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SUMMARY

Membrane systems have been gaining importance, in the last years, as enatioseparation techniques,
since they offer several advantages over traditional separation methods, such as low time cost, set-
up simplicity and the possibility to be used in continuous mode.

In that sense, various membrane configurations, have already been proposed for the
enantioseparation of a broad number of species, including amino acids and its derivatives, and
several drugs. Different liquid membrane types, based either in chiral liquids or in dissolutions of
chiral molecules (namely chiral carriers), were firstly proposed to resolve racemic mixtures. Crown
ethers, polyaminoacids or cyclodextrines are some of the most widely employed chiral molecules in
membrane solutions. However, liquid membranes processes, when applied for the separation of
enantiomers, exhibit a rapid decrease of selectivity with operating time, due to the diffusion of
analytes across the membranes. Additionally, they show low stability and short lifetime when
tested under industrial separation conditions. Therefore, solid polymeric membranes based mostly
in ultrafiltration membranes or polymer impringting membranes have also been developed to
overcome these drawbacks.

For the case of SR-propranolol, a B-blocking drug used for treating certain cardiovascular
anomalies, with the S-enantiomer showing far more blocking activity than the R-enantiomer,
different enantioselective carriers have been studied. On one hand, N-n-alkyl-hydroxyprolines, and
dialkyl tartrate were used in the literature in liquid membrane configurations. In both cases, the
carrier is present in the membrane phase and selectively forms a complex with one of the
enantiomers, which is transported across the membrane by an ion pairing mechanism. These
transport systems are driven by a proton gradient between both feed and stripping aqueous
phases. On the other hand, norbornadiene was considered as chiral polymer. Although all these
membrane systems showed promising results, concerning the enantioseparation of SR-propranolol,
none of them was investigated in detail. Therefore, the information required to comprehend the
behaviour of these systems, and consequently, to optimise their applicability was still lacking.

The purpose of the present work was the characterisation and development of membrane systems
for the enantioselective separation of SR-propranolol. In that sense, four different membrane
systems, based in supported liquid membranes (SLM), activated composite membranes (ACM),
chiral activated membranes (CAM) and chiral polysulfone (CPS) membranes, have been
investigated. In most of them, N-hexadecyl-L-hydroxyproline (HHP) was applied as chiral carrier.
The study and characterization of each membrane type was principally carried out by using

microscopy techniques and transport experiments. The latest were conducted with four different



membrane modules: a dialysis cell, a micro spiral module, a module capable of well-defining
hydrodynamics conditions for transport modelling and a dead-end filtration module.

The study of SLM, permitted the elucidation of the two transport mechanisms involved in these
separation systems, which are: (a) a facilitated transport mechanism, coupled to a proton antiport,
and (b) a non selective transport mechanism, taking place by diffusion. Additionally it allowed
discriminating the principal parameters governing the performance of the membrane system, either
in terms of flux as in terms of selectivity. Feed phase pH showed to govern both the amount of flux
across the SLM as well as the enantioselectivity, due to acid base properties of the principal species
participating in the systems (propranolol and the chiral carrier). Carrier concentration inside the
membrane was the second most influencing parameter. An increase of carrier amount into the
membrane leads to higher enantioselectivity. System conditions were optimised. Under operating
conditions showing the best performance results (feed at pH 8, and carrier concentration up to C/A
=3)a 5.6% of enantiomeric excess was reached.

Once the chemical system was known, we focused on the development of new solid polymeric
membranes. Three different types of polymeric membranes were studied: ACM, CAM and CPS
membranes.

Activated composite membranes (ACM) consisted of a porous polysulfone support casted on a
none-woven fabric, with a top dense polyamide layer. These membrane types, had been previously
developed in our laboratories and applied successfully for other species.

The ACM prepared in this work were characterized by different techniques, such as atomic force
microscopy, solute transport, contact angle measurements, electron spin resonance, and scanning
electron microscopy. The use of all these complementary techniques provided an extensive and
concise description of ACM internal and surface morphology, together with the confirmation of the
presence of the chiral carrier inside the membranes. However, when applied to the
enantioseparation of propranolol, it was necessary to work under pressure conditions in order to
detect transport of propranolol, as ACM show higher resistance than SLM to analyte transport. As
a consequence of working under driving forces providing high fluxes, such as transmembrane
pressure, enantioselectivity was not observed in that case.

Therefore, we moved to more porous polymeric membranes, having lower resistances against
analyte transport, and thus ensuring the possibility to transport propranolol by applying
concentration gradients as driving force.

Firstly, CAM were studied. CAM consisted in a porous polysulfone film, also casted on a non-
woven fabric. This membrane type permitted the enantioselective transport of propranolol across
the membranes. In that case, the influence of carrier concentration in the membrane as well as the

striping phase pH were studied. These studies revealed the relationship between transport rate and



enantioselectivity (the higher transport rate, the lower enantioselectivity), and also contributed to
propose the affinity preferences of the carrier by the two enantiomers. The good results obtained,
motivated the development of another CAM system containing the chiral carrier didodecyltartrate.
The comparison of the two equivalent systems was carried out by conveniently modelling the
transport of both propranolol enantiomers. Hence, a properly designed membrane module was
used in that case; a module for transport modelling consisting of two rectangular channels
separated by the membrane. Results showed that the last system possesses better properties for the
enantioseparation of propranolol.

The last type of polymeric membranes assayed were based in chiral polysulfones CPS, containing
the chiral carrier covalently bonded to the polysulfone polymeric structure. With the aim to prepare
these membranes, raw polysulfone, PS, need to be previously derivatised. PS was chiraly
derivatised following two different sysnthetic routes, and two corresponding chiral polysulfones
were obtained, namely CPSa and CPSg. The first route, intended to benefit from the residual OH
group of the polysulfone to bond covalently the chiral carrier to the polymer matrix, while the
second route included an extra step to create new OH pending groups, increasing in that way, the
number of potential binding sites for the chiral carrier. All intermediates and final products were
confirmed by RMN techniques. However when preparing the membranes, only CPSa was suitable
as polymer. Therefore, CPS membranes, obtained from CPSa were prepared and characterised. The
application of these polymeric membranes showed promising results regarding both the transport
rate and enantioselectivity, and confirmed the higher affinity of the carrier by the S-propranolol
enantiomer.

In that case, with membranes containing the highest CPS, amount, a separation factor (namely

alpha) of 1.1 was encountered at 96h of experiment.
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1. INTRODUCCIO GENERAL

El descobriment del fet que els diferents enantiomers d'una molécula quiral podien posseir
diferents activitats biologiques fou el punt de partida d'una cursa d’obstacles que ha arribat fins als
nostres dies. Aquesta cursa, protagonitzada per les empreses farmaceutica, agricola, cosmetica i
alimentaria, va sorgir amb la finalitat de desenvolupar metodes d’obtenci6 i analisi de productes
enantiomerics purs, i complir aixi amb la legislacié vigent sobre la comercialitzacié de productes

quirals. Pero bé, comencem pel comencament:

1.1 Els enantidmers

En quimica, aquelles substancies amb la mateixa férmula molecular, perd amb una férmula
desenvolupada (en el pla o en l'espai) distinta sén anomenades isomers. D’isomers en podem
trobar de diversos tipus: els isomers de cadena (que es diferencien en la seqiiéncia mitjancant la
qual els atoms s’enllacen els uns amb els altres); els isomers de posici6 (que es diferencien per tenir
en distintes posicions un doble enlla¢ o un grup funcional); els isomers geometrics o cis-trans (que
son deguts al fet que els enllagos © entre dos carbonis no poden girar); i, per dltim, els isomers
optics (que son deguts a carbonis que tenen quatre substituents diferents, és a dir, carbonis
asimetrics, que poden adoptar posicions espacials diferents). Els dos tultims tipus d’isomers
esmentats son compostos amb estructures idéntiques, perd amb una disposicié distinta dels seus
atoms en l'espai, i s'anomenen també esteroisomers. La isomeria Optica es presenta, concretament,
quan l'estructura geometrica d'una molecula és tal que aquesta no es pot superposar a la seva
imatge especular, és a dir, a la seva imatge en un mirall (speculum en llati). Aquestes molecules
s’anomenen quirals, nom que deriva de la paraula grega kheir, i que significa ma. Les nostres mans,
que son l'una la imatge especular de l'altra, sén un dels casos més clars de cossos que no sén
superposables. Aixo és el mateix que passa a nivell microscopic amb les molecules quirals.! Els

diferents isomers optics d’una molécula quiral s’anomenen també enantiomers.

Els enantidomers d’una mateixa molécula tenen les mateixes propietats quimiques i també les
mateixes propietats fisiques, excepte una: I'angle cap al qual poden desviar el pla de la llum
polaritzada. Mentre un dels enantidomers desvia la llum polaritzada en el sentit de les agulles del
rellotge (cap a la dreta, és dextrogir), I'altre enantiomer la desvia en sentit contrari (cap a 1'esquerra,

és levogir).

1 A. Moyano, M.A. Pericas, A Riera, “La sintesi asimétrica: 1'assoliment d’un repte historic”. Revista de la
Societat Catalana de Quimica, 3 (2002) 22-35.

