidrofurano) y la fase estacionaria es apolar, con grupo del tipo n-
octilo, (Cg) 0 n-octadecilo (Cis).

En cromatografia en fase normal, el componente menos polar se eluye primero,
debido a que relativamente es el mas soluble en la fase movil, y un aumento de la
polaridad de la misma provoca una disminucion del tiempo de elucion. Por el contrario,
en fase inversa, los componentes mas polares aparecen primero, y un aumento de la
polaridad de la fase movil aumenta el tiempo de elucion. (Gomis Yagues, V. 2008)

1.1.1.2 Cromatografia de adsorcion

En la cromatografia de adsorcion, la fase estacionaria es un sélido, y el analito queda
retenido mediante fendmenos de adsorcion. La fase estacionaria es habitualmente
silice. y los tiempos de retencion se alargan a medida que la polaridad del analito
aumenta.

La cromatografia de adsorcion se emplea fundamentalmente para la separacién de
compuestos no polares de bajo peso molecular (Gomis Yagues, V. 2008).

1.1.1.3 Cromatografia de intercambio i6nico

La cromatografia de intercambio i6nico o cromatografia i6nica (IC) es una
cromatografia liquida en la que como fase estacionaria se emplea una resina de
intercambio i6nico, de elevada masa molecular y esencialmente insoluble.

Los procesos de intercambio idnico se basan en los equilibrios de intercambio entre
los iones de la muestra y los iones del mismo signo que se encuentran en la superficie
de la resina. Dependiendo de las resinas que se utilicen podemos clasificarlas en:

e Las resinas de intercambio catiénico presentan grupos de acido sulfénico
(4cido fuerte) o grupos de acido carboxilico (acido débil).

e Las resinas de intercambio aniénico contienen grupos amino terciarios (muy
basicos) o grupos amino primarios (bases débiles).

Las fases moéviles empleadas suelen ser soluciones acuosas con cierta cantidad de
algun disolvente organico miscible, como el metanol MeOH. El tipo y proporcién de los
disolventes en la fase mévil determinaran su fuerza y su selectividad.

La cromatografia de intercambio i6nico se emplea tanto en la separacion de especies
inorganicas como en la separacidon de compuestos organicos (Gomis Yagues, V.
2008).


https://lidiaconlaquimica.wordpress.com/2015/08/07/introduccion-a-la-cromatografia-de-liquidos/

1.1.1.4 Cromatografia de exclusion por tamafio

La cromatografia de exclusion por tamafio o de gel es un tipo de cromatografia liquida
en la que la fase estacionaria es un material poroso que permite la elucién diferencial
de los solutos en funcion de sus tamarfios moleculares.

La cromatografia de exclusibn por tamafio es utilizada en la separacion de
compuestos de elevado peso molecular como las proteinas, polimeros, acidos grasos,
glicidos, sin embargo, no es aplicable a muestras con analitos de dimensiones
similares. En general, se requiere una diferencia de 10 % en las masas moleculares
para conseguir una resolucién razonable (Gomis Yagues, V. 2008).

1.1.1.5 Cromatografia de afinidad

La cromatografia por afinidad es un tipo de cromatografia liquida que se basa en la
union reversible entre el analito de interés y un ligando especifico, inmovilizado en un
soporte sélido inerte. Cuando la muestra pasa por la columna, sélo son retenidas las
moléculas que se unen de manera selectiva al ligando por afinidad, y las que no se
unen avanzan con la fase moévil. Después, los analitos retenidos pueden ser
arrastrados cambiando las condiciones de la fase mouvil.

Las matrices o soportes empleados en cromatografia de afinidad como fase
estacionaria deben ser rigidos, resistentes, insolubles, permeables y reactivos. Suelen
ser de dos tipos: matrices de polisacaridos (agarosa, celulosa, dextrano) y matrices
sintéticas (vidrio, poliacrilamida).

Los ligandos por afinidad caracteristicos son anticuerpos, inhibidores de enzimas, o
compuestos mas generales, como las lecitinas (que se enlazan a polisacaridos). Se
fijan mediante enlaces covalentes a la fase estacionaria quimicamente activada.

La cromatografia por afinidad es muy especifica y su mayor campo de aplicacion se
encuentra en la purificacién o aislamiento de sustancias de naturaleza biolégica, como
proteinas o acidos nucleicos (Gomis Yagies, V. 2008).

1.2 COLUMNAS CROMATOGRAFICAS

Las columnas cromatograficas estan formadas por fases estacionarias situadas en el
interior de un tubo, el cual puede ser de diferentes materiales y permite el trabajo a
elevadas presiones. Para la incorporaciéon de la columna en el sistema cromatografico
se emplean una serie de conectores.

En el caso de las columnas empaquetadas el relleno consiste en particulas porosas.
En este caso es necesario el uso de sistemas que eviten la pérdida del relleno (fritas).

Existe otro tipo de columnas, denominadas monoliticas, en las que el relleno es un
polimero de estructura continua que se genera directamente en el interior del tubo,
ocupando todo su volumen y anclandose a las paredes del mismo, por lo que no es
necesario el uso de fritas.

1.1.2 Columnas empaquetadas

Las columnas empaquetadas utilizadas en cromatografia en fase normal estan
formadas por pequefias perlas de polimero de Silice, una sustancia inerte que les
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confieres el caracter polar caracteristico de las fases estacionarias en este tipo de
cromatografia de reparto.

Por otro lado, estas particulas de silice pueden recubrirse con otro tipo de moléculas
organicas que les confiera caracter apolar. De esta manera, se pueden utilizar como
fase estacionaria en la cromatografia de fase inversa. La columna mas ampliamente
utilizada lleva unido a la silice una cadena de carbono de octadecilo (C18), aunque
existen otros grupos funcionales apolares también muy empleados, como una cadena
n-octilo (C8), un grupo cinano (CN) o un grupo benceno.

1.1.3 Columnas monoliticas

En la actualidad se est& desarrollando un nuevo tipo de columnas para cromatografia:
las columnas monoliticas. Estas columnas no estan formadas por un relleno de perlas
empaquetadas, sino que la fase estacionaria se obtiene por polimerizacion de un
monolito en el interior del tubo, obteniéndose un interior con multiples canales por los
gue pueden pasar los compuestos quimico e interaccionar con la fase estacionaria.
Una de las ventajas de la preparacién de estas columnas monoliticas poliméricas es
gue no necesitan de fritas para su sellado. Este tipo de columnas son una buena
alternativa frente a las columnas empaquetadas convencionales ya que obligan a que
la fase moévil atraviese toda la fase estacionaria obteniendo asi unas propiedades
especificas buscadas por los usuarios y obteniendo unos resultados de separacion
cromatogréfica de buena calidad.

Las columnas monoliticas se pueden clasificar, basicamente, en dos categorias: de
silice y poliméricas.

Las columnas monoliticas de silice consisten en una estructura de una sola pieza
(monolito) formada por esqueletos interconectados que crean una distribucion
determinada de poros, macroporos y mesoporos. Los macroporos determinan el flujo
maximo admisible por la columna, mientras que en los mesoporos es donde se
realizan los procesos de adsorcion y retencién de los solutos.

Una columna monolitica de silice se puede modificar quimicamente segun las
necesidades requeridas por el usuario y dotarla de la funcionalidad requerida,
afadiéndole, por ejemplo, grupos C8, C18 o CN (Oscar Nufiez, 2008).

Las columnas monoliticas poliméricas se desarrollan con mayor detalle en el siguiente
apartado.

1.1.4 Clasificacion de las columnas segun el tamafio del relleno

Las fases estacionarias en HPLC se encuentran en el interior de un tubo de acero, en
el caso columnas convencionales y microcolumnas, mientras que para las columnas
capilares y nanocolumnas se utiliza un tubo de silice recubierto con otro polimero
como soporte de la fase estacionaria.

En la tabla 1 se muestra una clasificacién de las columnas, junto con su diametro
interno, longitud, tamafio de particula y el caudal de la fase movil. Las columnas
preparativas y semipreparativas se utilizan para la purificacién de los compuestos, y el
resto de columnas que aparecen en la tabla se utilizan con fines analiticos.



Tabla 1. Clasificaciéon de las columnas cromatograficas segun su tamafio de diametro interno.

