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DESCRIPCION

Método de preparacion de un material de separacion de fase estacionaria a base de silice.

La invencion se refiere a un método de preparacion de un material de separacion de fase estacionaria que puede
usarse en métodos de separacion por cromatografia.

Introduccion

Los materiales de separacion de fase estacionaria cromatografica usados en cromatografia liquida se basan
comunmente en un portador poroso de silice sobre el que se ha realizado una funcionalizacién para lograr las
caracteristicas de separacion deseadas para que se separe cierto analito. Los tipos comunes de funcionalizaciéon
son la preparacion de fases estacionarias hidréfobas, por ejemplo, una fase C18, en la que generalmente se usa
octadecilsilano como agente de funcionalizacién y se hace reaccionar con grupos silanol de silice porosa. Sin
embargo, es dificil que todos los grupos silanol reaccionen con el agente de funcionalizacion, principalmente debido
al impedimento estérico. Los grupos silanol restantes hacen que el material sea muy susceptible a la hidrdlisis,
debido a su naturaleza polar. Por lo tanto, habitualmente se realiza encapsulacion del extremo de los grupos silanol
restantes con, por ejemplo, trimetilclorosilano. Sin embargo, los materiales de separacion de fase estacionarias a
base de silice, tal como una fase C1[delta] con encapsulacién del extremo convencional, todavia son quimicamente
bastante inestables a un pH alto debido a los grupos silanol aun restantes, asi como al hecho de que los grupos
silanol con encapsulacion del extremo todavia son susceptibles a la hidrdlisis.

El tiempo de retenciéon y también la capacidad, la cantidad maxima de analito aplicada sin introducir interaccion
competitiva, para cierto analito dependen de la cobertura de superficie real de la funcionalizacién. Ademas, la
cobertura superficial 6ptima esta en funcién tanto del analito como de la funcionalizacion real de la superficie. La
cobertura superficial obtenida bajo procedimientos normalmente aplicados, que es una unién superficial sobre silice
desnuda, completamente rehidroxilada, es tipicamente mas alta que la éptima para todos los analitos.

De acuerdo con un método de acuerdo con el estado de la técnica, se ha logrado una disminucién de la cobertura
superficial de los grupos funcionales en silice, en lugar de usar un exceso, usando un déficit del agente de
funcionalizacion, por ejemplo, un organosilano. Sin embargo, cuando se usa un déficit de agente de funcionalizacion,
el nivel de cobertura superficial es dificil de reproducir debido, por ejemplo, a la humedad restante y la determinacion
exacta de la superficie quimicamente disponible. Ademas, las moléculas de organosilano hidréfobas a menudo
tienden a formar agrupamientos, lo que conduce a la formacion de "islas" y, por lo tanto, a una distribucion desigual
del organosilano sobre la superficie de silice. Ademas, cuando se usa un déficit del organosilano usado para la
modificacion, habra grupos silanol restantes que generalmente estan bloqueados con un agente de encapsulacion
del extremo, tales como un alquil organosilano inferior, por ejemplo, trimetilclorosilano. Sin embargo, como ya se ha
descrito, los grupos silanol con encapsulacion del extremo todavia son susceptibles a la hidrdlisis, lo que significa
que la estabilidad quimica sera incluso menor que, por ejemplo, las fases C18 convencionales a valores de pH
extremos (<2 y >10). Ademas, la encapsulacion del extremo es dificil de completar, lo que significa que
habitualmente habra grupos silanol restantes que son muy susceptibles a la hidrolisis. Los grupos silanol restantes
también interactuan desfavorablemente con analitos, especialmente analitos basicos.

Como alternativa, se puede reducir la cobertura superficial de grupos funcionales en la silice mediante
encapsulacion del extremo de los grupos silanol antes de la funcionalizacién como se describe en Marshall et al, J.
of Chrom., 361 (1986) 71-92. También en este caso, hay problemas con una estabilidad quimica ain menor que las
fases C18 convencionales debido al aumento en el nimero de grupos silanol con encapsulacion del extremo.

Se han realizado varios intentos para proporcionar materiales de separacion de fase estacionaria que sean
quimicamente estables. El documento US 4.017.528 A desvela la preparacién de un diéxido de silicio poroso que
porta grupos organicos que forman parte tanto de la estructura del esqueleto como de la superficie. El documento
US 6.686.035 B2 desvela una particula de material hibrido inorganico/organico poroso que comprende un
poliorganoalcoxisiloxano a través de la particula completa. Sin embargo, ambos tipos de particulas hibridas son
mucho menos mecanicamente estables que las particulas de silice pura. EI documento US 2005/0191503 A1
desvela un método de preparacion de un material de separacidon quimicamente estable en el que una capa de
policarbosilano se une covalentemente a una superficie de silice. El documento US 3.722.181 A desvela una fase
estacionaria polimérica unida quimicamente a un sustrato de silice. EI documento JP2005154197 desvela el
tratamiento de un gel de silice con un acido carboxilico y/o un derivado de acido carboxilico para producir un gel de
silice modificado quimicamente resistente a alcalis.

Existe una necesidad de materiales de separaciéon de fase estacionaria a base de silice quimicamente estables que
sean mecanicamente estables.

Ademas, existe una necesidad de un método de reduccion del nimero de grupos silanol restantes en una superficie
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de silice de un material de separacién de fase estacionaria después de la funcionalizacién para aumentar la
estabilidad quimica del material de separacion de fase estacionaria y minimizar la interaccion desfavorable con
analitos.

También existe una necesidad de un método de reduccion la cobertura superficial de los grupos funcionales de
manera controlada que tenga una alta reproducibilidad.

También existe una necesidad de un material de separacion de fase estacionaria a base de silice en el que el
numero de grupos silanol restantes en la superficie de silice sea bajo, aumentando asi la estabilidad del material de
separacion de fase estacionaria y minimizando la interaccion desfavorable con analitos.

También existe una necesidad de un material de fase estacionaria a base de silice quimicamente estable, que
conserve todos los beneficios de rendimiento de la silice desnuda funcionalizada con organosilanos, es decir, un
material de separacién de fase estacionaria funcionalizado a base de silice comun.

Por lo tanto, un objetivo de la presente invenciéon es proporcionar un material a base de silice que tenga una alta
estabilidad quimica y mecanica y sobre el cual se pueda realizar la funcionalizacion de manera controlada. También
es un objetivo de la presente invencién proporcionar un material de separacion de fase estacionaria para
cromatografia que tenga una alta estabilidad quimica y mecanica, y que tenga una alta capacidad de carga.
También hay un objetivo de la presente invencion de proporcionar un material de separacion de fase estacionaria
que tenga todos los beneficios de rendimiento de la silice funcionalizada en la superficie del estado de la técnica, a
base de silice pura al mismo tiempo que la estabilidad quimica es mayor.

La invencién

Sorprendentemente, se ha descubierto que los objetivos de la presente invencion se logran mediante un método de
preparacion de un material de separacién de fase estacionaria de acuerdo con el método de la reivindicacion 1. El
método incluye preparar una silice organo-modificada usando un método que comprende proporcionar una mezcla
de reaccién mezclando en un medio acuoso que comprende de aproximadamente el 25 a aproximadamente el 100
% en peso de agua, silice (S) y uno o mas compuestos de organosilano (A), y haciendo reaccionar la mezcla. La
mezcla de reaccidon se proporciona adecuadamente, en cualquier orden, afiadiendo y disolviendo al menos
parcialmente en un medio acuoso que comprende de aproximadamente el 25 a aproximadamente el 100 % en peso
de agua, uno o mas compuestos de organosilano A y afiadiendo silice (S), en el que la silice (S) no comprende una
modificacion organica superficial.