9



I un cop arribats a aquest punt, poca cosa més caldria explicar si no fos pel notori descobriment que
es féu a mitjans segle XX del fet que els enantiomers també es diferencien entre si en les seves
activitats biologiques. Aixd implica que ens podem trobar amb una molécula quiral un dels
enantiomers de la qual sigui capa¢ de dur a terme la bioactiviat desitjada, mentre que l'altre
manifesti un nivell d’activitat inferior o nul. Fins i tot, en el pitjor dels casos, ens podriem trobar
que el segon dels enantiomers tingués una bioactivitat inversa a la desitjada. Aquesta bioactivitat
podria ser nociva a I'ésser huma, si tenim en compte que els productes tradicionalment formats per
moleécules quirals son emprats, en gran part, com a farmacs, adobs, condiments i perfums.23

Un cas malauradament conegut és el del farmac Talidomida, que se subministrava durant els anys
60 a dones embarassades per pal-liar els malestars propis de la gestaci6, i que va provocar que els
fills de moltes d’aquestes dones naixessin amb membres atrofiats o gairebé inexistents.! Aquest
farmac (Talidomida) era compost d’enantiomers distints; un d’ells tenia l'activitat biologica de
sedant esperada, pero l'altre era el responsable de les malformacions dels fetus.4

La divulgacié d’aquest cas, entre d’altres, va provocar que les agencies de regulacié de la produccié
i administracié de farmacs desenvolupessin mesures legislatives molt estrictes, per tal d’evitar un
altre cas similar. Actualment, la legislaci6é obliga a comercialitzar la majoria de productes com a
enantiomers purs o, en alguns casos, com a compostos quirals, sempre i quan els diferents
enantiomers que formin el compost estiguin perfectament caracteritzats.56

Tot aixo ha portat la industria farmaceutica (principalment) a dedicar-se amb especial eémfasi i
celeritat a desenvolupar, en els darrers anys, metodes tant per a l'obtenci6 com per a la

caracteritzacio i identificacié de productes enantiomerics purs.

1.2 Métodes per a I’obtencié d’enantiomers purs

L’obtencié d’enantiomers purs es pot dur a terme mitjancant dues vies clarament diferenciades: la
via quiral i la via racémica.’# La primera es basa en el disseny d'una sintesi asimetrica
(enantioselectiva) per obtenir 'enantiomer desitjat. En cas que interessin dos enantiomers d’una

mateixa molecula, per separat, caldra desenvolupar dues sintesis independents. Aquesta via

2 HM. Krieg, J.C. Bretenbach, K. Keiser, “Chiral resolution by B-cyclodextrin polymer-impregnated ceramic
membranes”. J. Membr. Sci. 164 (2000) 177-185.

3 X. Wang, X.J. Wang, C.B. Ching, “Solubility, Metastable Zone Width, and Racemic Characterization of
Propranolol Hydrochloride”. Chirality 14 (2002) 318-324.

4]. E. Rekoske, “Chiral Separations”. AIChE Journal 47(1) (2001) 2-5.

5 European Medicines Evaluation Agency (EMEA), http:/ /dg3.eudra.org.

¢ Food and Drug Administration (FDA), http:/ /www.fda.gov/cder/guidance.index.htm.

7 S. Ahuja, “Chiral Separations and Technology: An Overview”, in S.Ahuja (Ed.), Chiral Separations. Applications
and Technology, ACS, Washington (USA), 1997, 1-7.

8 E.R. Francotte, “Enantioselective chromatography as a powerful alternative for the preparation of drug
enantiomers”. ]J. Chrom. A 906 (2001) 379-397.
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implica 1'ds de reactius enantiomerics purs, generalment cars, enzims o processos catalitics
enantioselectius. A més, normalment és necessari un nombre considerable d’etapes amb els
corresponents subproductes (de baix interés) i les despeses energetiques associades. També cal
invertir-hi una quantitat de temps notable.%10 Tot plegat per produir una quantitat raonable d'un
enantiomer opticament pur, que satisfaci la legislacié vigent sota l'arbitri de les entitats
reguladores. La primera d’aquestes vies posseeix, doncs, diversos desavantatges des del punt de
vista industrial.

Altrament, la via racémica es basa en la preparacié de la mescla racémica i la segiient separaci6 dels
seus enantidomers, fet que permet obtenir els dos enantiomers purs simultaniament, i amb bastant
menys dificultat que no pas amb la sintesi asimeétrica. Segons la técnica de separacié que usem, la
separacié dels enantiomers pot ser directa (separacié dels propis enantidmers) o indirecta (formacié
i separaci6 dels seus diastereomers, que apareixen en molecules amb varis carbonis asimetrics i

tenen distintes propietats fisiques i quimiques).

1.2.1 Técniques de separacié d’enantiomers
Existeixen varies técniques de separacié d’enantiomers.111213 A continuacié se'n descriuen les
principals:

A) La cristallitzaci6, emprada habitualment per a la purificaci6 de compostos solids

(separant-los d’impureses i subproductes). Es pot utilitzar també per a la separacié
d’enantidomers. De fet, era una de les poques tecniques existents per separar enantiomers
abans del desenvolupament de les técniques cromatografiques. Es tracta d’una técnica que
permet tant la separaci6 directa com indirecta dels enantidomers. Per tal de dur a terme la
separaci6 desitjada, s’introdueixen cristalls d'un enantiomer pur en la mescla racémica
que es pretén separar, o bé s'usa un solvent o una dissolucié quiral. La principal limitacié
d’aquesta técnica, aplicable a escala preparativa, és la disponibilitat, sovint escassa, de
cristalls d’enantiomers purs.

B) Les técniques cromatografiques permeten també la separacié tant directa com indirecta

dels enantiomers. La separacié d’aquests es produeix com a conseqiiéncia de les afinitats

9 J.T.F. Keurentjes, F.].M. Voermans, “Membrane Separations in the production of optically pure compounds”,
in AN. Collins, G.N. Sheldrake, J. Crosby (Eds.), Chirality in Industry II. Developments in the Commercial
Manufacture and Applications of Optically Active Compounds, Wiley, Chichester (UK), 1997, 157-182.
10Y. Gao, R M. Hanson, ].M. Klunder, S.Y. Ko, H. Masamune, K.B. Sharpless, “Catalytic asymmetric epoxidation
and kinetic resolution: modified procedures including in situ derivatization”. J. Am. Chem. Soc. 109 (1987)
5765-5780.
1 P. Franco, C. Minguillén, “Techniques in Preparative Chiral Separations”, in G. Subramanian (Ed.), Chiral
Separation Techniques. A Practical Approach, Wiley-VCH Verlag GmbH, Weinheim (Alemanya), 2001, 1-23.
12T.J. Ward, “Chiral Separations”. Anal. Chem. 72 (2000) 4521-4528.
13 N.M. Maier, P. Franco, W. Lindner, “Separation of enantiomers: needs, challenges, perspectives”. ]. Chrom. A
906 (2001) 3-33.
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diferenciades que mostren els enantidmers per les distintes fases (estacionaria i mobil) que

es posen en contacte durant el procés. Les técniques cromatografiques es poden dividir en

tres subgrups: la cromatografia liquida (I), la cromatografia de fluids sub/supercritics (II) i

la cromatografia de gasos (III).

L

La cromatografia liquida es pot dur a terme en diferents modes, la majoria dels
quals usen un suport quiral per aconseguir la separacié dels enantiomers. Tan sols
el mode en contracorrent es basa en una separacié liquid-liquid. El mode utilitzat
més ampliament és la cromatografia liquida d’alta resoluci6 (o alta pressié) HPLC.
L'ts de fases estacionaries quirals, CSP, permet actualment la separacid
enantiomerica de moltes mescles racémiques. Existeix un nombre forga elevat de
CSP disponibles. Les més utilitzades sén les basades en ciclodextrines i derivats
d’aquestes, antibiotics macrociclics (feicoplanin, vancomycin, ristocetin A, entre
d’altres), polisacarids (cellulosa o amilosa, registrades Chiralcel i Chiralpak,
respectivament), éters corona i d’altres (com les de tipus raspall, les basades en
poliacrilamida, les derivades de la dialiltartaramida entrecreuada o les basades en
polimers d'impressié molecular, MIPs).8 La seleccié de la fase mobil és crucial per
aconseguir una bona separaci6, ja que té una influéncia directa sobre la selectivitat
de la separaci6 (especialment en el cas de CSP basades en polisacarids), el temps de
retencié dels soluts (que es pot disminuir introduint en la fase mobil modificadors
polars com el metanol, 1'etanol o l'isopropanol), i la solubilitat de la mescla
racémica (les CSP basades en polisacarids presenten certs graus de solubilitat en
varis dissolvents organics, cosa que disminueix notablement el rang de fases mobils
que es poden utilitzar). Un dels altres modes de cromatografia liquida és la
cromatografia de flaix que es basa en 1"Gs de suports de silica gel modificats. El
tercer mode es coneix com a llit de moviment simulat, SMB. Consisteix en varies
columnes connectades entre si en série (formant un cercle). L'entrada de l'eluent,
l'alimentaci6 del procés i els punts de recol-lecta es mouen al llarg del cercle imitant
un moviment a contracorrent entre les fases mobil i estacionaria. El quart mode es
troba entremig dels modes HPLC i SMB. En aquest cas, les fraccions pures
s’extreuen del sistema, mentre que les fraccions parcialment resoltes son reciclades
novament. En cinqué lloc, tenim el mode de cromatografia a contracorrent, que
permet la separacié dels soluts emprant un sistema liquid-liquid de dues fases
sotmes a un camp gravitatori. I finalment, trobem el mode de cromatografia en
capa prima, TLC, que es basa en plates de silica gel, que poden contenir enllacat o

impregnat un agent quiral, o que poden estar constituides per MIPs.
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II. La cromatografia de fluids subcritics i supercritics consisteix a emprar fases mobils
a pressions i temperatures just per sota o per sobre, respectivament, del punt critic.
Permet reduir el consum de dissolvent respecte el mode HPLC (de cromatografia
liquida), pero el seu ts es limita a compostos solubles en dissolvents no polars.

II. La cromatografia de gasos també ha estat utilitzada per a separacions
enantiomeriques, malgrat la seva aplicacio6 es limita a compostos relativament
volatils.

D’entre les técniques cromatografiques descrites, algunes tenen aplicacions tan sols
analitiques, mentre que altres permeten ser utilitzades a nivell preparatiu. Tanmateix, el
seu cost eminent les fa poc atractives des del punt de vista industrial.