Fuente bibliografica: Catalogo Teknokroma®, agosto-2017

Tipo Diametro interno | Longitud | Tamafio particula Flujo
(mm) (cm) (um) (mL/min)

Preparativa 10-50 10-30 5-20 10-50

Semipreparativa 5-10 10-30 5-20 2-10

Analitica 3-5 2-30 >2-10 0,5-2
Micro 0,5-3 15-25 >2-8 0,05-0,5
Capilar 0,15-0,5 5-15 >2-5 103-1072
Nano 0,01-0,15 5-15 >2-5 10°-10°

Las diferencias en el d.i. y longitudes de las columnas vienen dados por las
necesidades que se requieran para cada andlisis. Asi, por ejemplo, para la
determinacién de digestos de proteinas y péptidos, una columna de 150 mm de
longitud (LC-convencional) tarda una media de 20-30 min para su analisis. Si se desea
acortar el tiempo de analisis se puede reducir utilizar columnas con particulas mas
pequenfias (Silva, R., 2011).

1.3 COLUMNAS MONOLITICAS POLIMERICAS

Las columnas monoliticas poliméricas se obtienen mediante la polimerizacion de una
mezcla de mondémeros en el interior de un tubo.

La mezcla de polimerizacién es el resultado de combinar monémeros, un agente
entrelazante (cross-linker), uno o varios porégenos y un iniciador radicalario. El control
sobre el proceso de polimerizacion nos permite optimizar las propiedades porosas de
los monolitos.

Por otro lado, este monolito puede ser funcionalizado mediante la unién de diferentes
tipos de nanoparticulas que permite su utilizacién para separaciones mas selectivas,
es decir, obtener, la columna con las interacciones adecuadas para conseguir la mejor
separacion cromatografica en cada caso.

Ademas, con el fin de evitar que la fase movil arrastre con ella el lecho poroso (el
monolito polimérico), se necesita un buen anclaje del polimero a la pared interna del
capilar. Para ello se ha de pretratar la pared del soporte con los reactivos adecuados
(Oscar Nufiez, 2008).

1.3.1 Soporte de las columnas monoliticas poliméricas

Los soportes que se han empleado habitualmente para este tipo de columnas son
capilares de silice, que hacen posible el uso de columnas monoliticas en técnicas
cromatograficas como electrocromatografia (CEC) y HPLC capilar. Sin embargo, la
adaptacion a otros tipos de cromatografia como la convencional, requiere de soportes
de diametro interno superior que permitan utilizar flujos mas elevados. Por eso,
recientemente se han empezado a usar como soportes tubos de PEEK o



fluoropolimeros (PTFE, FEP, ETFE). En la tabla 2 se muestra la estructura de estos
polimeros.

El PEEK (Polyether ether ketone) es un material polimérico inerte, biocompatible y
resistente a altas presiones. Resiste cualquier pH y temperatura, sélo es atacado por
algunos disolventes organicos apolares como el cloroformo, cloruro de metileno,
dimetilsulféxido, y por el acido sulfurico y el nitrico a elevadas concentraciones.
Existen tubos PEEK con diametro interno entre 0.0635 mm y 0.762 mm.

El PTFE (politetrafluoroetilenos), mas cominmente conocido como teflén, es utilizado
para tubos a baja presion y posee una gran resistencia quimica; alcanza mucha mas
estabilidad si se recubre de fibra de vidrio.

El FEP (fluoroetilénpropileno) posee propiedades similares al teflon, aunque FEP es
mas rigido, es menos transparente, y se moldea peor.

El ETFE (etiltrifluoroetileno), mas conocido como Tefzel, es un tipo de polimero
termoplastico resistente a los acidos, bases, y disolventes comunes para HPLC vy
tolera temperaturas de hasta 200°C (De Marina Bayo, A. 2006).

Tabla 2. Estructura de los polimeros que se utilizan como soporte en la sintesis de columnas
monoliticas poliméricas.

Nombre el polimero Estructura del polimero (monémero)
o]
PEEK
Polyether ether ketone ‘ O ~
(v} o S
n
PTFE FF
Politetrafluoretileno
F F/,
FEP F F F F
Fluoroetilénpropileno R 'S A ¢
Prop F F F CFy
n - m

HHFF
ETFE | | | |
Etiltrifluoroetileno |C—(|3—(|3—(|3

H H F F N

Puesto que se trata de materiales poco reactivos, se necesita realizar un tratamiento
agresivo sobre la pared interna del tubo para anclar el monolito y evitar la pérdida de la
fase estacionaria con el eluyente.

En el trabajo realizado, se ha usado fluoropolimeros como soporte (Oscar Nufiez,
2008).



1.3.1.1.  Activacion de la pared interna del soporte

Con el fin de evitar que la fase movil arrastre con ella el lecho poroso (el monolito
polimérico) se necesita un buen anclaje del polimero a la pared interna del capilar, es
decir, que no exista ningln espacio intersticial entre la pared de la columna y el lecho.
Para ello, la pared interna del tubo se ha de tratar antes de realizar la polimerizacién
del monolito en su interior

Existen diferentes formas de atacar la pared interna del tubo de teflén, para generar
los puntos de anclaje suficientes para la posterior unién del polimero sobre ellos:

e Atague a temperatura ambiente y en atmosfera de N, mediante el reactivo
comercial Fluoroetch®, que generara en la pared del teflon grupos reactivos
del tipo hidroxilo (OH).

e Atague térmico con una mezcla de agua oxigenada y &acido sulfdrico
concentrado 1:1 a 60°C, que generara en la pared del teflbn grupos
reactivos del tipo hidroxilo (OH).

e Atague con Benzofenona (BZF) y EDMA (3,4-Ethylenedioxy-N-
methylamphetamine) en presencia de luz ultravioleta (fotografting), que
generara en la pared del teflébn grupos reactivos del tipo doble enlace.

A continuacién, mostramos un esquema de la reaccion de creacion de los dobles
enlaces de la pared del ETFE que posteriormente se unirdn a los monémeros durante
el proceso de polimerizacion.

hv
BZF + ETFE ———— BZF-ETFE

hv
BZF-ETFE + EDMA ——"""— ETFE wrrwnmmmn— + BZF

1.3.2 Polimerizacion
1.3.2.1 Mezcla de polimerizacion

Para preparar la mezcla de polimerizacion se debe seleccionar los monémeros, el
agente entrelazante, los pordgenos y el iniciador radicalario. A continuacion, se van a
describir cada uno de los componentes de la mezcla.

Mondémeros

Los mondémeros son pequefias moléculas organicas que forman la unidad minima de
las macromoléculas. Puede ser el mismo mondémero repetido o diferentes monémeros
los que unan entre ellos, mediante enlaces quimicos (enlaces covalentes) formando
estructuras mas complejas (macromoléculas) llamados polimeros.

El monémero mas comun en la naturaleza es la glucosa, que mediante enlaces
glicosidicos forma polimeros como el almidén y la celulosa, compuestos que forman la
mayoria de la estructura seca de las plantas. Otro ejemplo serian los aminoacidos, los
monomeros de las proteinas.
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Una de las caracteristicas que determina las propiedades del polimero es como se
unen entre si los monémeros que la componen y su longitud, ya que se sabe que al
aumentar la longitud de la cadena que forman el polimero se pierden movilidad,
aumentando asi su rigidez y dureza.

Existe una gran variedad de monémeros, y su eleccién depende de las propiedades
que se desea que tenga el polimero formado, tales como &cido acrilico, acido
metacrilato, glicidilmetacrilato, N-metiloacrilamina, estireno sulfonato de sodio (Canté
Mirapeix, M. D. 2009).

En el caso de la preparacién de columnas monoliticas, los monémeros mas utilizados
son los ésteres de acrilato (CH,=CH-COO-R) y de metacrilato (CH,=C-(CH5)-COO-R),
que permiten modificar la polaridad en funcion de la naturaleza del sustituyente R.
Estos esteres de metacrilato son utilizados porque permiten la preparacion de los
monolitos con diferentes polaridades en funcion de la naturaleza de los sustituyentes
(R). Los esteres de metacrilato mas utilizados son el butilmetacrilato (BMA), el
metacrilato de estearilo (HMA), el metacrilato de laurilo (LMA). (Canté Mirapeix, M. D.
2009) Los monolitos basados en ésteres de metacrilato presentan buena estabilidad
en las separaciones usando fases maviles de pH béasico (Nordborg, A. 2009).

Agente entrelazante (cross-linker)

Tal y como nos indica el nombre, la funcion del agente entrelazante es unir los
mondmeros entre si e incrementar la longitud de la cadena polimérica, formando redes
poliméricas. En la figura 2 se muestra, como se produce la unién de los monémeros, a
través de su radical libre, con los dobles enlaces del agente entrelazante.