El "medio acuoso" comprende adecuadamente al menos aproximadamente el 30 % en peso de agua, también
adecuadamente de aproximadamente el 30 a aproximadamente el 100 % en peso, preferentemente al menos
aproximadamente el 40 % en peso de agua, también preferentemente de aproximadamente el 40 a
aproximadamente el 100 % en peso, mas preferentemente al menos aproximadamente el 60 % en peso de agua,
también mas preferentemente de aproximadamente el 60 a aproximadamente el 100 % en peso, de la manera mas
preferente al menos aproximadamente el 80 % en peso de agua, también de la manera mas preferente de
aproximadamente el 80 a aproximadamente el 100 % en peso.

El medio acuoso comprende adecuadamente menos de aproximadamente el 10 % en peso de cualquier disolvente
organico no miscible con agua, preferentemente menos de aproximadamente el 1 % en peso, de la manera mas
preferente el medio acuoso esta libre de cualquier disolvente organico no miscible con agua.

En una realizacion de la presente invencion, el uno o mas compuestos de organosilano (A) se disuelven
adecuadamente en un medio acuoso que comprende un disolvente organico, miscible con agua, en una cantidad de
aproximadamente el 1 a aproximadamente el 75 % en peso, preferentemente de aproximadamente el 5 a
aproximadamente el 60 % en peso, de la manera mas preferente de aproximadamente el 10 a aproximadamente el
50 % en peso. El disolvente organico es adecuadamente un alcohol, que es preferentemente un alcohol
monohidroxilado o dihidroxilado. Son ejemplos de alcoholes preferidos metanol, etanol, propanol e isopropanol,
etilenglicol y propilenglicol. De la manera mas preferente, el alcohol es metanol o etanol. La cantidad de disolvente
organico en la mezcla de reaccion también se puede variar durante el tiempo que se deja reaccionar a los
componentes de la mezcla de reaccién. En una de dichas realizaciones, la fase liquida de la mezcla de reaccién
comprende un disolvente organico en una cantidad dentro de los limites especificados anteriormente y después de
algun tiempo de reaccion, el contenido de agua se incrementa mediante la adicion de agua o la evaporacion del
disolvente organico, y la mezcla de reaccion se hace reaccionar adicionalmente.

La cantidad de uno o mas compuestos de organosilano (A) afiadidos al medio acuoso, calculada como % en peso
de la mezcla de reaccion total, es adecuadamente de aproximadamente el 1 a aproximadamente el 25 % en peso,
preferentemente de aproximadamente el 5 a aproximadamente el 15 % en peso.

La cantidad de silice (S) afadida al medio acuoso, calculada como % en peso de la mezcla de reaccion total, es
adecuadamente de aproximadamente el 1 a aproximadamente el 50 % en peso, preferentemente de
aproximadamente el 3 a aproximadamente el 30 % en peso, de la manera mas preferente de aproximadamente el 5
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a aproximadamente el 20 % en peso.

La temperatura de la mezcla de reacciéon es adecuadamente de aproximadamente el 40 a aproximadamente 300 °C,
preferentemente de aproximadamente 50 a aproximadamente 200 °C, mas preferentemente de aproximadamente
75 a aproximadamente 175 °C, incluso mas preferentemente de aproximadamente 80 a aproximadamente 175 °C,
incluso mas preferentemente de aproximadamente 90 a aproximadamente 160 °C, de la manera mas preferente de
aproximadamente 100 a aproximadamente 150 °C. Cuando es necesario, la mezcla de reacciéon se somete a una
presion superior a la presiéon atmosférica para poder alcanzar las temperaturas de la mezcla de reaccion.

Los componentes de la mezcla de reaccion se dejan reaccionar adecuadamente durante al menos
aproximadamente 1 minuto, también adecuadamente de aproximadamente 1 minuto a aproximadamente 500 horas,
preferentemente al menos aproximadamente 30 minutos, también preferentemente de aproximadamente 30 minutos
a aproximadamente 300 horas, mas preferentemente al menos aproximadamente 1 hora, también mas
preferentemente de aproximadamente 1 hora a aproximadamente 200 horas, de la manera mas preferente al menos
aproximadamente 3 horas, también de la manera mas preferente de aproximadamente 3 horas a aproximadamente
100 horas.

En una realizacion del método, la mezcla de reaccion comprende adecuadamente una base para ajustar el pH al
lado alcalino. El pH en la mezcla de reaccién es adecuadamente de aproximadamente 7,5 a aproximadamente 13,
preferentemente de aproximadamente 10 a aproximadamente 11,5. La elecciéon de la base no es critica. Sin
embargo, se prefieren las bases que pertenecen al grupo de amoniaco y aminas organicas.

Un acido, que puede ser un acido inorganico u organico, se afiade adecuadamente después de que los
componentes de la mezcla de reaccion se han dejado reaccionar. Adecuadamente, el acido es un acido mineral,
preferentemente acido nitrico, acido clorhidrico o acido sulfurico.

Después de que los componentes de la mezcla de reaccidon se han dejado reaccionar, la mezcla se filtra
adecuadamente y la silice se lava. Como medio de lavado se usa preferentemente agua y también un disolvente
organico tal como acetona, tetrahidrofurano, 1,4-o dioxano. Finalmente, la silice organo-modificada se seca,
adecuadamente a una temperatura de aproximadamente 50 °C a aproximadamente 140 °C.

El método comprende un aumento de temperatura durante la preparacion de la silice organo-modificada. La
temperatura de la mezcla de reaccién aumenta adecuadamente de una temperatura TEMP1 a una temperatura mas
alta TEMP2. Tanto la temperatura TEMP1 como la temperatura TEMP2 estan dentro de los intervalos de
temperatura de la mezcla de reaccion ya especificados.

El método comprende una primera etapa en la que la mezcla de reaccién de silice (S) y uno o mas compuestos de
organosilano (A) se hace reaccionar a una temperatura TEMP1, seguida de una segunda etapa que comprende
someter a la silice reaccionada producida en la primera etapa a una temperatura TEMP2, en el que TEMP2 >
TEMP1. Una alternativa comprende lavar y secar la silice que se hizo reaccionar producida en la primera etapa
antes de mezclarla con un medio acuoso antes de la exposicion a la temperatura TEMP2 en la segunda etapa. Otra
alternativa consiste en mantener la silice que se hizo reaccionar producida en la primera etapa en la solucion en la
que ha reaccionado y aumentar la temperatura a TEMP2.

Aunque fuera del alcance del método reivindicado actualmente, una alternativa adicional es usar una silice que
comprende una modificacion organica de la superficie como material de partida y someter el material a las
condiciones segun la segunda etapa en la realizacion descrita. La silice que comprende una modificacion organica
de la superficie puede hacerse reaccionar con uno o mas compuestos de organosilano (A), incluyendo de ese modo
restos de organosilano adicionales en la silice. En tal caso, esta etapa de reaccion se realiza adecuadamente antes
de someter al material a las condiciones segun la segunda etapa en la realizacién descrita. La silice que comprende
una modificacién organica de la superficie comprende adecuadamente una modificacion de la superficie que
comprende grupos organicos que son alquilo C4-C4, alquenilo C2-C;4 o alquinilo C,-Ca.