C) Les técniques electroforétiques també s’han comengat a utilitzar recentment per a

separacions enantiomeériques, amb finalitats analitiques. En concret, la tecnica
d’electroforesi capil-lar, CE, en zona, ha experimentat un desenvolupament especialment
rapid durant els dltims 20 anys. Les separacions enantiomeriques mitjangant técniques
electroforetiques es basen en la formacié d’entitats diastereomeériques. Aquestes poden
formar-se préviament com a resultat d'una reaccié quimica entre els enantiomers d’estudi
i un reactiu quiral derivatitzador, o bé simultaniament al procés de separacié
electroforétic. En aquest cas té lloc la formacié de complexos diastereomerics reversibles
entre els enantiomers d’estudi i un selector quiral que s’incorpora al medi de separaci6.4
El primer meétode indicat té moltes similituds amb els metodes generals de separacions
electroforetiques, ja que el que s’introdueix dins el sistema sén compostos amb distintes
velocitats de migraci6 inicial. El segon meétode té encara moltes possibilitats d’evoluci6 i
millora. En aquest cas intervenen dos factors que condicionaran la separacié dels
enantiomers entre si: les diferéncies entre la forca d’atraccié que experimenta cada un dels
enantiomers pel selector quiral que hi ha en el medi de separaci6, i la diferéncia de
velocitat de migracié dels diferents complexos formats. La suma d’aquests dos factors
donara lloc a la discriminacié dels enantidmers i en determinara 1'ordre de migracié. Els
principals selectors quirals emprats en CE son les ciclodextrines i els seus derivats, els
éters corona, els antibidtics macrociclics, les proteines, els oligo i polisacarids lineals, els
intercanviadors de lligands (com els a-aminoacids amb Cu?*, Zn?*, Ni2* o Co?*), o les
miscel-les quirals (basades en 1"ts de surfactants quirals). En aquest tipus de separacions
caldra prestar especial atencié a la concentracié de selector en el medi de separaci6 (la

concentraci6 adequada per aconseguir la millor separaci6 depén de la constant de

14 A. Rizzi, “Fundamental aspects of chiral separation by capillary electrophoresis”. Electrophoresis 22 (2001)
3079-3106.
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complexacid), i al pH d’aquest medi (que afecta la velocitat efectiva dels complexos i del
medi en si). Per ultim, cal esmentar que la técnica de CE resulta adequada per a 1'analisi
d’enantiomers purs, perd no és aplicable a nivells preparatius, degut al seu cost elevat.
L’electroforesi en gel, si que ha estat emprada recentment amb finalitats semipreparatives.

D) L’extracci6 liquid-liquid, per contra, és una técnica senzilla que no necessita dispositius

massa sofisticats. En aquest cas, un selector quiral és introduit en una de les fases liquides
i la separacié dels enantiomers es produira per la diferent afinitat dels enantiomers vers
cada una de les fases liquides. El principal desavantatge d’aquesta técnica és la necessitat

d’una etapa posterior de separaci6 de I'enantiomer retingut del selector quiral.

Tenint en compte tot el que s’ha exposat fins ara sobre les distintes tecniques de separacié
d’enantiomers, els processos de separaci6 mitjancant membranes ofereixen tot un reguitzell
d’avantatges respecte els metodes de separacié tradicionals. Sén meétodes de muntatge i
manipulaci6 facil, rapids, i usen una tecnologia relativament barata i coneguda a nivell industrial,
vist que actualment ja s’apliquen amb altres finalitats (dessalinitzacié d’aigua de mar i recuperacié
d’aigties residuals, entre d’altres). A més, la majoria dels processos de membranes poden treballar a
temperatura ambient i en forma continua.? Aquests processos poden aplicar-se tant per a finalitats

analitiques (com seria el cas d’alguns sensors), com amb objectius preparatius.

1.3 Les membranes

Les membranes es poden definir, a grans trets, com barreres semipermeables, és a dir, barreres que
deixen passar a través seu només certes substancies.’> La separacié mitjancant membranes és un
procés relativament nou: fa tan sols 30 anys que la filtracié a través de membranes es considera un
procés tecnicament important. Avui dia s'utilitza una gran varietat de processos de membrana per
a moltes i diverses aplicacions, i el nombre d’aplicacions es troba encara creixent. Les membranes
les podem classificar en biologiques (naturals) o sintetiques. Les dltimes, al seu torn, poden ser
organiques (liquides o solides polimeriques) o inorganiques. Normalment, les trobem separant
dues fases que sén immiscibles amb la membrana: la fase anomenada de carrega (feed), que és la
fase que conté inicialment els analits que volem separar, i la fase receptora (stripping) o filtrat

(permeate), que inicialment esta Iliure d’analits.

15 M. Mulder, Basic Principles of Membrane Technology, second edition, Kluwer Academic Publishers, Dordrecht
(The Netherlands), 2000.
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1.3.1 Tipus de membranes

A) Les membranes liquides poden adoptar distintes configuracions:1¢ de volum (un volum

considerable de liquid es posa en contacte amb les solucions de carrega i receptora, que
poden ser més o menys denses que la membrana); d’emulsié (s’obté dispersant en la
solucié de carrega 1'emulsié inversa preparada a partir de la mescla de solucié receptora i
el liquid que fara de membrana, en preséncia d'un tensoactiu); i suportades (consisteix a
impregnar el liquid que actua com a membrana en un suport polimeric pords).

Seguidament, es mostra un esquema de cada un dels tipus de membrana liquida:

a)
Membrana disE. s & “_ @g| diss.
d!ss_ de ) cirrega . | . receptora
carrega - diss. T
receptora K
o o o9
Mcmbrana
b)
Dissolucid de ciarrega
Fase organica \
amb tensoactiu T
-— o0
. .. » Emulsid
Dissolucio de reextraccio
"Water-in-oil" . L .
water-in-oil-in-water’
<)

Suport poros

dissolucio dissolucio

de carrega
receptora

Membrana liquida

Figura 1.1. Representaci6 esquematica de membranes liquides: a) de volum, b) d’emulsié i c) suportada.

16 T. Araki, H. Sukube, Liquid Membranes: Chemical Applications, CRC Press Inc., Florida (USA), 1990.
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El transport a través de membranes liquides pot tenir lloc mitjancant dos mecanismes
diferents:

I.  El transport no facilitat és el mecanisme pel qual el transport de les espécies entre
les solucions de carrega i receptora ve determinat per la diferéncia de concentracioé
d’aquestes entre les dues solucions. Equival al transport per difusi6.

II. El transport facilitat es basa en la incorporacié6 d'un agent transportador a la
membrana que interaccionara amb l'analit/s de la fase de carrega i els transportara
de manera preferent fins a la solucié receptora. Segons si 1'analit en qiiesti6 es
transporta conjuntament amb una altra espécie o no, tindrem transport facilitat
acoblat o no acoblat, respectivament. Finalment podem distingir entre transport
acoblat amb cotransport (les dues espécies es transporten en el mateix sentit) o amb
contratransport (les dues espécies es transporten en sentit contrari).

Seguidament, es pot observar una representacié esquematica dels dos mecanismes de

transport definits.

Transport difusional Transport facilitat

A — No acoblat
A membrana
i

membrana A C B
Acoblat
B T A
membrana

Figura 1.2. Representaci6 esquematica dels diferents tipus de transport.
Les membranes liquides, tot i tenir bones caracteristiques per a la enantioseparacié, no sé6n

atractives des del punt de vista de la industria pel fet de tenir un temps de vida molt curt,

degut a la seva inestabilitat mecanica.17.18

B) Les membranes polimeériques estan formades per polimers, que sén components d’elevat

pes molecular, formats per repeticions d’unitats basiques que s’anomenen monomers. De

7. AM. Neplenbroek, D. Bargeman, C.A. Smolders, “Supported liquid membranes: instability effects”. J.
Membr. Sci. 67 (1992) 121-132.

18 A.J.B. Kemperman, D. Bargeman, Th. Van den Boomgaard, H. Strathmann, “Stability of Supported Liquid
Membranes: State of the Art”. Sep. Sci. Tech. 31 (1996) 2733-2762.
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polimers, n"hi ha de molts tipus i la majoria soén aptes per a base de membranes; 1'tnic que
cal és que siguin estables quimicament i térmicament, i que permetin el pas de certes
espeécies a través seu. Les membranes polimeriques es poden classificar, en funcié de la
seva morfologia, en membranes poroses, membranes no poroses i membranes amb
transportador.15 En les membranes poroses, el transport de les espeécies té lloc a través dels
porus; per tant, la naturalesa del polimer en si no és el que pren importancia, sin6é que és la
mida dels porus de la membrana el que discriminara quines particules passaran a través
d’aquesta i quines no. Contrariament, en el cas de les membranes no poroses o denses, el
transport de les espécies ocorre mitjangant la seva dissolucié i difusié en el polimer; per
aix0, la naturalesa del polimer esdevé en aquest cas fonamental. Les membranes amb
transportador es diferencien de les anteriors tnicament en el fet que contenen en el seu
interior un agent transportador selectiu, capag de facilitar el transport de 1'espécie
d’intereés. L’agent transportador pot estar fixat a la membrana o bé pot ser mobil (en
aquest ultim cas, acostuma a estar dissolt en un liquid, i la dissolucié esta continguda en
els porus de la membrana o en la propia matriu polimerica).!> A continuacié s’han llistat

els principals polimers usats per a la preparacié de membranes polimeériques:

Taula 1.1. Polimers més usats per a la preparacié de membranes polimeriques.