Y ' Y
MONoMmCTo crass-dimker A'ﬂ',"ll:f.'.'.“:' I

Figura 2. Reaccidn entre los mondmeros y el agente entrelazante.

Fuente bibliografica: Cant6 Mirapeix, M. D. 2009

Los agentes entrelazantes mas utilizados para columnas de ésteres de metacrilato son
el dimetacrilato de etilenglicol (EDMA) y el divinilbenceno (DVB). Sin embargo, para
las columnas con ésteres de acrilato el entrecruzante mas comun es el 1,3-butanidol
(BDDA).
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Hay que tener en cuenta que un cambio en el porcentaje de entrecruzante en la
mezcla polimérica puede afectar a las propiedades del lecho monolitico. Asi, un
aumento de éste produce una disminuciéon del tamafo de los poros, afectando asi a la
rigidez y a la permeabilidad de los monolitos a los liquidos. (Canté Mirapeix, M. 2009)

Porégenos

La disolucion de porégenos es una mezcla de compuestos presentes en la
polimerizacion que tiene como funciébn permitir la mezcla homogénea de los
mondmeros usados, incluso con distintas polaridades, y el agente entrelazante. Los
restos de porégenos se eliminan de la columna polimerizada mediante un lavado
inicial de la columna.

Controlar el porcentaje de por6genos nos ayuda a trabajar a diferentes presiones. Asi,
por ejemplo, si los poros obtenidos son grandes, la columna no presentara tanta
resistencia al paso de la fase moévil (presiones bajas) y dara lugar a separaciones
rapidas. Por el contrario, si disminuimos el tamafio del poro, aumentamos la
resistencia al flujo de paso de la fase movil y, por tanto, aumentara la presion de
trabajo que la columna debera soportar; en estos casos también disminuird la anchura
de los picos obtenidos y aumentara el tiempo de retencién de los analitos (Cant6
Mirapeix, M. 2009).

Iniciador radicalario

Los iniciadores son sustancias que provocan el comienzo de la reaccién de
polimerizacién. Sin embargo, para que puedan cumplir esa funcion, es necesario el
uso agente complementario: temperatura, luz ultravioleta 0 un compuesto quimico.

Si hablamos de la termoiniciacién, el proceso de polimerizacién se activa mediante el
aumento de la temperatura, por ejemplo, a una temperatura de 60-70°C. Hay que
tener claro cual es la tolerancia de la reaccion de polimerizacion frente a la
temperatura, ya que, si la temperatura es mas elevada de lo que deberia, el tiempo de
reaccion disminuira, pero se creara un polimero con estructuras porosas menos
uniformes, mientras que a bajas temperaturas se pueden inhibir el efecto del iniciador.

Algunos de los iniciadores térmicos mas usados son el AIBN (a,0*-
azobisisobutironitrilo), el LPO (peroxido de laurilo) o el BPO (perdxido de benzoilo).

En la fotoiniciacion, el comienzo de la reaccién se activa mediante radiacién UV en el
interior de una camara UV. Se ha de ajustar la intensidad y frecuencia de la radiacion,
asi como la distancia a la cual esta situada la columna respecto a la fuente de
radiacion. Modificando estos parametros se influye sobre el tiempo necesario para la
reacciéon de polimerizacion. En este tipo de iniciacion radicalaria la columna que
contiene la mezcla polimérica debe ser transparente a la radicaciéon UV, para que asi
la radiacion sea efectiva.

Los iniciadores més utilizados con este método de iniciacion de la polimerizacién son
el AIBN y el DMDA (2,2-dimetoxi-2-fenil-acetofenona).

Finalmente, una iniciacion mediante agentes quimicos emplea compuestos que
aceleran la produccion de radicales libres. El iniciador quimico mas comun es el
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peroxidisulfato junto con el TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletano-1,2-diamina), para
activar el iniciador.

Los métodos de iniciacion polimérica mas comunmente utilizados son la
termoiniciacién y fotoiniciacion (Cantd Mirapeix, M. 2009).

1.3.2.2 Reaccidén de polimerizacién

El proceso de polimerizacion se descompone en dos reacciones principales. En la
primera reaccion el iniciador se descompone generado radicales libres y en la segunda
reaccion el mondémero reacciona con los radicales libres generados por el iniciador y
también con el agente entrecruzante (cross-linker), provocando asi el crecimiento de la
cadena polimérica. El resultado final de la reaccion de polimerizacion es la obtencion
de un solido monolitico (polimero) y un liquido inerte que rellena los poros y que es
eliminado posteriormente con el lavado de la columna.

Teniendo en cuenta que las propiedades cromatograficas de la columna vienen
determinadas por la naturaleza de los monémeros y porégenos, y la concentracion del
iniciador, para nuestros experimentos utilizaremos glicidil metacrilato (GMA) como
mondmero, divinilbenceno (DVB) como cross-linker, 1-decanol y tetrahidrofurano como
disolventes porogénicos, y LPO como iniciador radicalario térmico.

El iniciador térmico, LPO, por accién del aumento de la temperatura a 70°C formara
radicales libres que se unirdn al monémero GMA y, a su vez, a los dobles enlaces de
la pared interna de la columna de ETFE, creados durante el pretratamiento de la pared
del teflon. Una vez unidos los dobles enlaces de la pared del teflon a los monémeros,
se iran enlazando monomeros entre ellos formando cadenas, que se unirdn entre si
mediante el agente entrelazante, DVB (Nordborg, A. 2009).

1.3.3 Funcionalizacion del polimero con nanoparticulas

La funcionalizacién del monolito con nanoparticulas confiere al polimero propiedades
mejoradas, aumentando la superficie de contacto y aporta selectividad a las
interacciones con los analitos.

Las nanoparticulas (NPs) son particulas microscopicas, miden menos de 100
nandmetros. Tienen una alta superficie especifica por unidad de volumen, lo que
favorece las reacciones.

Las propiedades de las NPs dependen de su forma, tamafio, superficie, y estructura
interna e incluso de la presencia de otras sustancias

Dependiendo de su naturaleza, las NPs poseen propiedades magnéticas, eléctricas,
Opticas, cataliticas, bio-reconocimiento y biocidas. Por ejemplo, las nano particulas
metdlicas aumentan la facilidad de conduccién de electrones o alteran las propiedades
Opticas. En el area del bio-reconocimiento, el uso de nanoparticulas ha permitido el
disefio de ensayos inmunodiagnésticos. (Mahouche-Chergui, S. 2013)

Las NPs se utilizan ya en campos muy diversos. Algunos ejemplos de las aplicaciones
se describen a continuacion.
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Medicina.

Cremas con NPs de Ag debido a sus propiedades biocidas para tratar las
infecciones contra 150 tipos de bacterias. Se utilizan, por ejemplo, para el
tratamiento de quemaduras en la piel o heridas crénicas.

Adhesivos dentales con NPs de Si para la formacion de uniones mas fuertes con
el esmalte que se utilizan en endodoncias. Un ejemplo es el Adper Singles Bond
Plus Adhesive.

Higiene y cuidados personales.

Uso de NPs de Ag en la industria textil, en la elaboracion de calcetines y otras
prendas de vestir, para prevenir infecciones como el pie de atleta u otras
infecciones.

También se emplean nanoemulsiones en desinfectantes utilizado en aviones
militares para combatir el problema de la SARS (Sindrome respiratorio agudo-
severo)

Uso domeéstico.

El recubrimiento con repelente de suciedad a base de NPs hidrofébicas, creado,
por BASF® se emplea en ladrillos, yesos, la industria textil y automotora.

Deportes.

En la mejora de las propiedades de materiales como las pelotas de tenis
incrementando por ejemplo su duracion. (Wing, C. 2006)

Dada la gran variedad de NPs y sus propiedades, en los Ultimos afios se han realizado
investigaciones sobre el enlace de NPs sobre soportes poliméricos. Puesto que las
cadenas de polimero son flexibles y pueden contener una gran variedad de grupos
funcionales, son capaces de inmovilizar nanoparticulas sobre ellas de forma eficaz
mediante enlaces dispersivos o van der Waals, electrostaticos, enlaces por puente de
hidrégeno o enlaces covalentes.

La combinacién de polimeros de diferente naturaleza, forma, estructura quimica y
propiedades fisicas con diferentes tipos de nanoparticulas nos permite disefiar
infinidad de sistemas en funcion de las aplicaciones requeridas. Los materiales
hibridos asi obtenidos pueden tener prestaciones muy interesantes en el campo de la
Quimica Analitica.