Después de la reaccion entre el uno o mas compuestos de organosilano (A) y la silice (S), la silice organo-
modificada puede reaccionar nuevamente con uno o mas compuestos de organosilano (A), que pueden ser iguales o
diferentes de los usados antes, incluyendo de este modo mas restos de organosilano en la silice organo-modificada.

La temperatura TEMP1 esta adecuadamente dentro del intervalo de aproximadamente 50 a aproximadamente 100
°C, preferentemente de aproximadamente 75 a aproximadamente 100 °C, de la manera mas preferente de
aproximadamente 90 a aproximadamente 100 °C. La temperatura TEMP2 esta adecuadamente dentro del intervalo
de aproximadamente 100 a aproximadamente 200 °C, preferentemente de aproximadamente 110 a
aproximadamente 150 °C, de la manera mas preferente de aproximadamente 120 a aproximadamente 140 °C.

En la segunda etapa, la fase liquida de la mezcla de reaccion comprende adecuadamente de aproximadamente el
80 a aproximadamente el 100 % en peso de agua, preferentemente de aproximadamente el 90 a aproximadamente
el 100 % en peso, de la manera mas preferente de aproximadamente el 95 a aproximadamente el 100 % en peso.

En una realizacion, el contenido de agua en la fase liquida de la mezcla de reaccién aumenta cuando se aumenta la
4
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temperatura de la temperatura TEMP1 a la temperatura TEMP2. El aumento en el contenido de agua se realiza
adecuadamente mediante la adicion de agua o mediante la evaporacion del disolvente organico miscible con agua
que puede estar presente en la mezcla de reaccion.

La mezcla de reaccion se somete a la temperatura TEMP1 durante adecuadamente al menos aproximadamente 1
minuto, también adecuadamente de aproximadamente 1 minuto a aproximadamente 500 horas, preferentemente al
menos aproximadamente 30 minutos, también preferentemente de aproximadamente 30 minutos a
aproximadamente 300 horas, mas preferentemente al menos aproximadamente 1 hora, también mas
preferentemente de aproximadamente 1 hora a aproximadamente 200 horas, de la manera mas preferente al menos
aproximadamente 3 horas, también mas preferentemente de aproximadamente 3 horas a aproximadamente 100
horas.

La silice organo-modificada producida en la primera etapa se somete a la temperatura TEMP2 durante
adecuadamente al menos aproximadamente 1 minuto, también adecuadamente de aproximadamente 1 minuto a
aproximadamente 500 horas, preferentemente al menos aproximadamente 30 minutos, también preferentemente de
aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 300 horas, mas preferentemente al menos aproximadamente 1
hora, también mas preferentemente de aproximadamente 1 hora a aproximadamente 200 horas, de la manera mas
preferente al menos aproximadamente 3 horas, también de la manera mas preferente de aproximadamente 3 horas
a aproximadamente 100 horas.

Los uno o mas compuestos de organosilano A comprenden un resto de la férmula general (R1)3-n(X)nSiR2-, en la que
R+ es alquilo C4-Cy4, alquenilo C2-C4 o alquinilo C»-C4, preferentemente alquilo C4-C», R, es metileno, y X es un grupo
saliente, n = 2 o 3. El uno o mas compuestos de organosilano A son adecuadamente de la férmula general (R1)s-
n(X)nSiR3, en la que R1 es alquilo C4-C4, alquenilo C2-C4 o alquinilo C,-C4, preferentemente alquilo C1-Cp, Rs es
alquilo C+-Cs, alquenilo C,-Cg 0 alquinilo C,-Cs, preferentemente alquilo C+-C3, de la manera mas preferente alquilo
C+-C2 y X es un grupo saliente, n = 2 o 3. Como alternativa, los uno o mas compuestos de organosilano A tienen la
férmula general: (Rs)3-n(X)nSiRsSi(Rs)3-m(Y)m, €n la que Rs y Rs son independientemente entre si alquilo C4-Ca,
alquenilo C,-C4 o alquinilo C,-C4, preferentemente alquilo C+-C,, Rs es alquileno C+-Cg, alquenileno C,-Cs o
alquinileno C,-Cg, preferentemente alquileno C,-Cs, alquenileno C,-Cs; o alquinileno C,-Cg de la manera mas
preferente alquileno C+-C3 o alquenileno C2-Cs, y X e Y son grupos salientes,n=203, m=20 3.

Ejemplos de grupos R, preferidos son metilo, etilo, propilo, 2-propilo, butilo, 2-butilo, etenilo, 2-propenilo, 1-propenilo,
1-(1-butenilo), 1-(2-butenilo), 4(1-butenilo), 2-(1-butenilo), 2-(2-butenilo), 3-(1-butenilo), etinilo, 1-propinilo, 3-
propinilo, 1-(1-butinilo), 1-( 2-butinilo), 4-(1-butinilo) y 3-butinilo.

Ejemplos de grupos R3 preferidos son metilo, etilo, propilo, 2-propilo, butilo, 2-butilo, etenilo, 2-propenilo, 1-propenilo,
1-(1-butenilo), 1-(2-butenilo), 4(1-butenilo), 2-(1-butenilo), 2-(2-butenilo), 3-(1-butenilo), etinilo, 1-propinilo, 3-
propinilo, 1-(1-butinilo), 1-(2-butinilo), 4-(1-butinilo) y 3-butinilo.

Ejemplos de grupos Rs y Rs preferidos son metilo, etilo, propilo, 2-propilo, butilo, 2-butilo, etenilo, 2-propenilo, 1-
propenilo, 1-(1-butenilo), 1-(2-butenilo), 4(1-butenilo), 2-(1-butenilo), 2-(2-butenilo), 3-(1-butenilo), etinilo, 1-propinilo,
3-propinilo, 1-(1-butinilo), 1-(2-butinilo), 4-(1-butinilo) y 3-butinilo.

Ejemplos de grupos Rg preferidos son metileno, etileno, propileno, 2-propileno, butileno, 2-butileno, etenileno, 2-
propenileno, 1-propenileno, 1-(1-butenileno), 1-(2-butenileno), 4(1-butenileno), 2-(1-butenileno), 2-(2-butenileno), 3-
(1-butenileno), 1-propinileno, 3-propinileno, 1-(1-butinileno), 1-(2-butinileno), 4-(1-butinileno) y 3-butinileno.

Para todos los compuestos de organosilano A, se pueden usar todos los tipos de grupos salientes X e Y, pero son
adecuadamente un halégeno, alcoxi o alquilamina, preferentemente cloro, metoxi o etoxi.

Ejemplos compuestos de organosilano A adecuados incluyen monoaluiltrialcoxisilanos tales como
metiltrimetoxisilano, etiltrimetoxisilano, metiltrietoxisilano y etiltrietoxisilano, dialquildialcoxisilanos, tales como
dimetildimetoxisilano, dietildimetoxisilano, dimetildietoxisilano y dietildietoxisilano, monoalquiltrihalogenosilanos tales
como metiltriclorosilano, etiltriclorosilano y dialquildihalogenosilanos tales como dimetildiclorosilano y
dietildiclorosilano. Otros ejemplos de compuestos de organosilano A adecuados incluyen Bis(trimetoxisilil)metano,
Bis(trietoxisilil)metano, Bis(trimetoxisilil)etano, Bis(trietoxisilil)etano, Bis(trimetoxisilil)propano, Bis(trietoxisilil)propano,
Bis(trietoxisilil)butano, Bis(trietoxisilil)butano, Bis(trihalogensilil)metano, Bis(trihalogensilil)etano,
Bis(trihalégeno)propano, Bis(trihalogensili)butano.  Preferentemente, se wusa un metiltrialcoxisilano, un
dimetildialcoxisilano, un etiltrialcoxisilano o un Bis(trialcoxisilil)etano donde el alcoxi es metoxi o etoxi.