Membranes polimeriques poroses ~ Policarbonat (PC)
Politetrafluoroetile (PTFE, Tefl6)
Florur de polivinilide (PVDF)
Polipropile (PP)

Poliamida (PA)

Esters de cel-lulosa
Polisulfona/Polietersulfona (PS/PES)
Poliacrilnitril (PAN)
Poliimida/Polieterimida (PI/PEI)
Polieteretercetona (PEEK)

Membranes polimeériques denses Politrimetilsililpropi (PTMSP)
Oxid de polifenile (PPO)
Polidimetilsolixa (PDMS)
Poliestire
PA
Clorur de polivinil (PVC)

PC

PS/PES

Polietileeterftalat

Acetat de cel-lulosa/ Etilcel-lulosa
Polimetilpente

PP

Policloropre

Polietile

PI/PEI

17



La tria del polimer es fa en funcié de les seves caracteristiques estructurals (pes molecular,
flexibilitat i interaccions de cadena) i de les seves propietats (estabilitat quimica i térmica,
cristal-linitat i propietats mecaniques). Segons I’aplicacié concreta que tingui la membrana
resultant, interessen unes propietats o unes altres. A continuaci6, es poden observar les

estructures d’alguns dels polimers més utilitzats de la taula 1.1:

a) b)
CHZC())H OH
o
‘OH H H ©O o
e o} | =
o
OH CH,0H +N@N 5 _@g_}
d)

Figura 1.3. Estructures polimeriques de: a) cel-lulosa, b) PA, ¢) PSi d) PEL

En el treball present s’ha usat, en la majoria dels casos, la PS, per la seva eminent
estabilitat (tant quimica com térmica) i per tractar-se d'un polimer ampliament conegut i
utilitzat.

Per a la preparaci6 de membranes polimeriques existeixen varies técniques: la
sinteritzacid, I'estirament, el gravat de porus, la lixiviacié templada, la inversi6 de fase i el
recobriment. Entre aquestes, destaquen les técniques d’inversié de fase, per ser les més
emprades, i la técnica de recobriment, degut a la seva versatilitat. La primera es basa en la
precipitacié controlada d’un polimer inicialment en estat liquid. La precipitaci6 per
inversi6 de fase pot generar-se per evaporacié del dissolvent, per evaporacié controlada,
amb vapor, termicament i per immersié. La inversi6 de fase per immersi6 és la més
utilitzada i consisteix a submergir una soluci6é de polimer, préviament pel-liculada sobre
un suport adequat, en un bany de coagulacié6 que conté un no solvent. L'intercanvi del
solvent i el no solvent provoca la precipitacié de la pellicula de polimer o membrana
polimeérica. Les propietats d’aquesta vindran condicionades per la transferéncia de massa i
la separaci6 de fases del procés d’inversid. Aixi doncs, generalitzant, podem afirmar que

transferencies de massa i separacions de fase lentes donaran lloc a membranes denses i
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simetriques, mentre que transferéncies de massa i separacions de fase rapides permeten
obtenir membranes polimeriques poroses i asimeétriques (en certs casos, amb espais
microscopics buits, anomenats macrovoids).’> En la taula 1.2 es recullen els parells de
solvents/no solvents més utilitzats per a la preparacié de membranes polimeériques, amb
la técnica d’inversi6 de fase per immersié, i s’hi indiquen els tipus de membrana que

s’obtenen en cada cas:

Taula 1.2. Classificacié de parells de solvent/ no solvent.

Solvent No solvent Tipus de membrana
Dimetilsulfoxid (DMSO) Aigua Porosa
Dimetilformamida (DMF) Aigua Porosa
Dimetilacetamida (DMAc) Aigua Porosa
N-metilpirrolidona (NMP) Aigua Porosa
DMAc n-Propanol Densa
DMAc i-Propanol Densa
DMAc n-Butanol Densa
Tricloroetile Metanol/Etanol/Propanol Densa
Cloroform Metanol/Etanol/Propanol Densa
Diclorometa Metanol/Etanol/Propanol Densa

En el treball present, s’han preparat majoritariament membranes polimeériques poroses i,
en un gran nombre dels casos, s’ha utilitzat el parell DMF/aigua.

Per altra banda, la técnica de recobriment permet obtenir una capa densa i prima a la
superficie d'una membrana porosa, i aixi s’aconsegueix una membrana composit (en la
qual cada una de les capes que la forma, pot optimitzar-se individualment).? El procés
més utilitzat a 1’hora de preparar membranes polimeriques per recobriment és la
polimeritzaci6 interfacial, que consisteix a dur a terme una reaccié de polimeritzacié entre
dos monomers o precursors, altament reactius, en la interfase de dos dissolvents
immiscibles.20

Les membranes polimeriques es poden preparar per adoptar dues configuracions: la
configuraci6 plana i la configuracié tubular. La configuracié plana equival a un full i es
pot utilitzar en moduls de membrana plana o bé en moduls espirals, un cop enrotllada
sobre ella mateixa, similar amb un pergami. La configuracié tubular equival a un cilindre
i, segons el seu diametre intern, tenim membranes de fibra buida (d; < 0,5 mm),
membranes capil-lars (0,5 mm > d; < 5 mm) o membranes tubulars (d; > 5 mm). Aquestes
es poden utilitzar, respectivament, en moduls de membrana de fibra buida, capil-lar i

tubular.15

19 R. Kesting, Synthetic Polimeric Membranes, McGraw Hill, Nova York (USA), 1971.
20 Reverse Osmosis and Synthetic Membranes, S. Sourirajan (Ed.), NRCC Publ. No. 15627, Ottawa (Canada), 1977.
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Les membranes inorganiques posseeixen una estabilitat quimica i térmica superior a les

membranes polimeériques. Podem distingir diferents materials inorganics, que donaran
lloc a quatre tipus distints de membranes: les membranes ceramiques, les membranes de
vidre, les membranes metal-liques (inclouen les de carb6) i les membranes zeolites. Les
membranes ceramiques, que estan formades per la combinacié6 d'un metall (alumini,
titani, zirconi o silici) amb un no metall en forma d’oxid, nitrur o carbur, sén el tipus més
important de membranes inorganiques (fent referencia a la seva aplicaci6). Aquestes es
preparen generalment per la via de la sinteritzacié o per la via de processos de sol-gel. La
sinteritzacié consisteix a aplicar pressi6 sobre una pols formada per particules d’una mida
determinada, de manera que aquestes quedaran enganxades les unes amb les altres,
deixant espais buits entre elles (que constituiran els porus de la membrana). El procés sol-
gel ens porta a I'obtencié d’un gel a partir d'una suspensi6 col-loidal de particules en un
liquid (sol), mitjancant dues rutes: la ruta de la suspensié col-loidal i la ruta del gel
polimeric. Ambdues rutes parteixen d’un precursor (generalment un alcoxid) que pot ser
hidrolitzat addicionant aigua, i que un cop parcialment hidrolitzat, polimeritzara. Les
membranes de vidre consten normalment de SiO; B2O; i NaxO, i es preparen
majoritariament mitjangant tecniques basades en lixiviacié (retirada de certs components
del polimer, donant lloc a espais buits, porus) i separacié de mescles de vidres. Les
membranes metal-liques s’obtenen per sinteritzacié de metalls en pols (acer inoxidable,
tungste, o molibdé). Les zeolites sén un tipus relativament nou de membranes que
posseeixen porus de mida molt petita i estan formades per silicats d’altimina cristal-lins

microporosos.

1.3.2 Processos de separacié6 amb membranes

Tots els processos de separaci6 amb membranes tenen en comu que la separacié s’aconsegueix
mitjancant una membrana. Ara bé, perque es doni el transport (sigui del tipus que sigui) a través de
la membrana, és necessari aplicar algun tipus de forca a la fase de carrega que impulsi els seus
components a travessar la membrana. Les principals forces impulsores d’aquests processos sén les
diferencies de pressié o de concentracié entre ambdés costats de la membrana. En menor nombre
de casos, trobem també processos regits per diferéncies de temperatura o de carrega eléctrica. Sols

es descriuran els dos primers tipus de processos:

A) Els processos impulsats per diferencia de pressié s'utilitzen per concentrar o purificar

solucions (aquoses o organiques) diluides. En aquest cas, el solvent i alguns dels
components de la fase de carrega flueixen a través de la membrana, mentre que altres

components son retinguts per la membrana. Depenent de les propietats quimiques i de la
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mida de les particules de la fase de carrega que es volen separar, s'utilitzen membranes
amb unes o altres mides i distribucions de porus. Segons la mida mitjana de porus de la
membrana o els components que pretenem separar, tenim els segiients processos associats

(taula 1.3):

Taula 1.3. Caracteristiques dels principals processos impulsats per diferéncia de pressi6

Nom del procés  Tipus de membrana Mida de porus Pressi6 aplicada  Permet separar:

Microfiltracié Porosa asimetrica 0,05-10 um <2 bar Particules
Bacteris
Ultrafiltracié Porosa asimetrica 1-100 nm 1-10 bar Virus
Proteines
Nanofiltracié Composit <2nm 10-25 bar Ions bivalents
Microsoluts
Osmosi inversa Composit o <2nm 15-80 bar Microsoluts
asimetrica Ions monovalents

B)

Alllarg d’aquesta memoria es consideren els processos d’ultrafiltracié i d’osmosi inversa.