Centrandonos en el trabajo que aqui se presenta, hay que decir que en la modificacion
de columnas monoliticas, las NPs mas ampliamente utilizadas son las NPs metalicas,
como las de plata y de oro, y la NPs de 6xidos, como las de 6xido de hierro, dentro de
las cuales se encuentran las NPs de magnetita (Krenkova, J., 2011) (Rios, A., 2013).

1.3.3.1 Funcionalizacién con NPs de 6xido de hierro

Para poder funcionalizar la columna monolitica polimérica con las NPs de Oxido de
hierro puede procederse de dos formas diferentes, utilizando como reactivo el APTMS
[(3-aminopropil)-trimetoxisilane], un aminosilano utilizado en procesos de silanizacion
para funcionalizar sustratos.
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Un procedimiento consiste en hacer reaccionar el polimero con una disolucion de
APTMS en acetona. Cuando este compuesto se pone en contacto con la columna
monolitica polimérica, el grupo amino reacciona con el polimero, quedando asi la
columna funcionalizada con grupos alcoxisilano (figura 3). Posteriormente, se hace
reaccionar los grupos alquilsilano con las NPs de 6xido de hierro.

El otro procedimiento consiste en hacer reaccionar las NPs de 6xido de hierro con una
disoluciéon de APTMS en acetona. Cuando este compuesto se pone en contacto con
las NPs, los grupos alquilsilano del reactivo reaccionan con el hierro, quedando asi las
funcionalizadas con grupos amino (figura X). Posteriormente, se hace reaccionar los
grupos amino de las NPs con el polimero de la columna monolitica (Lu, A. 2007).

QCHs NH
H300—§i—/\/ 2

OCHs;

Figura 3. Estructura del APTMS.

1.4 FOSFOPEPTIDOS

Los péptidos son un grupo de biomoléculas formadas por aminoacidos que se unen
mediante enlaces peptidicos. Los péptidos, al igual que las proteinas, estan presentes
en la naturaleza y son responsables de muchas de las funciones de los seres vivos.
Se considera proteina a la unién de mas de 100 aminoéacidos, mientras que la union
de una cantidad inferior se denomina péptido.

Un fosfopéptido (FP) es cualquier péptido que contiene uno o mas grupos fosfato,
como resultado del proceso de fosforilacién. Los grupos fosfatos estan fuertemente
enlazados y se hidrolizan facilmente; al romper los enlaces obtenemos una gran
cantidad de energia que sirve para impulsar otras reacciones (Pei Jin Xie, 2011).

1.4.1 Fosfatos de adenosina

Los fosfopéptidos (FPs) con los que se trabaja en este estudio son fosfatos de
adenosina: el AMP, adenosin-5-monofosfato, el ADP, adenosin-5-difosfato y el ATP,
adenosin-5 -trifosfato.

Las estructuras de estos tres fosfopéptidos de adenosina se muestran en la tabla 3.
Como podemos ver, todas las moléculas fosfopeptidicas poseen la misma estructura
principal, un azlcar llamado ribosa y un grupo adenina; lo que varia es el nimero de
grupos fosfatos dando lugar asi a las diferentes estructuras fosfopeptidicas: AMP tiene
un grupo fosfato, el ADP dos grupos fosfatos y el ATP tres grupos.
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Tabla 3. Estructura quimica del AMP, ADP y ATP.

Nombre del compuesto Estructura
HaN
Adenosin monofosfato LN
(AMP) 0 g N )
HO-P-0 N~ N
& Lo
OHOH

Adenosin difosfato
(ADP) o

OHOH
Adenosin trifosfato NH,
ATP) ° 9 8 Ny
HO—P—0—P—0—P—0 ] P
| N N
6] OH
OH OH

El ADP y el ATP son las moléculas encargadas de transferir la energia desde las
reacciones en las que se libera energia a partir de la degradacion de los nutrientes
(reacciones exergonicas) a las reacciones que absorben energia para las funciones de
la célula (reacciones endergdnicas). Asi, la energia liberada en la oxidacién de los
alimentos es absorbida por el ADP, que se transforma en ATP. Este proceso que se
denomina fosforilacién y es el mecanismo basico de transporte de la energia desde
donde se genera hasta donde se necesita. Estos procesos de transferencia son
necesarios ya que proporcionan la energia necesaria para las actividades de la vida
(Pei Jin Xie, 2011).

En la fosforilacion del ADP, se adiciona un grupo fosfato (P) gracias a la absorcién de
energia, y éste compuesto se transforma en ATP, liberandose una molécula de agua:

Energia+ ADP + P > ATP + H,O

La reaccién contraria a la fosforilacion es la hidrélisis del ATP a ADP. El ATP es una
molécula muy inestable y, en presencia de agua, se hidroliza muy facilmente, dando
como productos de reaccion el ADP, el anién monohidrogenofosfato (HPO, #) y un
protén (H'), ademas de liberarse gran cantidad de energia (Eduardo Ghershman,
2015):

ATP + H,0 > ADP + HPO,” + H'+ Energia
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1.4.1.1 Métodos de analisis mas comunes

Los fosfatos de adenosina son extremadamente polares debido a la presencia de los
grupos fosfatos y se trata compuestos dificiles de separar y determinar, por la similitud
de sus estructuras (Pei Jin Xie, 2011).

El método mas comun empleado para analizar y determinar fosfopéptidos es la
cromatografia de alta resoluciéon (HPLC) de intercambio iénico. También se ha
utilizado otros métodos cromatograficos como, por ejemplo, cromatografia liquida en
fase reversa. Asi, se ha utilizado la espectrometria de masas (MS) con HPLC para la
determinacion de la concentracion de AMP, ADP y ATP en muestras biologicas de
orina, sangre y tejidos (Pei Jin Xie, 2011) (De Marina Bayo, A. G., 2016).

Por otra parte, la electroforesis capilar, otra técnica separativa, se ha utilizado para
mejorar la resolucién en la separacion de los fosfatos de adenosina en las muestras
biol6gicas (Blog Enriqgue Castafios).

En este trabajo se han seleccionado los tres fosfatos de adenosina (AMP, ADP, y el
ATP) para poder comprobar las propiedades de retencion de las columnas monoliticas
poliméricas modificadas con NPs de oxido de hierro. El hierro es un metal que forma
complejos muy estables con el fésforo (P). Por ello, se han seleccionado estos tres
compuestos que se diferencian en el numero de atomos de fosforo en su estructura,
para comprobar que las interacciones mayoritarias cuando se utilizan estas columnas
en un sistema cromatografico son debidas a las interacciones entre el Fe y el P, es
decir, a la presencia de las NPs en la columna.

2. OBJETIVOS
Los principales objetivos de la tarea propuesta son:

= Obtener nuevos rellenos poliméricos sobre tubos de teflon para su empleo en
sistemas cromatogréficos.

= Estudiar la viabilidad de que estos nuevos materiales se puedan funcionalizar
con nanoparticulas (NPs) de hierro.

= Aplicar los rellenos sintetizados en la determinacion de fosfopéptidos,
optimizando la fase movil para su separacion.

3. MATERIAL Y REACTIVOS
3.1. INTRUMENTOS Y APARATOS DE LABORATORIO

Para llevar a cabo la parte experimental se han empleado los siguientes aparatos e
instrumentos de laboratorio:

e Cromatografo Jasco 4100 (Jasco, Easton, MD, USA). Equipado con bomba
cuaternaria de gradientes, sistema automuestreador, horno de columna y
detector UV-vis de fila de diodos

e Bombas de jeringa

e Bafio de ultrasonidos

e Horno

e Lampara UV
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3.2. REACTIVOS Y DISOLUCIONES

Todos los reactivos empleados son de grado analitico o superior. Todas las
disoluciones acuosas se han preparado con agua MiliQ. A continuacién, se incluye la
lista de los compuestos quimicos usados:

e Acetona

e Acetonitrilo (ACN)

e 3-Aminopropil) trimethoxisilano (APTMS)

e Amoniaco NH; 32%

¢ Benzofenona (BZF)

e 1-Decanol

o Dimetacrilato de etilenglicol (EDMA)

¢ Dimetilsulféxido (DMSO)

¢ Divinilbenceno (DVB)

o Etanol absoluto (EtOH)

e Fosfopéptidos: AMP, ADP 95% y ATP 99%

e Glicidil metacrilato (GMA)

e Lauril peréxido LPO 97%

o Metanol (MeOH) absoluto y de lavado (50% agua)

e N;(gas)

o NPs de magnetita (FesO,)

e Tampon acetato 8 mM pH=5

e Tampodn fosfato 10 mM pH=6.5 y pH=8

e Tetrahidrofurano (THF)

Ademas, se ha utilizado tubo del fluoropolimero ETFE de 0.5 mm de didmetro interno

4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Como se ha dicho en los objetivos del proyecto, se pretende estudiar la posibilidad de
preparar una nueva columna monolitica polimérica modificada con NPs de magnetita
en soporte de teflon, comprobar su viabilidad hidrodindmica y aplicabilidad como
columna cromatogréfica, ensayando la separacién de tres fosfatos de adenosina.