La silice organo-modificada puede comprender una parte que es silice no modificada, y una parte que es silice que
comprende grupos organicos unidos a la silice, los grupos organicos pertenecen adecuadamente al grupo de grupos
alquilo, alquenilo, alquinilo, alquileno, alquenileno o alquinileno.

La silice organo-modificada comprende adecuadamente grupos organicos distribuidos desde la superficie al interior
del material a base de silice en una concentraciéon gradualmente decreciente.

La silice organo-modificada comprende adecuadamente una parte que es silice no modificada, y una parte que
5
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comprende grupos alquilo, grupos alquenilo o grupos alquinilo unidos a atomos de silicio comprendidos en un grupo
-OSi= y/o grupos alquileno, grupos alquenileno o grupos alquinileno unidos a dos atomos de silicio que estan
comprendidos en un grupo -OSi=. Los grupos alquilo son adecuadamente grupos alquilo C+-Cs, preferentemente
grupos alquilo C4-C3, de la manera mas preferente grupos alquilo C4-C». Los grupos alquenilo son adecuadamente
grupos alquenilo C,-C4, preferentemente grupos alquenilo C,-Cs. Los grupos alquinililo son adecuadamente grupos
alquinilo C,-C4, preferentemente grupos alquinilo C,-Cs. Los grupos alquileno son adecuadamente grupos alquileno
C1-Cs, preferentemente grupos alquileno C4-Cs, de la manera mas preferente grupos alquileno C4-Cs. Los grupos
alquenileno son adecuadamente grupos alquenileno C,-Csg, preferentemente grupos alquenileno C,-Cs, de la manera
mas preferente grupos alquenileno C,-Cs. Los grupos alquinileno son adecuadamente grupos alquinileno C;-Cs,
preferentemente grupos alquinileno C,-Cs, de la manera mas preferente grupos alquinileno C-Cs.

Ejemplos de grupos alquilo, alquenilo o alquinilo preferidos son metilo, etilo, propilo, 2-propilo, butilo, 2-butilo, etenilo,
2-propenilo, 1-propenilo, 1-(1-butenilo), 1-(2-butenilo), 4(1-butenilo), 2-(1-butenilo), 2-(2-butenilo), 3-(1-butenilo),
etinilo, 1-propinilo, 3-propinilo, 1-(1- butinilo), 1-(2-butinilo), 4-(1-butinilo) y 3-butinilo.

Ejemplos de grupos alquileno, alquenileno o alquinileno preferidos son metileno, etileno, propileno, 2-propileno,
butileno, 2-butileno, etenileno, 2-propenileno, 1-propenileno, 1-(1-butenileno), 1-(2-butenileno), 4(1-butenileno), 2-(1-
butenileno), 2-(2-butenileno), 3-(1-butenileno), 1-propinileno, 3-propinileno, 1-(1-butinileno), 1-(2-butinileno), 4-(1-
butinileno) y 3-butinileno.

La parte que es la silice no modificada comprende adecuadamente la parte mas interna de la silice organo-
modificada, es decir, la parte mas distante de una superficie.

Por "silice no modificada" se entiende en el presente documento silice que no comprende ningun grupo organico
unido a la silice, es decir, la silice no ha sido alterada por ninguna reaccién con ningun compuesto organico.
Ejemplos de grupos organicos son grupos alquilo y alquileno. En la "silice no modificada", un atomo de silicio esta
adecuadamente unido a al menos uno, preferentemente cuatro grupos - OSi= en los que los atomos de silicio de los
grupos -OSi= no estan unidos adicionalmente a ningun grupo organico, formando asi un dominio de silice no
modificada.

La silice (S) asi como la silice organo-modificada estd adecuadamente en forma de particulas, preferentemente
particulas porosas. El tamafio medio en volumen de las particulas porosas es adecuadamente de aproximadamente
0,5 a aproximadamente 500 um, preferentemente de aproximadamente 1 a aproximadamente 200 um, de la manera
mas preferente de aproximadamente 1,5 a aproximadamente 50 pm. Las particulas son preferentemente
sustancialmente esféricas. El tamafio medio de poro de las particulas porosas es adecuadamente de
aproximadamente 1 a aproximadamente 5000 A, preferentemente de aproximadamente 10 a aproximadamente
3000 A, de la manera mas preferente de aproximadamente 50 a aproximadamente 2000 A.

Como alternativa, el material a base de silice (S) y el material a base de silice organo-modificada esta
adecuadamente en forma de material monolitico. EI material monolitico tiene adecuadamente un tamafio de
mesoporo de aproximadamente 10 a aproximadamente 3000 A, preferentemente de aproximadamente 50 a
aproximadamente 2000 A.

El tamafio de poro del material a base de silice organo-modificada es adecuadamente de aproximadamente el 70 a
aproximadamente el 100 % del tamafio de poro del material a base de silice (S), preferentemente de
aproximadamente el 80 a aproximadamente el 100 %, de la manera mas preferente de aproximadamente el 90 a
aproximadamente el 100 %

El volumen de poros del material a base de silice (S) y el material a base de silice organo-modificada es
adecuadamente de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 4 ml/g, preferentemente de aproximadamente 0,3 a
aproximadamente 2 ml/g, de la manera mas preferente de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 1,5 ml/g.

El area superficial especifica (método BET) del material a base de silice (S) y el material a base de silice organo-
modificada es adecuadamente de aproximadamente 1 a aproximadamente 1000 m?g, preferentemente de
aproximadamente 25 a aproximadamente 700 m?g. de la manera mas preferente de aproximadamente 50 a
aproximadamente 500 m?/g.

El material de separacion de fase estacionaria comprende el material a base de silice organo-modificada. El material
de separacion de fase estacionaria comprende una funcionalizacion de superficie en forma de uno o mas grupos
funcionales. El uno o mas grupos funcionales pertenecen al grupo de alquilo sustituido con diol, alquilo sustituido con
amino, cianoalquilo, fluoroalquilo, fenilo, fluorofenilo, fenilalquilo y alquilo C1-Cao, preferentemente alquilo Cs-, Cg- y
C18.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) de silicio (**Si) en estado solido se puede usar para
determinar la estructura de un material a base de silice. Este es un método conocido que se describe, por ejemplo,
en Albert K., "NMR investigations of stationary phases", J. Sep. Sci. 2003, 26, 215-224. Se dice que un atomo de
silicio que tiene un grupo organico unido y también dos grupos -OSi= unidos al silicio tiene una estructura T2. Se
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dice que un atomo de silicio que tiene un grupo organico unido y también tres grupos -OSi= unidos al silicio tiene una
estructura T3 (figura 1).