Els diversos processos impulsats per diferéncia de concentracié son molt distints entre

ells. L'tnica cosa que tenen en comu és 1'ts de membranes denses. Dintre d’aquests
processos trobem: la separacié de gasos, la pervaporaci6, la dialisi i el transport mitjangant
agents selectors (o transport facilitat). L'tltim d’aquests processos es diferencia de la resta
pel fet que incorpora en la membrana un agent transportador selectiu que incrementara el
transport d’un o més dels components de la fase de carrega, de manera especifica. Aquest
agent transportador o bé pot estar lliure, dissolt en un liquid que constitueix propiament
una membrana (membrana liquida) o contingut en els porus o en la matriu d’un polimer;
o bé pot estar lligat fisicament o quimicament (amb enlla¢ covalent) a un polimer. En el
primer dels casos (quan l'agent transportador esta lliure), tal com hem vist anteriorment,
el complex analit-transportador es difon a través de la membrana, mentre que en el segon
cas, I'analit salta d’'una posici6 selectiva a l'altra. Es obvi que en el primer cas, la velocitat
del transport és notablement major. Els processos de transport mitjancant selectors
(processos de transport facilitat) tenen lloc en dues etapes: la formacié del complex de
I'analit amb el transportador i la difusi6 del complex a través de la membrana. En la
majoria dels casos, I'tltima etapa esmentada és la que determina la velocitat del transport.
El valor del namero de Damkdhler, que és el quocient entre la velocitat de formacié i la
velocitat de difusi6 del complex, determina la possibilitat o no d’eliminar la contribucié
d'una o altra etapa en l'expressi6 del transport global de I'analit d’estudi.’> Per altra
banda, no podem oblidar que la funci6é del selector és incrementar el transport de 1'analit

d’interes, perd que aquest transport també pot tenir lloc, normalment, per difusi6. Aixo
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vol dir que el transport total de l'analit en qiiesti6 és una contribucié dels dos mecanismes
(difusi6 i transport facilitat). Un altre cop ens trobem que la velocitat del transport pot
estar limitada per dues etapes distintes. Quan la difusi6 lliure és I'etapa determinant de la
velocitat, I'analit es transporta amb més celeritat en preséncia del selector que en abséncia
d’aquest. En canvi, si el pas limitant és el transport facilitat del complex, I'analit es

transportara més lentament en preséncia del selector.

1.3.3 Quantificacié del transport i la selectivitat

Els dos factors principals que governen la funci6 i I'eficacia de les membranes, sigui quina sigui la
seva naturalesa, son el flux (velocitat del transport) i la selectivitat a través d’aquestes. 15

De manera global, podem definir el flux, J, com la disminucié de matéria de la soluci6 de carrega en

funci6 del temps, t, i per unitat d’area, A:

J=-(VdCy)/(Adt) (1-1)

essent V i C¢ el volum i la concentracié de la solucié de carrega, respectivament. Per altra banda,

també podem establir que el flux sera directament proporcional a la forca impulsora del procés, F:

J = Factor de proporcionalitat * F (1-2)

Generalitzant, podem afirmar que les forces impulsores que acostumen a apareixer en els processos
de separacié mitjancant membranes sén la conseqiiéncia de I'existéncia d’un gradient, 6 bé de
pressié (en el cas de les membranes poroses), o bé de potencial electroquimic (en el cas de les
membranes denses) entre ambdds costats de la membrana.15

Aixi doncs, el flux a través de membranes poroses es pot descriure a partir de I'equacié de Hagen-
Poiseuille,> si considerem una membrana porosa com un determinat nombre de porus cilindrics

perpendiculars o oblics respecte la superficie de la membrana:

J=[(s1)/(8 n T AX)IFAP (1-3)

on AP és el gradient de pressi6 entre els dos costats de la membrana i el factor de proporcionalitat
esta format per la porositat superficial, ¢, el radi dels porus, 1, la viscositat, 1, la tortuositat, t, i el

gruix de la membrana, Ax. Per altra banda, si considerem la membrana porosa com un sistema

d’esferes compactes i empaquetades, partirem de I'equacié de Kozeny-Carman:15
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J = [()/ (Kn $2 (1-¢)2 AX)]*AP (1-4)

on S és l'area superficial interna, i K és la costant de Kozeny-Carman que depén de la forma i la
tortuositat dels porus.

Pel que fa a les membranes no poroses, el transport (permeabilitat) a través seu es pot descriure en
termes d’un mecanisme de dissolucié-difusi6é. La manera més senzilla d’expressar el flux, en aquest

cas, és partint de la primera llei de Fick:15

J=-D*(dC/dx) (1-5)

En aquest cas, el flux és directament proporcional al coeficient de difusi6, D, i al gradient de
concentracié (dC/dx), que també es pot expressar com Ac.

Igualant I'expressi6 de la definici6 del flux (1-1) amb les equacions (1-3), (1-4) o (1-5), segons el cas
concret d’interés, i introduint les simplificacions o modificacions necessaries, arribem a les
equacions matematiques necessaries per determinar el flux, i la resta de les caracteristiques del
sistema.

Per altim, també és possible escriure una expressio del flux que permeti incloure tots els processos,
si tenim en compte la contribucié de dos tipus de flux: el flux convectiu (u), que descriu el flux a
través de membranes poroses, i el flux difusiu (v), que descriu el flux a través de membranes no

poroses. Aixi, I'equacio del flux esdevé:

J=k (v+u) (1-6)

Aquesta equacié del flux se simplifica notablement quan l'apliquem a sistemes de membranes
clarament poroses (v = 0) o clarament no poroses (u = 0). Tanmateix, existeix un nombre elevat de

sistemes en els quals podem trobar una contribuci6 notable dels dos tipus de flux.

Addicionalment, quan s’escaigui, caldra considerar la contribuci6 extra dels mecanismes de
transport facilitat, que es poden donar en qualsevol dels dos tipus de membrana, i que variaran la
forca impulsora del procés de separacié. Alguns sistemes, doncs, esdevenen francament dificils de
quantificar.

Per aixo, una altra manera d’avaluar genericament el grau o la velocitat del transport d’especies a
través de les membranes, i especialment util en el cas de sistemes on intervenen diferents

mecanismes de transport, és en funcié de la seva capacitat de reextraccié (és a dir, de la capacitat
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d’extracci6 dels analits de la fase de membrana a la fase receptora, posteriorment a l'extraccié dels

analits de la fase de carrega a la fase de membrana). El percentatge de reextraccio, R, s’expressa:

R = (Cs;/ Cfo;)*100 (1-7)

Cs.i 1 Cfo; equivalen, respectivament, a la concentraci6 de l'analit i en la solucié receptora (o
stripping) en el temps t, i a la concentracio inicial (en el temps 0) de 'analit i en la soluci6 de carrega
(o feed). Ocasionalment (per a membranes poroses que treballen sota pressio), la Csy; se substitueix

per la concentracié d’analit i, en el temps t, en la soluci6 de filtrat (Cpy,i).

La selectivitat d'un procés de membranes s’expressa sovint en funcié de la retencié (en els
processos impulsats per diferencia de pressi6), Rt, o bé en funcié del factor de separaci6, a. La

retenci6 ve donada per:

Rt= (Cfl-Cpl)/Cfl = 1-(Cpl/ Cfl) (1—8)

on Cf i Cp sén les concentracions de l'analit i en les solucions de carrega i de filtrat en regim

estacionari, respectivament. Pel que fa al factor de separaci6:

QA/B = [(Cst,A/ CSt,B) / (Cfo,A/ Cfo,B)] (1‘9)

A i B son els analits que pretenem separar. El quocient del numerador pot correspondre a
concentracions tant en la soluci6 receptora (com s’indica en 1’'equacid), com en la solucié de filtrat
(Cpra/Cpip).

Per dltim, i en el cas concret de les separacions enantiomeriques, la separacié també pot expressar-

se en funcioé de I'excés enantiomeéric, ee:2!

ee = [(Cs;a-Csip)/ (Cst,a+Csyp)]*100 (1-10)

En aquest cas, A i B sén els enantidomers que volem separar, i es mostra 1'expressié corresponent a

la dissoluci6 receptora.

2l A.B. de Haan, B. Simandi, “Extraction Technology for the Separation of Optical Isomers”. Ion Exchange and
Solvent Extraction 15 (2002) 255-294.
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Sovint, caldra arribar a un compromis entre ambdés parametres descrits en aquest punt, flux i
selectivitat, ja que els fluxos elevats donen lloc a disminucions de la selectivitat dels processos. A
fluxos elevats, el temps durant el qual poden tenir lloc les interaccions especifiques i/ o selectives

entre els analits i la membrana, és menor.22.23

1.3.4 Caracteritzaci6 de membranes

Per tal d’ampliar i millorar les aplicacions de les membranes, és imprescindible coneixer la relacié
entre la seva morfologia i el seu comportament.2¢ Actualment, existeixen moltes téecniques i molt
variades, a partir de les quals es pot obtenir informacio, tant de la morfologia de les membranes
com del seu comportament i, conseqiientment, es poden relacionar les dues caracteristiques entre
si. Tot i aixo, cap d’aquestes técniques permet obtenir informacié decisiva si s’empren de manera
individual, mentre que la combinaci6 de varies d’elles aporta, sovint, molt bons resultats. A
continuacioé es descriuen les principals tecniques de caracteritzacié6 de membranes:

A) La microscopia electronica, EM, permet 1'obtencié d’imatges superficials i transversals de

membranes, mitjancant el bombardeig de la mostra amb electrons d’energia elevada
(electrons primaris), que ocasionen una gran quantitat d’interaccions entre la mostra i el
feix electronic. Aquestes interaccions ens permetran identificar els distints materials
presents en la mostra. Aquesta técnica es pot utilitzar en dos modes: la microscopia
electronica de transmissié, TEM, que es basa en la diferencia de la dispersi6 del feix
d’electrons en travessar zones de la mostra amb diferent composicié quimica o
configuraci6 fisica; i la microscopia electronica d’escombratge, SEM, que utilitza els
electrons de baixa energia (electrons secundaris) alliberats pels atoms superficials de la
mostra. Per procedir a la caracteritzacié de la membrana d’interés amb la tecnica EM, cal
un tractament previ de la mostra per tal de fer-la conductora. Normalment, el
pretractament consisteix a dipositar una capa d’'or a la superficie de la membrana en
condicions de buit.152> Les imatges obtingudes permeten determinar 1'estructura
superficial i interna de les membranes i estimar-ne la porositat i distribucié de mides de
porus. Aquesta estimaci6 es pot dur a terme utilitzant programes de tractament estadistic

de les imatges, desenvolupats per a aquestes finalitats.