En primer lugar, se describird el procedimiento experimental seguido para la
preparacion de la columna polimérica modificada con magnetita. Se detallaran los
aspectos metodolégicos relacionados con cada una de las tres etapas de preparacion
de las columnas (activacion de la pared interna, polimerizacion y adiciébn de NPs)
mediante los dos procedimientos seguidas:

Procedimiento 1:

1. Activacion de la pared interna del soporte (tubo ETFE)
2. Polimerizacion
3. Adicion de las NPs de magnetita al polimero (Protocolo 1)
a. Silanizacion del polimero con APTMS
b. Reaccion de las nanoparticulas de magnetita con el polimero silanizado
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Procedimiento 2:

1. Activacion de la pared interna del soporte (tubo ETFE)
2. Polimerizacion
3. Adicion de las NPs de magnetita al polimero (Protocolo 2)
a. Aminacion de las nanoparticulas de magnetita con APTMS
b. Reaccion de las nanoparticulas de magnetita aminadas con el polimero

Las etapas 1y 2 son iguales en ambos procedimientos, mientras que la etapa 3 se ha
llevado a cabo mediante 2 protocolos diferentes. A continuacion, se detalla el
procedimiento experimental para las diferentes etapas

4.1 ACTIVACION DE LA PARED INTERNA DEL SOPORTE (TUBO ETFE)
Se van a preparar cuatro columnas que finalmente tendran una longitud de 10 cm.

La columna polimérica modificada con NPs de magnetita se prepara utilizando tubo de
teflon tipo ETFE de 0.5 mm de diametro interno como soporte.

El ETFE es un material inerte, por lo que la superficie interna del tubo requiere de una
modificacion para afiadir grupos reactivos que puedan enlazarse con el polimero.

La activacion del tubo ETFE se ha realizado mediante “fotografting” con benzofenona y
dimetacrilato de etilenglicol (EDMA) en presencia de luz UV siguiendo el siguiente
protocolo:

e Cortar 32 cm del tubo de ETFE y lavarlo con 1.5 mL de EtOH, y 1.5 mL de
acetona. Secarlo con N, durante 10 minutos.

e Preparar una disolucién de benzofenona 5%en MeOH.

e Cortar el tubo ya seco con la guillotina en 2 porciones de 16 cm cada una, y
ponerles los ‘fittings’.

e Pasar a través de las dos columnas 1,5 mL de la disolucién de BZF preparada
a un flujo de 0,1 mL/min con una bomba de inyeccion

e Introducir las columnas en la camara UV e irradiarlas durante 30 min a A=254
nm.

e Preparar una disolucién de EDMA al 15% en MeOH

e Hacer pasar 1.5mL de esta disolucion a través de las columnas con un flujo de
0,1 mL/min.

e Introducir nuevamente las columnas en la cdmara UV e irradiarlas a la misma
longitud de onda durante otros 30 min.

Finalmente, lavamos las columnas con MeOH, las secamos con N, y las guardamos
cerradas hasta que esté lista la mezcla de polimerizacion y las rellenemos con ella.

4.2 POLIMERIZACION
Tras la activacion del soporte, se lleva a cabo la etapa de polimerizacion.

En primer lugar, se prepara en un vial de vidrio la mezcla de polimerizacién, que
consiste en: el mondémero glicidil metacrilato (GMA), el cross-linker divinilbenceno
(DVB), dos disolventes porogénicos, el 1-decanol y el tetrahidrofurano (THF), y el
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iniciador lauril peréxido (LPO), un iniciador térmico. La polimerizacion se realizara por
termoiniciacion en horno a 60°C.

Nuestra mezcla de polimerizacion posee un 40% del monémero GMA y un 60% del
agente entrelazante DVB. En la tabla 4, mostramos los valores tedricos de cada uno
de los componentes de la mezcla, asi como el porcentaje que representan sobre la
masa final.

Tabla 4. Masa tedrica de los componentes de la mezcla de polimerizacion el %
que representa cada componente sobre la mezcla.

Componentes Masa (9) % (w/w)
GMA 0,6667 g 13,33%
DVB 1,0000 g 20,00%

1-decanol 3,0333 g 60,67%
THF 0,3000 g 6,00%
LPO 0,0500 g 1,00%

TOTAL 5,0000 g 100%

Para preparar la mezcla de polimerizacién, se pesa primero el iniciador LPO, después
los mondmeros de menor a mayor peso, primero el GMA y después el DVB, y
finalmente se pesaran los disolventes porogénicos de menor a mayor peso, primero el
THF y después el 1-decanol. Los componentes de la mezcla se pesan utilizando una
balanza analitica y dentro de la campana extractora ya que los vapores son téxicos.

La mezcla de polimerizacion se introduce en el bafio de ultrasonidos durante 3 minutos
y, posteriormente, se le pasa N, durante 10 minutos.

A continuacion, se rellenaré el tubo ETFE activado con la mezcla de polimerizacion.
Para ello, se seguiran los siguientes pasos:

e Cortar un cuentagotas de plastico, quedandonos solo con la parte del tubo y
desechando la parte superior (perilla).

e Con un mechero cerrar la parte inferior del tubo del cuentagotas e introducir
dentro la columna.

¢ Rellenar una jeringa con aguja con la mezcla polimérica e introducirla en la
columna con especial precauciéon de no crear ninguna burbuja, ya que ahi no
se produciria la polimerizacién y habria que desechar la columna (figura 4).
Continuar afiadiendo mezcla hasta que ésta quede por dentro y por fuera del
tubo ETFE activado y cerrar el cuentagotas con una masilla adhesiva (Blu-
Tack).

e Situar las columnas en posicion vertical en el horno a 70° durante 4h (figura 5).
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Figura 4. Inyeccién del polimero dentro de la columna
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Figura 5. Columna en posicion vertical en el horno para la polimerizacion.

Tras la polimerizacion, se sacan las columnas del interior de los tubos que las
contiene. Para ello, con un cuter y con mucho cuidado se saca la columna y se
desecha el polimero que rodea al tubo de ETFE. La columna se lava con MeOH
impulséndolo con la bomba del equipo cromatografico para eliminar cualquier resto de
disolvente o porégenos que hayan quedado rellenando los poros de la columna
después de la polimerizacién. El flujo de lavado inicial es de 0.01 mL/min, y éste se va
aumentando muy poco a poco hasta llegar a 0.5 mL/min para evitar que se rompa la
columna preparada. Entonces, se mantiene el lavado durante 30 minutos.

Tras el lavado, cerramos las columnas, las etiguetamos y las guardamos a
temperatura ambiente. Se han preparado cuatro columnas con una longitud final de 10
cm, nombradas como R1, R2, R3 y R4. Las columnas R1, R2 y R3 se trataran
mediante diferentes protocolos, mientras que la columna R4 sera nuestra columna de
referencia.
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4.3 ADICION DE NPs DE MAGNETITA AL POLIMERO

La adicion de NPs de magnetita al polimero se ha realizado mediante dos protocolos
distintos.

El Protocolo 1 se aplica a las columnas R1 y R2: las columnas se tratan con APTMS vy,
posteriormente, se le afiaden las NPs de Fe. En la columna R1 el APTMS esté disuelto
en acetona, mientras que en la columna R2 el reactivo se prepara en DMSO.

Para la columna R3 la adicion de NPs de magnetita al polimero se realizar4 mediante
el Protocolo 2, en el que se altera el orden de enlace entre los reactivos. En primer
lugar, se tratan las NPs de Fe con APTMS, y posteriormente, se adicion las NPs
aminadas al polimero.

Ambos protocolos de adiciébn de NPs se explican con mas detalle en el siguiente
apartado.

4.3.1 Adicién de NPs mediante el protocolo 1 (columnas R1y R2)

La funcionalizacién con nanoparticulas de magnetita de las columnas R1 y R2 se llevd
a cabo utilizando nanoparticulas fabricadas por el grupo de investigacion.