La silice organo-modificada tiene adecuadamente una relacion de la cantidad de atomos de silicio que tienen una
estructura T2 respecto a la cantidad de atomos de silicio que tienen una estructura T3 de menos de
aproximadamente 1, también adecuadamente de aproximadamente 0 a aproximadamente 1, preferentemente de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 0,9, preferentemente de aproximadamente 0,15 a aproximadamente 0,75,
de la manera mas preferente de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,6, segun lo determinado por
espectroscopia de RMN en estado solido.

El material de separacion de fase estacionaria tiene adecuadamente una relacién de la cantidad de atomos de silicio
que tienen una estructura T2 respecto a la cantidad de atomos de silicio que tienen una estructura T3 menor de
aproximadamente 0,75, también adecuadamente de aproximadamente 0 a aproximadamente 0,5, preferentemente
menor de aproximadamente 0,5, también preferentemente de aproximadamente 0 a aproximadamente 0,5, de la
manera mas preferente menor de aproximadamente 0,3, también preferentemente de aproximadamente 0 a
aproximadamente 0,3, segun se determina por espectroscopia de RMN en estado sélido.

Una estructura T1 representaria un atomo de silicio que tiene un grupo organico unido y solo un grupo -OSi= unido
al silicio. La estructura T1 esta sustancialmente ausente en la silice organo-modificada y también sustancialmente
ausente en el material de separacién de fase estacionaria de acuerdo con la presente invencion.

La relacion de la cantidad de T1 respecto a la cantidad de todas de (T1 + T2 + T3) en la silice organo-modificada es
adecuadamente de aproximadamente 0 a aproximadamente 0,05, preferentemente de aproximadamente 0 a
aproximadamente 0,01, de la manera mas preferente de aproximadamente 0 a aproximadamente 0,001. La relacién
de la cantidad de T2 respecto a la cantidad de todas de (T1 + T2 + T3) en el material organo-modificado, segun lo
determinado por espectroscopia de RMN en estado solido, es adecuadamente menor de aproximadamente 0,40,
también adecuadamente de aproximadamente 0,10 a aproximadamente 0,40, preferentemente menor de
aproximadamente 0,35, también preferentemente de aproximadamente 0,15 a aproximadamente 0,35. La relaciéon
de la cantidad de T3 respecto a la cantidad de todas de (T1 + T2 + T3) en la silice organo-modificada, segun lo
determinado por espectroscopia de RMN en estado solido, es adecuadamente mayor o igual a aproximadamente
0,60, también adecuadamente de aproximadamente 0,60 a aproximadamente 0,90, preferentemente mayor de
aproximadamente 0,65, también preferentemente de aproximadamente 0,65 a aproximadamente 0,85.

La relacion de la cantidad de T1 respecto a toda la cantidad de todas de (T1 + T2 + T3) en el material de separacion
de fase estacionaria es adecuadamente de aproximadamente 0 a aproximadamente 0,05, preferentemente de
aproximadamente 0 a aproximadamente 0,01, de la manera mas preferente de aproximadamente 0 a
aproximadamente 0,001. La relacidon de la cantidad de T2 respecto a la cantidad de todas de (T1 + T2 + T3) en el
material de separacion de fase estacionaria, segun lo determinado por espectroscopia de RMN en estado sélido, es
adecuadamente menor de aproximadamente 0,40, también adecuadamente de aproximadamente 0 a
aproximadamente 0,40, preferentemente menor de aproximadamente 0,30, también preferentemente de
aproximadamente 0 a aproximadamente 0,30, de la manera mas preferente menor de aproximadamente 0,25,
también de la manera mas preferente de aproximadamente 0 a aproximadamente 0,25. La relacion de la cantidad de
T3 respecto a la cantidad de todas de (T1 + T2 + T3) en el material de separacion de fase estacionaria, segun lo
determinado por espectroscopia de RMN en estado soélido, es adecuadamente mayor o igual a aproximadamente
0,70, también adecuadamente de aproximadamente 0,70 a aproximadamente 1, preferentemente mayor de
aproximadamente 0,75, también preferentemente de aproximadamente 0,75 a aproximadamente 1.

Se dice que un atomo de silicio que tiene cuatro grupos -OSi= unidos al silicio tiene una estructura Q4 (figura 2). La
silice pura comprende esencialmente siliconas Q4. Se dice que un atomo de silicio que tiene un grupo hidroxilo
unido y también tres grupos -OSi= unidos al silicio tiene una estructura Q3 (figura 3). Las estructuras Q4 y Q3
pueden analizarse mediante espectroscopia de RMN de silicio en estado sdlido.

La silice organo-modificada y el material de separacion de fase estacionaria comprenden adecuadamente atomos de
silicio que tienen una estructura Q4.

La superficie de la silice organo-modificada comprende adecuadamente atomos de silicio, que forman parte de la
silice, que no tienen ningln grupo organico unido a ellos.

La relacién de la cantidad de Q3 después de la funcionalizacion completa y/o la encapsulacion del extremo de los
grupos silanol de la silice organo-modificada respecto a la cantidad de Q3 antes de la funcionalizacion y/o la
encapsulacion del extremo de la silice organo-modificada es adecuadamente de aproximadamente 0,01 a
aproximadamente 0,99, preferentemente de aproximadamente 0,10 a aproximadamente 0,95, de la manera mas
preferente de aproximadamente 0,25 a aproximadamente 0,90.

El tamafo de poro del material de separacién de fase estacionaria es adecuadamente de aproximadamente el 20 a
aproximadamente el 100 % del tamafio de poro de la silice (S), preferentemente de aproximadamente el 30 a
aproximadamente el 95 %, de la manera mas preferente de aproximadamente el 40 a aproximadamente el 90 %.
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El volumen de poros del material de separacion de fase estacionaria es adecuadamente de aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 4 ml/g, preferentemente de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 2 ml/g, de la manera mas
preferente de aproximadamente 0,3 a aproximadamente 1,2 ml/g.

El area superficial especifica (método BET) del material de separacion de fase estacionaria es adecuadamente de
aproximadamente 1 a aproximadamente 1000 m?/g, preferentemente de aproximadamente 25 a aproximadamente
700 m?g. de la manera mas preferente de aproximadamente 50 a aproximadamente 500 m?%g. El area superficial
especifica (método BET) normalmente disminuye cuando se funcionaliza un material. Por lo tanto, una silice organo-
modificada funcionalizada normalmente tiene un area superficial especifica mas baja (método BET) que la silice
organo-modificada misma.

La silice organo-modificada y el material de separacion de fase estacionaria tienen adecuadamente una resistencia
mecanica que es aproximadamente igual al material a base de silice (S).