2 M. Yoshikawa, K. Yonetani, “Molecularly imprinted polymeric membranes with oligopeptide tweezers for
optical resolution”. Desalination, 149 (2002) 287-292.

2 S.B. Lee, D.T. Mitchell, L. Trofin, T.K. Nevanen, H. Soderlund, C.R. Martin, “ Antibody-Based Bio-Nanotube
Membranes for Enantiomeric Drug Separations”. Science, 296 (2002) 2198-2200.

2 R.E.Kesting, “The Four Tiers of Structure in Integrally Skinned Phase Inversion Membranes and Their
Relevance to the Various Separation Regimes”. J. Appl. Polym. Sci. 41 (1990) 2739-2752.

% ].I. Golstein, A.D.Jr. Romig, D.E. Newbury, C.E. Lyman, P. Echlin, C. Fiori, D.C. Joy, E. Lifshin (Eds.), Scanning
Electron Microscopy and X-Ray Microandlisis, Plenum Press, New York (USA), 1992.
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B)

La microscopia de forca atomica, AFM, permet I'estudi de materials (tant conductors com

no conductors) en condicions atmosféeriques,!5 arribant fins a ’escala nanometrica.262’ Fou
desenvolupada per Binning et al.28 i el seu principal avantatge és que la mostra no necessita
cap pretractament per ser analitzada. Malgrat que es tracta d'una técnica molt nova, la
seva aplicaci6 al camp de les membranes s’esta estenent amb gran celeritat.2930 Es tracta
d’una técnica no destructiva, proporciona informacié topografica i permet determinar la
distribucié de mides de porus. Es basa en una punta petita i afilada (que anomenem tip)
que actua com a sensor de la geometria superficial. El tip recorre la superficie d’estudi i,
simultaniament, oscil-la verticalment segons les interaccions amb la mostra. El tip es troba
situat a 1'extrem d’un brag flexible (el cantilever), la oscil-lacié del qual (deguda a les
interaccions intermoleculars) és detectada per la reflexi6 d'un raig laser, degudament

focalitzat, que incideix sobre un fotodetector (com es veu en la figura 1.4).

FOTODETECTOR

LASER
SENSOR

Figura 1.4. Representacié dels components i del funcionament del microscopi de forca atomica.

La sonda (tip) i la mostra acostumen a estar a distancies d’entre 0,1 i 100 nm. En aquest
interval coexisteixen tipus de forces distints, el balan¢ final de les quals definira la
interacci6 resultant entre la mostra i el tip com a atractiva o repulsiva. La forca més

comuna és la forca de Van der Waals. L’ AFM pot operar en tres modes: mode de contacte

2 S. Singh, K.C. Khulbe, T. Matsuura, P. Ramamurthy, “Membrane characterization by solute transport and
atomic force microscopy”. J. Membr. Sci 142 (1998) 111-127.

27 1.1. Calvo, P. Pradanos, A. Hernandez, W.R. Bowen, N. Hilal, RW. Lovitt, P.M. Williams, “Bulk and surface
characterization of composite UF membranes Atomic force microscopy, gas adsorption-desorption and liquid
displacements techniques”. J. Membr. Sci 128 (1997) 7-21.

28 G. Binnig, C.F. Quate, Ch. Gerber, “ Atomic force microscope”. Phys. Rev. Lett. 12 (1986) 930.

2 W.R. Bowen, N. Hilal, RW. Lovitt, P.M. Williams, “Visualisation of an ultrafiltration membrane by non-
contact atomic force microscopy at single pore resolution”. J. Membr. Sci. 110 (1996) 229-232.

3% K.C. Khulbe, T. Matsuura, “Characterization of synthetic membranes by Raman spectroscopy, electron spin
resonance, and atomic force microscopy; a review”. Polym. 41 (2000) 1917-1935.
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(el tip toca la mostra, és a dir, la distancia entre tip i mostra es redueix a alguns angstroms);
el mode de no contacte (el tip i la mostra no es toquen; estem doncs en el rang de les forces
atractives); i, finalment, el mode intermitent (el tip toca la mostra sols durant les
oscil-lacions). A partir de les imatges registrades amb la tecnica AFM, podem obtenir la
densitat superficial de porus, la porositat, la mida de porus i noduls (agregacions de
molecules de polimer), la distribucié de mides de porus i la rugositat superficial.

C) Les tecniques de punt de bombolla sén técniques molt simples, que serveixen per a

mesurar la mida del porus més gran d'una membrana. L’esséncia del metode és la mesura
de la pressi6 necessaria per bombollejar aire a través d'una membrana porosa impregnada
de liquid. El radi dels porus esta relacionat matematicament amb la pressié d’aire aplicada
i amb la tensi6 superficial del liquid impregnat en els porus de la membrana. El principal
desavantatge d’aquest meétode és la dependéncia dels resultats amb el liquid emprat.
L’increment de la pressi6 d’aire en etapes regulades fa possible la determinacié de la
distribucié de mides de porus. Per obtenir més informacid, es compara la mesura del
bombolleig d’aire a través de la membrana préviament a la seva impregnaci6. La

porosimetria de mercuri és una variacié d’aquestes tecniques. Consisteix a forgar I'entrada

de mercuri en membranes seques fins a omplir-ne tots les porus, mesurant el volum de
mercuri a cada pressié aplicada. Si anem augmentant la pressio, el mercuri omplira porus
de mida més petita, fins arribar a un valor maxim de mercuri introduit. Es pot calcular,
tant la mida de porus com la seva distribuci6, perd 'aparell necessari per realitzar la
porosimetria de mercuri és forca car, i I'elevada pressié que cal aplicar per omplir els
porus de diametres petits pot fer malbé la membrana.

D) Al seu torn, les tecniques de permeabilitat es basen en la mesura del flux de certs liquids o

gasos a través de les membranes a pressions conegudes. La proporcionalitat entre el flux i
la pressi6 aplicada depen, com s’ha vist anteriorment i entre altres coses, del radi del
porus (en el cas de membranes poroses) o de la naturalesa del polimer que forma la
membrana (en el cas de membranes denses).

E) Lamesura del’angle de contacte ens permet obtenir informacié sobre el caracter hidrofilic

o hidrofobic de la superficie de la membrana. La hidrofilicitat o hidrofobicitat superficial
de les membranes esta relacionada amb el grau d’inflament per humitat que admet la
membrana i, per tant, condicionara el comportament d’aquestes en un nombre important
d’aplicacions.® La mesura de l'angle de contacte es pot dur a terme mitjangant tres

metodes diferents: la bombolla captiva, la técnica de la plata de Wilhelmy i la gota seéssil

31 I. Noda, Contact angle studies of surface-hydrophilic elastomer films, Contact Angle, Wettability and Adhesion, Ed.
K.L.Mittal, The Netherlands, 1993, 373-381.
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(com es mostra en la figura 1.5).32 El primer dels métodes esmentats (utilitzat en aquest
treball) consisteix a dipositar una gota d’un liquid, degudament purificat, en la superficie
solida que es pretén estudiar i augmentar-ne cautelosament el volum fins a forcar el
desplagament del limit de les tres fases (liquid, solid i aire). La gota s’observa amb un
microscopi de pocs augments; i els angles d’avancament i de retrocés, que corresponen als
angles que es formen entre la gota i la superficie solida quan la gota conté el maxim i el
minim volum de liquid (abans del desplacament del limit de les tres fases),

respectivament, es mesuren amb 1'ajuda d’un gonidometre.

a)

D 4

7 77 &WW
b)
c)

Figura 1.5. Representaci6 esquematica dels diferents metodes de mesura de I’angle de contacte: a) la bombolla

captiva, b) la plata de Wilhelmy i c) la gota sessil.

32 F. Garbassi, M. Morra, E. Occhiello, Polymer Surfaces. From Physics to Technology., Wiley, New York (USA),
1994, 161-199.
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G)

D

La porosimetria d’adsorcié i desorcié de gasos consisteix en la determinacié de la isoterma

d’adsorci6 i de desorcié d'un gas inert (generalment Ny), en funcié de la pressi6 relativa
(quocient entre la pressié aplicada i la pressi6 de saturaci6). Es una tecnica coneguda
ampliament per determinar mides de porus i la seva distribucié en materials porosos. El
principal desavantatge d’aquesta técnica rau en el fet que els porus tancats que no
travessen la membrana i que no intervenen en les processos de transport o separacio,
també sén mesurats.3

La termporosimetria es basa en la dependéncia del punt de fusié o solidificacié d'un fluid,
introduit dins els porus d’una membrana, respecte la curvatura superficial que aquest
fluid agafa, pel fet d’estar immers en un porus de radi determinat. Malauradament, en
aquest cas, també es mesuren els porus tancats.

La permporosimetria és una técnica basada en els principis de la condensacié capil-lar

d’un gas dintre els porus d’'una membrana, i en la mesura de la permeabilitat d'un altre
gas (que no sigui capag de condensar-se) a través d’aquests. Quan la pressi6 relativa és 1,
el primer gas esta condensat dintre els porus, aquests es troben bloquejats i no s’observa
permeabilitat del segon gas. Si es redueix la pressi6 relativa, el liquid contingut (en els
porus més grans) comenca a vaporitzar-se i el flux del segon gas, no condensable, pot ser
mesurat. Aquesta tecnica permet la discriminacié entre porus tancats i oberts.

Les téecniques de desplacament de liquids guarden moltes similituds amb les técniques de

punt de bombolla, excepte que en aquest cas, el responsable del desplagament del liquid
impregnat en la membrana és un altre liquid. Aquest técnica, que permet determinar la
distribucié de mides de porus, detecta tan sols els porus oberts. Per altra banda, el
muntatge experimental necessari es bastant complicat.