Las dos etapas del protocolo son las siguientes:

1. Silanizacién del polimero con APTMS. La columna R1 se rellené con APTMS
al 11% preparado en acetona y la columna R2 con APTMS al 11% preparado
en dimetilsulféxido (DMSO). Ambas columnas se mantuvieron 3h en el horno a
60°C

2. Reaccion de las nanoparticulas de magnetita con el polimero silanizado. Para
adicionar las nanopatrticulas se siguieron estos pasos
e Se prepararon dos dispersiones de 50 ppm de NPs de magnetita con la

ayuda de ultrasonidos (20 minutos). Para tratar la columna R1 la dispersion
se realizé en una disolucion de EtOH 50% vy citrato 1.5%, y para la columna
R2 en DMSO.

e Se hizo pasar en ambos casos la dispersion de NPs mediante la bomba del
HPLC a un flujo de 0.05 mL/min. Para ello, se utiliz6 el montaje que se
muestra en la figura 6. El ‘loop’ se llenaba con la dispersiéon de NPs (unos 3
mL), reponiendo la disolucion del loop periédicamente para asegurar el
paso continuo de NPs por la columna. El tratamiento se prolongé durante 6
horas. La fase mévil era una disolucion de EtOH 50% para la columna R1 y
DMSO para la columna R2.

e Para finalizar el proceso, se hizo pasar a través de cada columna la fase
movil correspondiente durante 30 min a un flujo de 0.05 mL/min.
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Figura 6. Foto del ‘loop’ que se llenaba con la dispersion de NPs.

En la figura 7 se muestran las reacciones que tienen lugar adherir las NPs de magnetita al
polimero de GMA segun el protocolo 1.
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Figura 7. Reaccién de unidn de las NPs con polimero segun el protocolo 1.

4.3.2. Adicién de NPs mediante el protocolo 2 (columna R3)

La funcionalizacion con nanoparticulas de magnetita de la columna R3 se llev6 a cabo
siguiendo los siguientes pasos:

1. Aminacion de las nanoparticulas de magnetita con APTMS.

Se pesaron 0.25 g de NPs y se mezclaron con 30mL de EtOH y 5mL de H,O.
La mezcla se puso en el ultrasonidos durante 20 min y, a continuacioén, se
afnadio a la dispersion 0.5mL de NH; 32% y 1mL de APTMS. La reaccion se

23



mantuvo en agitacién mecanica a temperatura ambiente durante 12h (figura 8).
Las NPs aminadas se lavaron con agitacién vortex durante 1 min. En primer
lugar, con 3 fracciones de 10 mL de EtOH absoluto y, seguidamente, con 3
fracciones de 10 mL de una disolucién de EtOH al 50%.

Finalmente, se separan las NPs de la disolucion con un iméan de neodimio y se
secan en el horno durante 4 horas a 50 °C. Al finalizar el secado, se almacenan
las NPs aminadas el desecador.

Figura 8. Montaje para la reaccién de aminacién de las NPs de magnetita con APTMS

2. Reaccioén de las nanoparticulas de magnetita aminadas con el polimero.

Se prepard una dispersion de NPs aminadas de 25 ppm en DMSO con la
ayuda de ultrasonidos (20 minutos).

Se hizo pasar a través de la columna R3 la dispersion de las NPs aminadas
impulsandola con la bomba del HPLC a 0.05 mL/min, usando el montaje que se
muestra en la figura 6: procediendo como se ha descrito anteriormente. La fase
moévil, DMSO 100%, arrastraba la disolucion de NPs aminadas hasta la
columna, que se mantuvo durante todo el proceso en el horno de columnas a
60°C. La adicion de la disolucion de NPs aminadas se prolongé durante 12
horas.

El proceso termina con el lavado de la columna con DMSO durante 30 minutos.

En la figura 9 se muestran las reacciones que tienen lugar adherir las NPs de
magnetita al polimero de GMA segun el protocolo 2.
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Figura 9: Reaccién de adicion de las NPs al polimero segun el protocolo 2.

4.4 SEPARACION CROMATOGRAFICA DE FOSFOPEPTIDOS

Las sustancias seleccionadas para evaluar la capacidad de separacion de las
columnas desarrolladas, han sido tres fosfopéptidos (FPs). AMP, ADP y ATP, cuyas
caracteristicas se describen en la introduccion. Se trata de moléculas con atomos de
fésforo en su estructura, que se prevé que interaccionara con los atomos de hierro de
la columna monolitica preparada. El hecho de que estos FPs se diferencien en el
namero de &atomos de fosforo hace pensar que tendran un comportamiento
diferenciado.

Se prepararon disoluciones patron de 2000 ppm de cada uno de los FPs en agua vy,
por dilucidn se preparan las disoluciones de mezcla de los 3 fosfopétidos.

La separacion optima de los FPs se consiguié con la columna R3 (columna modificada
con NPs de magnetita mediante el protocolo 2), utilizando el gradiente que muestra en
la tabla 5. Se inyect6 en el sistema cromatografico 1 uL de mezcla de ATP, ADP y
AMP de 150 ppm cada uno, trabajando a un caudal de 0.5 mL/min.

Tabla 5. Gradiente 6ptimo para la separacion de los FPs

Tiempo ACN Tampon fosfato 10 mM
(min) (%) pH 6.5 (%)

0 100 0

2 100 0
7,5 60 40

11 60 40

12 100 0

16 100 0
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En estas mismas condiciones, se inyectd la mezcla de los 3 fosfopéptidos con la
columna de referencia, R4 (sin NPs ancladas).

5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 ESTUDIO DE LA DISTANCIA A LA LAMPARA Y TIEMPO DE REACCION

La modificacion de la pared interna del soporte (tubo ETFE) se realizé con la BZF y
EDMA con radiacion ultravioleta (fotografting).

Se estudidé la influencia de la distancia de la lampara al tubo en el proceso de
activacion de la pared interna del soporte. Se probaron dos distancias a la lampara: 5y
15 cm, utilizando tiempos de radiacion de 15 minutos para cada reactivo. Se observo
un mayor ataque de la pared del tefldn al utilizar la distancia mas cercana, 5 cm, lo que
se concluy6 visualmente por el aspecto blanquecino del tubo tras la reaccion.

Por otra parte, se ensay0 la importancia del tiempo de radiacién sobre la BZF vy el
EDMA. Se estudiaron tiempos entre 15 min y 1 hora. Los resultados mostraron que
con 30 minutos es suficiente para que el tubo quede activado y el polimero se enlace
correctamente. Con tiempos de reaccion mas cortos, el monolito se escapaba al
lavarlo, por no estar bien anclado al soporte.

Por tanto, se concluye para definir el protocolo de preparaciéon de las columnas que se
usara una distancia de 5 cm a la lampara y un tiempo de 30 minutos para reaccion del
BZF y del EDMA.

5.2 PORCENTAJE DE GMA EN LA MEZCLA DE POLIMERIZACION

La union del APTMS o la NP-aminada al polimero se realiza a través del grupo
epoxido del GMA, por lo que se planted estudiar el porcentaje de GMA en la mezcla de
polimerizacién para conseguir que la cantidad de NPs unidas finalmente al monolito
polimérico fuera la maxima posible. Se ensayaron porcentajes de GMA entre 30% y
80% y se obtuvieron los siguientes resultados:

o Porcentajes del 60% o superiores dieron presiones elevadas en el lavado del
polimero y el polimero acabd saliéndose debido a la presion.

e Con 50% GMA, la presion tras el lavado de la columna fue de 10-12 bar, pero
aumentd hasta 17-18 tras la etapa de adicion del APTMS (Protocolo 1). Al
empezar a afiadir NPs de magnetita, la presion llegé a aumentar hasta 50-60
bar debido a la agregacién de las NPs en la entrada de la columna y la
columna se rompio.

¢ Finalmente, se selecciondé como 6ptimo un 40% de GMA en la mezcla de
polimerizacion para evitar presiones elevadas. Se obtuvieron asi columnas con
presion inicial tras el lavado de 5-6 bar.

Por lo tanto, se prepararon cuatro columnas (R1, R2, R3 y R4) con un 40% de GMA
para ensayar los diferentes protocolos de funcionalizacién del polimero con las
nanoparticulas de magnetita.
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5.3 FUNCIONALIZACION DEL POLIMERO CON NPs DE MAGNETITA

Tal y como hemos comentado en el apartado 4.3 la adicion de las NPs de hierro al
polimero se puede realizar mediante dos protocolos: tratando la columna polimérica
con APTMS vy, posteriormente, afiadiéndolas NPs (protocolo 1), o tratando primero las
NPs con el APTMS vy, posteriormente, afiadiendo las NPs funcionalizadas al monolito
polimérico (protocolo 2).