La estabilidad de la silice organo-modificada y el material de separacion de fase estacionaria en entornos alcalinos
se pueden medir rellenando con el material una columna, bombeando una solucién alcalina a través de la columna y
determinando el contenido de silicio en el eluido (mediante analisis elemental). La estabilidad alcalina del material a
base de silice organo-modificada y el material de separacion de fase estacionaria, preferentemente con una
funcionalizacion C18, C8 o C4, determinada como ppm de silicio por area de superficie especifica (método BET)
[ppm de Si/m?g ] en el eluido del procedimiento de bombeo de 41,5 ml. de NaOH 10 mM mezclado con etanol en
una relacion de volumen 1:1, a 1 ml/min, a una temperatura de 25 °C, a través de una columna de 215 mm de
longitud y 4,6 mm de diametro interno rellana con aproximadamente 2,5 g de silice organo-modificada, es
adecuadamente menor de aproximadamente 0,035 [ppm de Si/m?/g], o de aproximadamente 0 a aproximadamente
0,035 [ppm de Si/m?g], preferentemente menor de aproximadamente 0,025 [ppm de Si/m?(g], o de
aproximadamente 0 a aproximadamente 0,025 [ppm de Si/m?g]. La estabilidad alcalina de la silice organo-
modificada y el material de separacién de fase estacionaria, que preferentemente tiene una funcionalizacion C18, C8
o C4, determinada como ppm de silicio por area de superficie especifica (método BET) [ppm de Si/m?/g] en el eluido
del procedimiento de bombeo de 41,5 ml de NaOH 100 mM mezclado con etanol en una relacion de volumen 1:1, a
1 ml/min, a una temperatura de 25 °C, a través de una columna de 215 mm de longitud y 4,6 mm de diametro interno
rellena con aproximadamente 2,5 g de material a base de silice organo-modificada, es adecuadamente menor de
aproximadamente 0,2 [ppm de Si/m%g], o de aproximadamente 0 a aproximadamente 0,2 [ppm de Si/m?g],
preferentemente menor de aproximadamente 0,15 [ppm de Si/m?/g], o de aproximadamente 0 a aproximadamente
0,15 [ppm de Si/m?/g].

El método de preparacion de un material de separacion de fase estacionaria comprende la funcionalizacién de la
superficie de la silice organo-modificada de acuerdo con la presente invencion haciendo reaccionar la silice organo-
modificada con uno o mas agentes de funcionalizacién que comprenden un grupo funcional, seleccionado de alquilo
sustituido con diol, alquilo sustituido con amino, cianoalquilo, fluoroalquilo, fenilo, fluorofenilo, fenilalquilo o alquilo C+-
Cso, preferentemente alquilo Cs-, Cs- y C1s. Adecuadamente, el agente de funcionalizacion es un organosilano que
comprende el grupo funcional. La funcionalizacion de la superficie de la silice es un procedimiento bien conocido y
los detalles sobre los procedimientos adecuados se describen, por ejemplo, en Silica gel and bonded phases: Their
production; properties and use in LC. Raymond P. W. Scott., John Wiley & Sons Ltd., 1993, Inglaterra, Reino Unido,
pags. 159-160. La funcionalizacion de la superficie se realiza adecuadamente en un medio no acuoso, por ejemplo,
tolueno.

Después de hacer reaccionar la silice organo-modificada con el agente de funcionalizacion, se realiza
preferentemente una etapa de encapsulacion del extremo. Como agente de encapsulacion del extremo se usa
preferentemente trimetilclorosilano o dimetildiclorosilano.

El material de separacion de fase estacionaria puede usarse en métodos de separacion cromatografica. Tales
métodos de separacion cromatografica pueden ser, por ejemplo, HPLC, cromatografia de fluido supercritico (SFC) y
lecho movil simulado (SMB).

Una columna de separacion rellena para cromatografia puede comprender el material de separacion de fase
estacionaria.

La preparacion de una columna rellena para cromatografia puede comprender una etapa de rellenar con el material
de separacioén de fase estacionaria una columna.

Un método para separar compuestos quimicos de una mezcla puede comprender poner en contacto la mezcla con
el material de separacion de fase estacionaria de acuerdo con la presente invencion.

La presente invencion se describira ahora en los siguientes ejemplos, que, sin embargo, no deben interpretarse
como limitantes del alcance de la invencion.
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Ejemplos

Ejemplo 1 (Preparacion de una silice drgano-modificada):

Se afiadieron 21,50 ml de metiltrimetoxisilano a 300 ml de agua Milli-Q a temperatura ambiente. Se afiadieron 30,00
g de particulas de silice (Kromasil®), que tenian un tamafio medio de particula de 5 um, un tamafio medio de poro
de 120 A y un érea superficial especifica de 320 m%g, y la mezcla se calenté a 95 °C. La temperatura se mantuvo
durante 3 h. Posteriormente, la temperatura se redujo a 80 °C, con lo que se afiadieron 21 ml de NH3 al 25 % (ac.).
La temperatura se mantuvo durante 2 h. Posteriormente, la temperatura se redujo a temperatura ambiente y se
afadieron 21 ml de HNOs al 65 % (ac.). La mezcla se calent6 a 95 °C y esta temperatura se mantuvo durante 88 h,
después de lo cual la mezcla se filtrd y se lavo con agua Milli-Q, THF y acetona. El material finalmente se sec6 a 90
°C durante 4 h.

El contenido de carbono se midié por analisis elemental al 3,9 % en peso.

Ejemplo 2 (Preparacion de una silice organo-modificada):

Se afiadieron 40,5 ml (33-36) de etiltrimetoxisilano a 500 ml de agua Milli-Q que tiene 50 g de particulas de silice
(Kromasil® 100A), que tenian un tamafio de particula promedio de 5 um, un tamafio de poro promedio de 120 A y un
area superficial especifica de 320 m?/g. La mezcla se calent6 a 98 °C y la temperatura se mantuvo durante 16 h. La
temperatura se enfrié por debajo de 40 °C, se filtrd y se lavé con agua Milli-Q y acetona. El material se secé a 90 °C
durante 4 h.

El contenido de carbono se midié por analisis elemental al 7,1 % en peso.

Ejemplo 3 (Preparacion de una silice organo-modificada):

El producto del ejemplo 2 se dispersé en agua Milli-Q y la mezcla se introdujo en un autoclave. La temperatura se
elevé a 130 °C y se mantuvo durante 72 horas. La temperatura se enfrio luego a menos de 40 °C, se filtré y se lavo
con agua Milli-Q y acetona. El material se secé a 90 °C durante 4 h.

El contenido de carbono se midié por analisis elemental al 7,1 % en peso.

Ejemplo 4 (Preparacion de material de separacion de fase estacionaria):

La silice organo-modificada preparada de acuerdo con el ejemplo 1 se sometié a funcionalizacién en una fase C18
usando dimetil-octadecilclorosilano empleando procedimientos estandar (es decir, usando un catalizador a base de
amino en tolueno). Después de la funcionalizacién, la fase resultante se encapsuld en el extremo con
trimetilclorosilano.

El contenido de carbono de la funcionalidad C18 se determiné al 8,6 % en peso.

Ejemplo 5 (Preparacion de material de separacion de fase estacionaria):

La silice organo-modificada preparada de acuerdo con el ejemplo 3 se funcionalizé de la misma manera que se
describe en el ejemplo 4.

El contenido de carbono de la funcionalidad C18 se determiné al 7,3 % en peso.

Ejemplos 6-14 (Preparacion de silice organo-modificada):

Se prepararon silices organo-modificadas adicionales de acuerdo con el ejemplo 2 y el ejemplo 3, usando entre 30 y
40 ml de organosilanos, y las mismas cantidades de otros componentes. Como organosilanos se usaron
metiltrimetoxisilano, metiltrietoxisilano, etiltrimetoxisilano, propiltrimetoxisilano y bis(trietoxisilil)etano. Los materiales
resultantes se sometieron en algunos casos a una funcionalizacién C18 de la misma manera que se describe en el
ejemplo 4. El agente de funcionalizacion C18 era dimetil-octadecilclorosilano ("C18") o metil-octadecildiclorosilano
("di-C18"). La tabla 1 resume los componentes usados, su cantidad y si la etapa de esterilizacion en autoclave de
acuerdo con el ejemplo 3 se ha utilizado o no.