La ressonancia electronica d’espi, ESR, és actualment una tecnica ben establerta per a la

caracteritzaci6 de membranes sintetiques. La tecnica ESR es basa en la capacitat que tenen
els radicals lliures (degut al seu moment magneétic) per interaccionar amb un camp
magneétic extern.3¢ Aquesta técnica ens proporciona informacié de l'estructura de la
membrana, mitjangant I'analisi de les distorsions del senyal d’ESR d’una substancia de
referéncia (radical lliure, que té una senyal d’ESR coneguda), que ha estat incorporada en
la membrana. Les esmentades distorsions del senyal es poden relacionar amb I’entorn en

el qual es troba situada la substancia de referéncia. 3536

3 P. Pradanos, M.L. Rodriguez, ]J.I. Calvo, A. Herndndez, F. Tejerian, J.A. de Saja, “Structural characterization of
an UF membrane by gas adsoption-desorption and AFM measurements”. J. Membr. Sci. 117 (1996) 291-302.

3 K.A. McLauchlan, Magnetic Resonance, Clarendon Press, Oxford (UK), 1972.

®K.C. Khulbe, T. Matsuura, G. Lamarche, A.-M. Lamarche, C. Choi, S.H. Noh, “Study of the structure of
asymmetric cellulose acetate membranes for reverse osmosis using electron spin resonance (ESR) method”.
Polymer 42 (2001) 6479-6484.
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K)

La tecnica de rebuig de soluts és la més emprada per determinar el pes molecular de tall

(molecular weight cut-off, MWCO) de les membranes. El MWCO és el pes molecular del

solut que és rebutjat en un 90% per la membrana.l> A partir d’aquest valor es pot
determinar també la mida i la distribucié de porus de la membrana?® i, per tant, la densitat
de porus i la porositat superficial. Es tracta d’una técnica senzilla que consisteix a dur a
terme experiments de separaci6/transport de soluts de diferents mides, en les condicions
habituals d’operaci6 de la membrana que es pretén analitzar. Addicionalment, I'ds de
soluts ionics permet detectar la preséncia de carregues superficials en la membrana.38

Els metodes fisics son aquells que ens permeten determinar propietats fisiques importants
relacionades amb els polimers que componen les membranes, com ara la temperatura de
transici6 vitria (temperatura a la qual un polimer amorf, no cristal-1i, passa d"un estat vitri
a un estat fos o goma), la cristal-linitat o la densitat.

La teécnica de gravat per plasma ens dona informacié del gruix de la capa superficial en

membranes composit, mitjancant la reaccié d’un plasma amb la superficie de la membrana
(eliminant-la progressivament). Podem determinar-ne el gruix relacionant les consegtients
propietats de transport de gasos a través de les membranes d’estudi, en funcié del temps
de reaccié amb el plasma. El valor del flux de gas que es detecta quan la capa superficial
ha estat totalment eliminada ens informa de la resisténcia corresponent a la subcapa.®

Finalment, trobem els metodes d’analisi de superficie, que es basen en l'excitacié de la

superficie de la membrana, ja sigui amb radiaci6 o amb bombardeig de particules, i la
detecci6 i identificaci6 de les emissions corresponents. Aquestes emissions ens
proporcionaran informacié de la preséncia de grups especifics, atoms o tipus d’enllacos en
la superficie de la membrana. Les técniques usades amb més freqiiéncia sén
I'espectroscopia electronica per a 'analisi quimica, ESCA; I'espectroscopia fotoelectronica
de raigs X, XPS;40 I'espectroscopia de masses de ions secundaris, SIMS; 1'espectroscopia

d’electrons Auger, AES; i I'espectroscopia d’infraroig amb transformada de Fourier, FTIR.

% S. A. Raymond (Ed.), Electron Paramagnetic Resonance: Techniques and Applications, Interscience Publishers, Jonh
Wiley and Sons, Inc., New York (USA), 1968.

% AS. Michaels, “Analysis and prediction of sieving curves for ultrafiltration membranes: A universal
correlation?”. Sep. Sci. Technol. 15 (1980) 1305-1322.

% W.R. Bowen, A.W. Mohammad, N. Hilal, “Characterisation of nanofiltration membranes for predictive
purposes-use of salts, uncharged solutes and atomic force microscopy”. J. Membr. Sci. 126 (1997) 91-105.

3 K.C. Kulbe, T. Matsuura, “Chracterization of PPO membranes by oxygen plasme etching, gas separation and
atomic force microscopy”. J. Membr. Sci. 171 (2000) 273-284.

40 M.J. Ariza, E. Rodriguez-Castellén, R. Rico, J. Benavente, M. Mufioz, M. Oleinikova, “X-Ray Photoelectron
Spectroscopy Andlisis of Di-(2-ethylhexyl) Phosphoric Acid Activated Membranes”. J. Colloid and Interface Sci.
226 (2000) 151-158.
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1.3.5 Principals problemes dels processos de membranes!5

Sovint, durant els processos de separaci6é mitjangant membranes, s’observa una disminucié del flux
i, a voltes, també de la selectivitat, en funci6 del temps, fet que disminueix l'eficiéncia del procés.
Els dos fenomens causants de l'empitjorament del funcionament de les membranes sén la

polaritzaci6 de la concentracio6 en les solucions adjacents a la membrana i I'embrutiment d’aquesta.

La polaritzacié de la concentracié afecta sobretot els processos regits per gradients de pressi6, i és
deguda a la distribucié heterogenia dels components de la solucié de carrega en l'interior
d’aquesta, causada pel propi funcionament del procés de separacié. Aixi, la concentracié dels
components que no travessaran la membrana és molt més elevada en la porcié de soluci6 de
carrega en contacte amb la membrana (acumulacié del soluts retinguts), que no pas en el si de la
solucié de carrega. Com a conseqiiéncia, es crea una capa adjacent a la superficie de la membrana,
d’amplada &, en la qual té lloc un gradient de concentracié, que aporta una resisténcia extra al
transport. La rapidesa amb la qual els soluts aconseguiran arribar a la superficie de la membrana,
dependra directament del seu coeficient de transferéncia de massa, K, que és el quocient entre el

seu coeficient de difusi6 i 'amplada, , de la capa existent. S’expressa:

K=D/$§ (1-11)

K depen de les condicions hidrodinamiques del procés i, per tant, podra ser optimitzat. K es
relaciona amb el nimero de Sherwood, que és funcié del nimero de Reynolds i aquest, al seu torn, és
directament proporcional al cabal aplicat, i al diametre hidraulic (en altres paraules, és
proporcional al disseny del modul de membrana utilitzat).

Fent referéncia ara als processos regits pel gradient de concentracié, contrariament al cas anterior,
aqui es veu afectat el solut que es transporta selectivament. Aixi, la concentracié del solut que es
transporta amb més facilitat és més baixa en la porcié de solucié en contacte amb la membrana que
no pas en el si de la soluci6 de carrega. Com a resposta es crea també una capa adjacent a la
membrana que presenta resisténcia al transport. Igual que en el cas anterior, el flux dels analits a

través de la capa dependra també de K.

L’embrutiment de la membrana és conseqiiencia directa de la deposicié irreversible de particules a
la superficie de la membrana, incloent fenomens d’adsorcid, bloqueig de porus, precipitacio i
formaci6 de gels o crostes. Un altre cop, es genera una resisténcia extra al flux de les especies. Per
tal de disminuir o eliminar el problema de I'embrutiment de les membranes, es pot pretractar la

solucié de carrega, modificar les propietats de la membrana, optimitzar el disseny del modul i/o
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del procés i, per dltim, dur a terme neteges de tipus hidraulic (inversions intermitents del sentit del
flux del procés), mecanic (amb boletes d’esponja), quimic (ds d’acids, bases, detergents etc.) i

electric (aplicant camps eléctrics a ambdoés costats de la membrana).

1.4 Separacions enantiomeériques mitjancant membranes

Les membranes que s’utilitzen per a la separacié d’enantidomers sén generalment membranes
sintetiques liquides o solides polimeriques.4! Per a la separacié de mescles racémiques, podem
distingir dos processos distints: la separacié indirecta, per la qual una membrana no
enantioselectiva contribueix a un procés enantioselectiu; o bé, la separacié directa utilitzant
membranes quirals enantioselectives. En els processos de separacié indirecta, la solucié de carrega
conté alhora la mescla racémica que cal separar i agents quirals (que permetran la separaci6é dels
enantiomers). Es poden emprar tant membranes liquides (que treballaran, basicament, en tres
modes: extraccié liquid-liquid, fraccionament liquid-membrana, i ultrafiltraci6 millorada de
miscel-les), com membranes polimeriques. Alguns exemples sén la separaci6 de mescles
racémiques de farmacs, emprant derivats de l'acid tartaric com a agents quirals;42 o la separaci
enantioselectiva d’ibuprofen o triptofan, usant com a selector quiral 'albimina del serum bovi
(BSA).4344 El segon d’aquests processos, és a dir, la separaci6 directa, es basa en l'aplicacié de

membranes quirals, que permeten el pas selectiu d’un enantiomer d'una mescla racémica.

1.4.1 L"as de membranes liquides enantioselectives

Per a la separacié de mescles enantiomeriques, les membranes liquides s'usen en qualsevol de les
seves tres configuracions. I tant pot ser que es basin en un liquid que sigui ell mateix quiral, -com és
el cas d’alguns alcohols quirals: nopol i S-(-)-2-metilbutanol (emprats per a la separacié d’alguns
hidroclorurs d’aminoacids)-, com que es tracti d'un liquid que contingui un additiu quiral.® D’entre
les substancies emprades com a selectors quirals destaquen, per la seva utilitzacid, els éters corona.
El primer cas reportat de transport enantioselectiu a través d'una membrana liquida descriu
I'extracci6 enantioselectiva de benzilamines o-substituides usant eéters corona quirals.4

Posteriorment, s’han emprat també molts altres éters corona quirals, amb estructures cada cop més

4 M.F. Kemmere, ].T.F. Keurentjes, Membranes in Chiral Separation, in G. Subramanian (Ed.), Chiral Separation
Techniques, WILEY-VCH, Weinheim (Germany), 2001, 127-150.