5.3.1 Resultados de la funcionalizacion del polimero con las NPs siguiendo el

protocolo 1. Columna R1

En este caso se prepar6 la dispersion de NPs en EtOH 50% vy citrato 1.5%. Al
adicionar las NPs a la columna (R1) sucedi6 lo siguiente:

La presion inicial para este experimento fue de 5 bar. Tras 6 horas de inyeccion
de NPs no se observo coloracién del polimero y, en todo momento, la
disolucioén saliente de la columna presentaba el mismo tono que la disolucion
de entrada, por lo que se dedujo que las NPs no se estaban quedando
retenidas en la columna, es decir, no habia reaccion entre las NPs y el
polimero.

Ademas, durante el proceso de adicion se registré una subida de presion muy
rapida hasta 11lbar. En ese momento decidimos parar el experimento y ver si
habia algin problema con la columna. Al quitar el fitting’ se observé que
algunas NPs se estaban agregando en la entrada de la columna lo que
provocaba un taponamiento de la entrada. La foto de la figura 10 muestra el
aspecto de la columna al quitarle el fitting. Fue por tanto necesario controlar en
todo momento la presion para poder detectar si se producian cambios
significativos de presion que pudieran perjudicar a la columna, rompiéndola o
provocando la separacién del polimero de la pared del capilar.

i

ol

Figura 10. Foto de la columna R1 tras la adicion de NPs con el protocolo 1

Con este estudio se concluy6 que la dispersion de las NPs en una mezcla de EtOH y
citrato no era adecuada para conseguir la funcionalizacién de la columna con NPs.
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5.3.2 Resultados de la funcionalizacion del polimero con las NPs siguiendo el
protocolo 1. Columna R2

En este caso se preparo la dispersién de NPs en dimetilsulfoxido. La dispersion de las
NPs en DMSO aparentemente era mejor, ya que la disolucién era mas transparente,
de forma que se penso que quizas se evitaban los problemas de aglomeracion de NPs
en la entrada de la columna. Sin embargo, la columna R2 se comporté igual que la
columna R1, y tras unas horas de adicién de NPs, no se aprecié ningun indicio de
anclaje de las NPs en la columna, ocurriendo los mismos problemas de presion, por lo
que se descarto su uso.

5.3.3 Resultados de la funcionalizacion del polimero con las NPs siguiendo el
protocolo 2. Columna R3

Las NPs se aminaron con APTMS y se adicionaron a la columna mediante el
procedimiento descrito anteriormente. Los resultados obtenidos se describen a
continuacion

Desde el comienzo de la adicién de las NPs aminadas a la columna R3 se observo un
cambio de color entre la disolucién de entrada y la de salida de la columna: la
disolucién de entrada era amarilla, mientras que la disolucién de salida habia perdido
su color y era practicamente incolora (figura 11). Esto indicé que las NPs se estaban
guedando adheridas al polimero en la columna.

Figura 11. Color de las disoluciones de NPs de entrada (A) y salida (B) de la columna.

Tras 3 horas de inyecciones, el liquido de salida continué siendo completamente
incoloro y la presion se mantuvo constante en 5 bar. Se observé que la columna que
se iba tifilendo de color marrén; en ese momento, un tercio de la columna esta de color
marrén, tal y como se muestra en la figura 12. Esto indicaba que las NPs se estan
adhiriendo al polimero.
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Figura 12. Columna R3 tras 3 horas de tratamiento

Tras 7 horas de tratamiento, entorno al 60% de la columna habia reaccionado con las
NPs (Figura 13) . Las NPs reaccionaban progresivamente con la columna.

Figura 13. Columna R3 tras 7 horas de tratamiento

Tras 12 horas de reaccion, la disolucion de salida empieza a verse coloreada (imagen
14, izquierda), lo que nos indicé que la columna estaba saturada de NPs vy, por tanto,
no hacia falta alargar del proceso de adicion de NPs. En ese momento, toda la
columna habia reaccionado con las NPs (imagen 14, derecha). La presion al final del
proceso fue de 7 bar.

Con los resultados obtenidos con ambos protocolos, en los que sélo se observa una
clara adherencia de las NPs sobre el polimero con la columna 3 (Protocolo 2 de
adicion de NPs), se decidi6 evaluar las posibilidades de separacion de compuestos
fosforados en HPLC utilizando la columna sintetizada.
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Figura 14. Izquierda: color de la disolucion NPs a la entrada y a la salida de la columna.
Derecha: columna R3 con las NPs unidas al polimero (12 horas de tratamiento).

5.4 SEPARACION DE FPs

Una vez disefiada la columna monolitica funcionalizada con nanoparticulas de
magnetita, y dada la posible interaccién entre el hierro y los compuestos fosforados, se
seleccionaron los fosfatos de adenosina (FPs) como analitos de prueba para evaluar la
capacidad de separacion de la columna.

La dificultad reside en dar con el gradiente adecuado que sea capaz de separar
cromatograficamente estos compuestos, variando los flujos de las fases maviles, la
intensidad el flujo y controlando la presion que se ejerce en cada momento sobre la
columna ya que un aumento elevado del flujo podria provocar un aumento de la
presion que sufre la columna pudiendo provocar roturas del polimero, del anclaje del
polimero sobre la pared del ETFE dejando inservible la columna.

5.4.1 Estudio de la eleccién del pH de la fase movil

Para estudiar la capacidad de separacién de los FPs con la Columna R3, se probaron
en isocratico diferentes fases moviles, ACN:Agua, ACN:Tampon fosfato pH 6.5 10 mM,
ACN:Tampoén acético/acetato 8 mM pH 5.0, ACN:Tampon Fosfato 10 mM pH 8.0,
variando el porcentaje de acetonitrilo del 100% al 0%.

Como ejemplo, se muestran los cromatogramas obtenidos al inyectar 1 yL de blanco
(agua) y una disolucién de 100 ppm de AMP en el sistema cromatografico, con una
fase movil isocratica con un 90% de acetonitrilo y un 10% de tampoén: tampoén fosfato
10 mM pH 8 (figura 15), tampén fosfato 10 mM pH 6.5 (figura 16), y tampdn acetato 8
mM pH 5 (figura 17).
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Figura 15. Cromatograma del AMP 100 ppm y blanco con una fase mévil 90%ACN:10%
Tampon fosfato 10 mM de pH 8.
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Figura 16. Cromatograma del AMP 100 ppm y de un blanco con una fase mévil 90%ACN:10%
Tampon fosfato 10 mM de pH 6.5.
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Figura 17. Cromatograma del AMP y de un blanco con una fase mévil 90%ACN:10% Tampon
de pH 5.0.
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Tal y como vemos en los cromatogramas anteriores, la eficacia del pico del AMP es
mayor con la fase movil de pH 6.5. Por lo tanto, se selecciond este pH como el 6ptimo.

5.4.2 Estudio de la composicion de la fase movil ACN:tampdn fosfato 10 mM de
pH 6.5

Una vez concretado el pH de la fase acusa que se debia utilizar, se pasé a evaluar el
comportamiento los FPs a diferentes concentraciones de ACN. Para ello, se inyectaron
en modo isocrético los tres FPs, variando el porcentaje de ACN entre el 0% y el 100%.

Con porcentajes de acetonitrilo inferiores al 70%, los 3 fosfopéptidos salian en la
cabeza del cromatograma, al mismo tiempo de retencién. A partir del 70%, ADP y ATP
empezaban a retrasarse, apareciendo picos muy anchos y desdoblados.

Como ejemplo, se muestran los cromatogramas para fases moviles isocraticas con
porcentajes de ACN en la fase movil de 70% (figura 18), 75% (figura 19), 85% (figura
20) y 90% (figura 21), obtenidos al inyectar 1 pl de blanco (agua) y patrones de AMP,
ADP y ATP en el sistema cromatografico.

Sefial UV (mAU)

0 1 2 3 4 5

Tiempo (min)
Blanco AMP ADP ATP

Figura 18. Cromatograma del AMP, ADP y ATP y un blanco con una fase mévil isocratico con
un 70% ACN y un 30 % Tampon fosfato 10 mM de pH 6.5
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Figura 19. Cromatograma del AMP, ADP y ATP y un blanco con una fase movil isocratico con
un 75% ACN y un 25 % Tamp6n fosfato 10 mM de pH 6.5.