Tabla 1.
Ejemplo Organosilano Esterilizacion en Contenido de Funcionalizacion
autoclave carbono en material
organo-modificado
[%]
6 metiltrimeloxisilano no 2,9 C18
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7 metiltrimeloxisilano si 3.1 C18
8 etiltrimeloxisilano no 6,9
9 etiltrimeloxisilano no 6,9 C18
10 etiltrimeloxisilano si 7,2
11 etiltrimeloxisilano si 7,2 C18
12 bis(trietoxisilil)etano si 2,6
13 bis(trietoxisilil)etano si 2,6 Cc18
14 propiltrimetoxisilano si 6,4 Cc18

Ejemplo 15 (Prueba de estabilidad quimica del material de separacion de fase estacionaria):

Las columnas que tenian un tamafio de 250 + 4,6 mm se rellenaron con aproximadamente 2,5 g de los materiales de
separacion de fase estacionaria preparados de acuerdo con los ejemplos 4 y 6. Como referencia, otra columna se
rellen6 con una fase C18 convencional (Kromasil 100-5-C18) que comprende particulas de silice funcionalizadas con

C18.

En un equipo de HPLC, se us6 acetonitrilo/HOAc-NEt; 50 mM 50:50 como fase moévil. El pH fue de 12. El caudal fue
de 1 ml/min durante el anadlisis y 0,1 ml/min en el medio. La temperatura fue de 25 °C. Los analitos tolueno,
nortriptilina, imipramina y amitriptilina se analizaron a intervalos regulares.

El factor de capacidad, k', que es una medida del comportamiento de retencion relativa, se determiné para todos los

analitos.

Las tablas 2 a 4 muestran los resultados. Ak'/ At es el cambio de k' en los ultimos 40 minutos.

Tabla 2. Fase estacionaria de acuerdo con la invencion (Ejemplo 2)

Tiempo k' tolueno AK'/At k' AK'/At K' AK'/At k' AK'/At
(h) nortriptilina imipramina amitriptilina
0 7,62 - 12,15 - 19,55 - 24,58 -
40 7,74 0,003 13,76 0,040 20,96 0,035 26,33 0,044
80 7,68 -0,0015 14,09 0,0082 21,16 0,0050 26,56 0,0058
120 7,66 -0,0005 14,26 0,0042 21,25 0,0022 26,68 0,0030
Tabla 3. Fase estacionaria de acuerdo con la invencion (Ejemplo 5)
Tiempo k' tolueno AK'/At k' AK'/At K' AK'/At k' AK'/At
(h) nortriptilina imipramina amitriptilina
0 7,22 - 11,41 - 18,92 - 23,73 -
40 7,37 -0,0038 13,42 0,050 20,90 0,050 26,21 0,062
80 7,36 -0,0002 13,78 0,0090 21,13 0,025 26,55 0,0085
120 7,33 -0,0008 14,00 0,0055 21,31 0,0045 26,77 0,0055

10




10

15

20

ES 2757 566 T3

Tabla 4. Fase C18 convencional (Kromasil)

Tiempo k' tolueno AK'/At k' AK'/At K' AK'/At k' AK'/At
(h) nortriptilina imipramina amitriptilina
0 8,45 - 15,22 - 25,18 - 32,67 -
40 8,61 0,0040 19,94 0,12 27,76 0,064 35,89 0,080
80 8,61 0 21,69 0,044 28,49 0,018 36,69 0,020
120 8,62 0,0002 22,88 0,030 29,07 0,014 37,37 0,017

Para la fase C18 convencional, los resultados muestran que para el tolueno, que solo interactia significativamente
con la funcionalidad hidréfoba C18, no hay deterioro de la funcionalidad C18 con el tiempo. Sin embargo, los
resultados para los otros analitos, que también interactian con estructuras hidréfilas tales como los grupos silanol,
muestran que hay una mayor interaccion con el tiempo que indica un proceso de deterioro en la superficie de silice.
Para las fases C18 de acuerdo con la presente invencion, la funcionalidad C18 se esta deteriorando en un grado
mucho menor que para una fase C18 convencional. Por lo tanto, la estabilidad quimica de una fase C18 de acuerdo
con la presente invencion es significativamente mayor que para una fase C18 convencional.

Ejemplo 16 (Prueba de estabilidad quimica del material de separacion de fase estacionaria):

Cada una de las columnas que tenian un tamafio de 250 + 4,6 mm se rellené con aproximadamente 2,5 g del
material de separacion de fase estacionaria preparado de acuerdo con los ejemplos 7, 8, 10, 12, 13 y 15. Como
referencia, se coloco una columna con una fase C18 convencional (Kromasil 100-5-C18) que comprende particulas
de silice funcionalizadas con C18.

En un equipo de HPLC, los analitos nortriptilina y amitriptilina se probaron usando un tampoén K-PO4 25 mM (pH
6)/metanol 50:50 como fase mévil. El caudal fue de 1 ml/min y la temperatura fue de 25 °C. El factor de capacidad,
k', que es una medida del comportamiento de retencion relativa se determiné para cada analito.

Posteriormente, la columna se someti6 a NaOH 0,1 M (acuoso)/etanol 50:50 durante cinco horas. Después del
equilibrio de la columna, los factores de capacidad se determinaron nuevamente para los analitos usando las
mismas condiciones que anteriormente.

El cambio en el factor de capacidad se ilustra en la tabla 5.

Tabla 5.

Fase nortriptilina amitriptilina

k'antes | k'después | % decambio | k'antes | k'después | % de cambio

Fase C18 1,08 5,73 +433 4,46 10,89 +144

convencional

La invencion 0,91 4,46 +392 3,77 6,57 +74
(ejemplo 7)

La invencién 0,89 1,74 +95 3,37 3,92 +16
(ejemplo 8)

La invencion 0,84 3,30 +292 3,57 5,79 +62
ejemplo 9)

La invencién 0,77 1,27 +64 3,06 3,37 +10

(ejemplo 11)

La invencion 1,33 3,46 +160 5,08 6,62 +30
(ejemplo 13)

La invencién 0,91 1,96 +115 3,75 4,70 +25
(ejemplo 14)
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Se concluye que los materiales de acuerdo con la presente invencion dan mejores resultados en términos de
estabilidad del factor de capacidad en condiciones alcalinas que una fase C18 convencional.

Ejemplo 17 (Estabilidad quimica del material de separacién de fase estacionaria como fuga de silicio):

2,5 g cada uno de tres lotes de materiales de separacion de fase estacionaria, todos elaborados de acuerdo con los
ejemplos 2 y 3 combinados (modificados con etilo, tratados en autoclave) y funcionalizados con metil-
octadecildiclorosilano, de acuerdo con el procedimiento del ejemplo 4, rellenaron tres columnas de 215 mm de
longitud y 4,6 mm de diametro interior. El area superficial especifica de los materiales era de aproximadamente 140
m?/g. Se bombearon 41,5 ml de NaOH 10 mM mezclado con etanol a una relacion de volumen 1:1 a 1 ml/min, a una
temperatura de 25 °C, a través de cada columna. El contenido de silicio se determiné en los eluidos mediante
analisis elemental. También se proporcion6 una columna rellena con una fase estacionaria modificada C-18
convencional. El procedimiento se repiti6 bombeando NaOH 10 mM:etanol a una relaciéon de volumen 1:1 y NaOH
100 mM:etanol a una relacion de volumen 1:1 a través de columnas nuevas, respectivamente. La tabla 6 muestra los
resultados.