Sefial UV (mAU)

Tiempo (min)

——Blanco —— AMP ADP ATP

Figura 20. Cromatograma del AMP, ADP y ATP y un blanco con una fase movil isocratico con
un 85% ACN y un 15 % Tamp6n fosfato 10 mM de pH 6.5.

33



Sefial UV (mAU)

0 1 2 3 4 5

Tiempo (min)

Blanco AMP ADP ATP

Figura 21. Cromatograma del AMP, ADP y ATP y un blanco con una fase mévil isocratico con
un 90% ACN y un 10 % Tampon fosfato 10 mM de pH 6.5.

Se concluye que el AMP es el FP menos retenido, ya que incluso con 90% de ACN,
sale en cabeza. Por ello, se hace necesario aumentar todavia mas el %ACN para
poder observar su retencion.

Por otra parte, con ADP y ATP se observa que la retencibn aumenta al aumentar el
%ACN en la fase mévil, desdoblandose y achatandose los picos.

Respecto del orden de elucion de los 3 FPs, se observa con altos %ACN que la
retencién de ATP es mayor que la de ADP, y esta mayor g la de AMP, lo cual resulta
l6gico pensando que los FPs interaccionan con la columna gracias a la presencia de
los grupos fosfatos con las NPs.

5.4.3 Estudio de gradiente dptimo de la fase mévil ACN:tampo6n fosfato 10 mM
pH 6.5

Puesto que hemos demostrado que no se pueden separar con eficacia los FPs ADP y
ATP trabajando en modo isocratico, se decidié estudiar gradientes para conseguir la
correcta separacion de los tres FPs.

Se estudiaron diferentes gradientes partiendo de un 100%ACN. Con esta fase movil
los 3 FPs se retienen en la columna y no salen hasta que se inicia el gradiente y
empieza a haber fase tampon.

Se estudiaron diferentes efectos en la separacion de los FPs:

- el porcentaje de fase tampon al que se llega con el gradiente
- lavelocidad de flujo

- la pendiente del gradiente (rampa)

- eltiempo al que se inicia el gradiente
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Se observé que:

- Era necesario llegar a un 60% de fase tampo6n para que los 3 FPs saliesen de
la columna con eficacia de separacion.

- La velocidad de flujo se varié entre 0.3-0.7 mL/min y no se observaron
cambios significativos en la separacién, pero la presibn aumentaba
ligeramente al aumentar el flujo. Por ello, se consideré que un flujo de 0.5
mL/min era adecuado

- Respecto de la pendiente de gradiente, se lleg6 a la conclusién de que con 3.5
min de rampa la eficacia de separacion de los FPs era buena

- El tiempo de inicio de la rampa se varié entre 0 y 5 minutos. En la Figura 22,
se muestran 3 de los gradientes empleados en este estudio, con 1, 2y 3
minutos de tiempo antes del inicio de la rampa. Los cromatogramas con estos
3 gradientes (figuras 23, 24, 25) muestran cdmo los tiempos de retencion de
los FPs aumentan al aumentar el tiempo de inicio, aunque la eficacia de
separacion es adecuada en todos los casos.
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Figura 22. Representacion de 3 de los gradientes estudiados con diferentes tiempos de inicio
para la separacién de los FPs.
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Figura 23. Cromatograma de blanco y mezcla del AMP, ADP y ATP (150 ppm cada uno)
obtenido con una fase mévil ACN:Tampén fosfato 10 mM de pH 6.5 con el gradiente 18.
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Figura 24. Cromatograma de blanco y una mezcla del AMP, ADP y ATP (150 ppm cada uno)
obtenido con una fase movil ACN:Tampdn fosfato 10 mM de pH 6.5 con el gradiente 19.
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Figura 25. Cromatograma de blanco y una mezcla del AMP, ADP y ATP (150 ppm cada uno)
obtenido con una fase mévil ACN:Tampdn fosfato 10 mM de pH 6.5 con el gradiente 19.

5.4.4 Estudio del comportamiento cromatogréfico de la columna de referencia
(R4)

Se estudié el comportamiento cromatografico de la columna de referencia (R4), una
columna con el mismo monolito polimérico que el resto de columnas, pero a la que no
se le han afiadido NPs de magnetita.

Se inyectaron los tres FPs con la fase movil 6ptima y se observé que, aunque los
compuestos se retuvieron en la columna, es decir, que existe interaccion, no se obtuvo
una adecuada separacion entre AMP, ADP y ATP, como se observa en la figura 26, en
la que se representa los cromatogramas obtenidos al inyectar 1 uL de una disolucion
mezcla de los tres FPs y de un blanco. Por otra parte, en el blanco se observan
perturbaciones en la linea base en la zona de los picos de los analitos.
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Figura 26. Cromatograma de blanco y una mezcla de AMP, ADP y ATP (150 ppm cada uno)
obtenido con la columna de referencia, R4, con una fase moévil ACN:Tampoén fosfato 10 mM de
pH 6.5 con el gradiente 19.

En la figura 27 se puede comparar las diferencias en el comportamiento de retencion
de los FPs en la columna monolitica modificada con NPs frente a la que no ha sido
modificada. Los FPs salen un poco antes con la columna de referencia, lo cual indica
una mayor afinidad de los compuestos por la fase estacionaria modificada con NPs.
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Figura 27. Cromatogramas de la mezcla de AMP, ADP y ATP obtenidos con la columna de
referencia (R4, linea azul) y con la columna modificada con NPs (R3, linea naranja). Fase movil
ACN:Tampoén fosfato 10 mM de pH 6.5 con el gradiente 19.
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6. CONCLUSIONES

El soporte elegido para la obtencion de una nueva columna monolitica polimérica ha
sido el ETFE, cuya pared interna ha sido adecuadamente activada los reactivos EDMA
y BZF en presencia de radiacion ultravioleta (fotografting), para asegurar el posterior
anclaje del polimero. Se ha comprobado que situando la columna a una distancia de 5
cm de los tubos UV y con un tiempo de irradiacion de 30 min el ataque es adecuado.

Se prepararon 4 réplicas de la columna monolitica polimérica a partir de una mezcla
de polimerizacién con 40% de GMA, que dieron en el sistema HPLC una presion
adecuada para las condiciones de trabajo.

Posteriormente, se realiz6 la funcionalizacion del monolito con NPs de magnetita
(Fes0,4) para obtener una fase estacionaria que interaccionara de forma especifica con
moléculas que tuviesen atomos de fosforo en su estructura. Tres de las columnas
sintetizadas se utilizaron para estudiar el método mas adecuado de adicidén de las NPs
de Fe mediante el reactivo de silanizacion APTMS ((3-aminopropil)-trimetoxisilano); la
cuarta columna se dejé sin tratar, siendo la columna de referencia.

Se usaron dos estrategias diferentes para conseguir el anclaje de NPs al polimero:

e EI primer protocolo probado consistia en una primera etapa en la que
reaccionaba el APTMS con el monolito polimérico, para su silanizacion.
Posteriormente, se hizo pasar una dispersiéon de NPs, en EtOH (columna R1) o
en DMSO (columna R2), a través de la columna. Este protocolo no resultd
adecuado ya que, por una parte, las NPs que pasaban a través de la columna
no reaccionaban con el polimero funcionalizado y, por otra parte, algunas NPs
se quedaban amontonadas en la entrada de la columna.

e El segundo protocolo consistié en hacer reaccionar, en primer lugar, las NPs
con el APTMS, para obtener NPs-aminadas y, posteriormente, hacer pasar una
dispersién de las NPs-aminadas en DMSO a través de la columna. Este
proceso resulté adecuado para el anclaje de la NPs sobre el monolito
polimérico (columna R3).

Finalmente, se probd el comportamiento de la columna monolitica modificada con NPs
(R3) con un grupo de compuestos de prueba (fosfopéptidos) que se diferencian en el
numero de atomos de fosforo: adenosin monofosfato (AMP), adenosin difosfato (ADP)
y adenosin trifosfato (ATP). En este estudio se concluyé que se obtiene la mejor
separacion realizando un gradiente de las fases méviles acetonitrilo y tamp6n fosfato
10 mM de pH 6.5. En estas condiciones fue posible separar los tres compuestos
ensayados en 10 min con una buena eficacia en la separacion. La misma operacion
realizada con la columna de referencia (R4), aunque retenia los tres compuestos, no
permitié su diferenciacion.

Se puede concluir que se han cubierto los objetivos del proyecto al preparar la
columna hibrida monolito-NPs y comprobar su capacidad para interaccionar
selectivamente con compuesto con diferente nimero de atomos de fosforo.
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