Tabla 6. Contenido de silicio en el eluido

Contenido de la columna Concentracion de soluciéon de NaOH [mM]
10 100
Material de acuerdo con la invencion 0,016 [ppm de Si/m?/g] 0,098 [ppm de Si/ m?/g]
Lote 1
Material de acuerdo con la invencion 0,015 [ppm de Si/m?/g] 0,13 [ppm de Si/m?/g]
Lote 2
Material de acuerdo con la invencion 0,016 [ppm de Si/m?/g] 0,13 [ppm de Si/m?/g]
Lote 3
Material C18 convencional 0,039 [ppm de Si/m?/g] 0,21 [ppm de Si/m?/g]

Se concluye que el material de la presente invencion exhibe una estabilidad mucho mayor a las soluciones alcalinas
fuertes que una fase C18 convencional. La estabilidad también es reproducible entre diferentes lotes.

Ejemplo 18 (Estabilidad mecanica del material de separacion de fase estacionaria):

La estabilidad mecanica de las particulas de silice porosas se mide rellenando con aproximadamente 25 mm
particulas de silice en una columna que tiene un diametro interno de 50 mm, usando una presién de 40 bares. Se
bombea una fase mévil a través de la columna y se determina la contrapresidon que se necesita superar para mover
la fase mévil a través de la columna. Las particulas de silice se someten posteriormente a una presién de 60, 80,
100, 120, 150, 200, 250 y 300 bares, en la que la contrapresion se mide a cada presion del piston. Se determina el
aumento de presion [%] a 40 bares, a cada presion de piston.

La estabilidad mecanica de una silice organo-modificada preparada de acuerdo con el ejemplo 3 (modificada con
etilo) se determind por el método descrito. Como comparacién, se probd un material convencional (Kromasil C4)
funcionalizado con C4 sobre silice desnuda (pura).

Los resultados se muestran en la tabla 7.

Tabla 7.

Aumento de presion (%)

Presion de piston Material de la invencion (ejemplo 3) | Fase C4 convencional (Kromasil C4)
40 0 0
60 3,3 8,3
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80 9,9 13,9
100 16,5 22,2
120 19,8 30,6
150 27,5 38,9
200 40,7 44,4
250 54,9 69,4
300 65,9 108,3

Se concluye que una silice organo-modificada preparada como se describié anteriormente tiene una excelente

estabilidad mecanica.

Ejemplo 19 (Control del grado de funcionalizacién):

Las silices organo-modificadas se prepararon de acuerdo con el método de los ejemplos combinados 2 y 3, variando
la cantidad de organosilano (etiltrimetoxisilano). Después se realizdé una funcionalizacion con C18 siguiendo el
procedimiento del ejemplo 4. Los silanoles restantes se encapsularon en el extremo con trimetoxisilano. Se
determinaron los contenidos de carbono en las silices organo-modificadas y en las fases funcionalizadas con C18.

La relaciéon se muestra en la figura 4.

Se concluye que existe una relacion clara entre el contenido de carbono en una silice organo-modificada y el
contenido de carbono en el mismo material que el funcionalizado. La relacion se muestra en la figura 4. Esta relacion
permite controlar eficazmente el grado de funcionalizacion.
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REIVINDICACIONES

1. Método de preparaciéon de un material de separacién de fase estacionaria que comprende preparar una silice
organo-modificada proporcionando una mezcla de reaccidon mezclando en un medio acuoso que comprende del 25
al 100 % en peso de agua, silice (S) y uno o mas compuestos de organosilano (A) y hacer reaccionar la mezcla, en
el que en una primera etapa, la mezcla de reaccién de silice (S) y uno o mas compuestos de organosilano (A) se
hace reaccionar a una temperatura TEMP1, seguida de una segunda etapa que comprende someter la silice
reaccionada producida en la primera etapa a una temperatura TEMP2 para formar una silice organo-modificada, en
el que TEMP2 > TEMP1;

en el que los uno o mas compuestos de organosilano A son:

- de la férmula general (R1)3-.n(X)nSiR3, en la que R es alquilo C4-C4, alquenilo C»-C4 o alquinilo C2-Cs, R3 es
alquilo C4-Cs, alquenilo C,-Cg o alquinilo C»-Cs, y X es un grupo saliente seleccionado de halégeno, alcoxi y
alquilamina,n=203, 0

- de la férmula general: (R4)3-n(X)nSiReSi(Rs)3-m(Y)m, €n la que Rs y Rs son independientemente entre si alquilo
C1-C4, alquenilo C»-C4 0 alquinilo C,-C4, Re es alquileno C+-Cg, alquenileno C,-Csg o alquinileno C,-Cg, y X e Y son
grupos salientes seleccionados de halégeno, alcoxi y alquilamina,n=203,m=20 3,

la silice (S) no comprende una modificacion organica superficial, y esta en forma de particulas porosas o en forma
de material monolitico;

comprendiendo el método ademas hacer reaccionar la silice organo-modificada con un agente de funcionalizacion
que comprende un grupo funcional seleccionado de alquilo sustituido con diol, alquilo sustituido con amino,
cianoalquilo, fluoroalquilo, fenilo, fluorofenilo, fenilalquilo y alquilo C1-Cao.

2. Método de preparacion de un material de separacién de fase estacionaria de acuerdo con la reivindicacion 1, en el
que los uno o mas compuestos de organosilano A son:

- de la formula general (R1)3-n(X)nSiR3, en la que Ry es alquilo C4-C,, R3 es alquilo C4-C,, y X es un grupo
saliente,n=20 3,0

- de la férmula general: (R4)3-n(X)nSiReSi(Rs)3-m(Y)m, €n la que R4 y Rs son independientemente entre si alquilo
C4-Ca2, Rs es alquileno C4-C3 o alquenileno C2-C3, y X e Y son grupos salientes,n=203, m=20 3.

3. Método de preparacion de un material de separacion de fase estacionaria de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-2, en el que la mezcla de reaccioén se proporciona, en cualquier orden,

(i) afadiendo a, y al menos disolviendo parcialmente en, un medio acuoso que comprende del 25 al 100 % en
peso de agua, uno o mas compuestos de organosilano A, y

(i) anadiendo silice (S).

4. Método de preparacién de un material de separacion de fase estacionaria de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3, en el que la temperatura de la mezcla de reaccion es de 40 a 300 °C.

5. Método de preparacion de un material de separacion de fase estacionaria de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-4, en el que la temperatura de la mezcla de reaccién es de 75 a 175 °C.

6. Método de preparacion de un material de separacion de fase estacionaria de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, en el que la temperatura TEMP1 esta dentro del intervalo de 75 a 100 °C, y la temperatura
TEMP2 esta dentro del intervalo de 100 a 175 °C.

7. Método de preparacion de un material de separacion de fase estacionaria de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, en el que el agente de funcionalizacion es un organosilano.
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Figura 1.
g OH

I I
-Si-0-Si*-R
I I
O
I I
-Si—-0-Si*-R
I I
O
I I
-Si—-0-Si*-R
I I
OH

Figura 2.

I
—-Si—
I
o
I I

-Si-0-Si*-0-

I I
o
I
—-Si—
I

Figura 3.

-Si—-0-Si*-OH

I I
0]
I
—Si—
I

T2

T3

T2

I
Si—
I

Q4

Q3



ES 2757 566 T3

Figura 4.
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