4 ].T.F. Keurentjes, L.].M. Nabuurs, E.A. Vegter, “Liquid membrane technology for the separation of racemic
mixtures”. J. Membr. Sci. 113 (1996) 351-360.

% W.R. Bowen, RR. Nigmatullin, “Membrane-assisted chiral resolution of pharmaceuticals: ibuprofen
separation by ultrafiltration using bovine serum albumin as chiral selector”. Sep. Sci. Tech. 37(14) (2002) 3227-
3244.

4 S Poncet, J. Randon, J.L. Rocca, “Enantiomeric Separation of Tryptophan by Ultrafiltration Using the BSA
Solution System”. Sep. Sci. Tech. 32(12) (1997) 2029-2038.

4 L.J. Brice, W.H. Pirkle, “Enantioselective Transport trough Liquid Membranes”, in S.Ahuja (Ed.), Chiral
Separations. Applications and Technology, ACS, Washington (USA), 1997, 309-334.
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complexes per a la separaci6 enantiomerica d’hidroclorurs d’amines.*> Altres agents transportadors
utilitzats han estat el ionofor natural lasolacid A, que va permetre la separacié enantiomerica d'una
série d’ésters d’aminoacids;*> alguns poliaminoacids; les ciclodextrines (en solucions aquoses), per
al transport selectiu de compostos ciclics i heterociclics;#47 la cinconidina, per a la separaci6 dels
enantiomers de 1'acid mandeélic;*8 diversos derivats d’aminoacids, per a separacié d’aminoacids i
derivats d’aquests® o d’alguns farmacs (com el propranolol o el bupranolol);5 i els fosfats i
fosfonats, per a la separacié de diversos aminoacids.5!

Un dels principals avantatges del transport enantioselectiu amb membranes liquides, respecte
membranes polmeriques, és el fet que el coeficient de difusi6 d’un solut a través d'un liquid és
diversos ordres de magnitud superior al coeficient de difusié del mateix solut a través d'un solid.
Per tant, el flux a través de membranes liquides sera superior.

Els desavantatges principals d’aquest tipus de membranes sén dos. D'una banda, trobem una
pérdua rapida de selectivitat en la solucié receptora, degut al gradient de potencial quimic que
s’estableix quan la soluci6é de carrega s’enriqueix en un dels dos enantiomers. Aquest fet es podria
combatre minimitzant el transport no selectiu a través del liquid o treballant amb solucions de
carrega que fossin sempre racémiques. Per altra banda, la seva aplicacié a nivell preparatiu o

industrial és molt dificultosa.

1.4.2 L"as de membranes polimeériques enantioselectives

Les membranes polimeriques enantioselectives que s’utilitzen per a les separacions d’enantiomers
consisteixen, tipicament, en un suport por6s no selectiu on s’ha dipositat una capa prima d'un
polimer enantioselectiu. Els polimers quirals més emprats per a aquesta finalitat s6n els polimers

basats en fases estacionaries quirals: els polisacarids,525354% els polimers acrilics, els polimers

4 D.W. Armstrong, H.L. Jin, “Enrichment of enantiomers and Other Isomers with Aqueous Liquid Membranes
Containing Cyclodextrin Carrier”. Anal. Chem. 59 (1987) 2237-2241.
47 H.M. Krieg, J. Lotter, K. Keizer, ].C. Breytenbach, “Enrichment of chlorthalidone enantiomers by an aqueous
bulk liquid membrane containg B-cyclodextrin”. J. Membr. Sci. 167 (2000) 33-45.
4 D. Stella, J.A. Calzado, A.M. Girelli, S. Canepari, R. Bucci, C. Palet, M. Valiente, “Liquid membranes for chiral
separations. Application of cinchonidine as a chiral carrier”. J. Sep. Sci. 25 (2002) 229-238.
49 W.H. Pirkle, W.E. Bowen, “Preparative Separation of Enentiomers Using Hollow-Fiber Membrane
Technology”. Tetrahedron Asymmetry 5 (1994) 773-776.
% Heard, C.M.; Hadgraft, J.; Brain, K.R. “Differential facilitated transfer across a solid-supported liquid
membrane”. Bioseparation 4 (1994), 111-116.
5t P. Dzygiel, P. Wieczorek, J.A. Jonsson, M. Milewska, P. Kafarski, “Separation of Amino Acid Enantiomers
using Supported Liquid Membrane Extraction with Chiral Phosphates and Phosphonates”. Tetrahedron 55
(1999) 9923-9932.
52 JH.Kim, J.H. Kim, J. Jegal, K-H. Lee, “Optical resolution of amino acids through enantioselective polymeric
membranes based on polysaccharides”. J. Membr. Sci. 213 (2003) 273-283.
% J.H.Kim, J. Jegal, J].H. Kim, K-H. Lee, Y, Lee, “Enantioselective Permeation of a-Amino Acid Optical Isomers
through Crosslinked Sodium Alginate Membranes”. J. Appl. Polym. Sci. 89 (2003) 3046-3051.
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derivats del poliacetile, i els poliaminoacids. D’aquest darrer cas, el poliglutamat, per exemple, ha
mostrat ser apropiat per a la separacié de triptdfan i, addicionalment, si es mescla amb cadenes
curtes i flexibles de siloxa, permet augmentar el flux de la separacié esmentada, conservant encara
una selectivitat raonable.5657 L’alternativa a 1'ts de polimers basats en fases estacionaries quirals
passa per la immobilitzacié6 d'un component quiral, com ara un aminoacid,8 DNA,? BSA,c061
anticossos,? o0 enzims,®2 en una membrana porosa, ja sigui en els porus o en la matriu polimerica.®

A part dels dos tipus de polimers quirals esmentats, existeixen també els polimers d’impressié
moleculars (MIP),#! que han estat desenvolupats en les dltimes decadess? i aplicats recentment per a
separacions enantiomeriques.646566 La preparacié d’aquest tipus de polimers es basa en la formacié
d'un complex entre el monomer i l'enantiomer que volem separar. Durant la subseqiient
polimeritzacié, amb agents entrecreuadors, la matriu polimeérica que es forma és capag de capturar
la geometria del complex format. Posteriorment, els enantiomers sén eliminats de la xarxa
polimerica, pero les cavitats d’aquesta conservaran la forma i I'estructura corresponent per encaixar

amb els grups funcionals de I’enantiomer d’interes.

1.5 Separacié enantiomérica de Propranolol mitjancant membranes

La majoria dels processos de membranes dissenyats per dur a terme separacions enantiomeriques

s’han aplicat a la separacié de mescles racemiques d’aminoacids o derivats d’aquests, mentre que

% E. Yashima, J. Noguchi, Y. Okamoto, “Enantiomer Separation with Cellulose Tris(3,5-
dimethylphenylcarbamate) Membrane. Enantioselective Adsorption and Desorption”. Chemisry Letters (1992)
1959-1962.

% E. Yashima, J. Noguchi, Y. Okamoto, “Continuos and Preparative Enantioseparation of Oxprenolol with
Cellulose Tris(3,5-dimethylphenylcarbamate)-coated Belt”. Tetrahedron: Assymetry 6(8) (1995) 1889-1990.

% C Thoelen, M.D. Bruyn, Y. Kondo, L.F.J. Vankelecom, P. Grobet, M. Yoshikawa, P.A. Jacobs, “Membranes
based on poly(gamma-methyl-L-glutamate): synthesis, characterization and use in chiral separations”. J.
Membr. Sci. 186 (2001) 153-163.

% T. Aoki, S. Tomizawa, E. Oikawa, “Enantioselective permeation through poly{y-[3-
(pentamethyldisiloxanyl)propyl]-L-glutamate t membranes”. J. Membr. Sci. 99 (1995) 117-125.

% T. Masakawi, M. Sasai, S. Tone, “Optical resolution of an amino acid by an enantioselective ultrafiltration
membrane”. J. of Chem. Eng. of Jap., 25(1) (1992) 33-39.

% A. Higucha, Y. Higuchi, K. Furuta, B.O. Ion, M. Hara, S. Maniwa, M. Sayito, K. Sanui, “Chiral separation of
phenylalannnine by ultrafiltration through immobilized DNA membranes”. J. Membr. Sci., 221 (2003) 207-218.

6 M. Nakamura, S. Kiyohara, K. Saito, K. Sugita, T. Sugo, “Chiral separation using porous membranes containg
multilayered bovine serum albumin crosslinked with glutaraldehyde”. J. Chrom. A 822 (1998) 53-58.

¢! J. Randon, F. Garnier, J.L. Rocca, B. Maisterrena, “Optimization of the enantiomeric separation of tryptophan
analogs by membrane processes”. ]. Membr. Sci. 175 (2000) 111-117.

62 A. Skolaut, J. Retey, “Use of Enzimes Deactivated by Site-Directed Mutagenesis for the preparation of
Enantioselective Membranes”. Angew. Chem. Int. Ed., 41(16) (2002) 2960-2962.

6 M. Kempe, “Molecular imprinted polymers in enantiomeric separations”, in B. Sellergen (Ed.), Molecular
Imprinted Polymers, Elsevier, 2001, 395-415.

¢ M. Yoshikawa, J. Izumi, T. Kitao, S. Sakamoto, “Alternative molecularly imprinted polymeric membranes
from a tatrapeptode residues consisting of D- or L-amino acids”. Macromol. Rapid Commun., 18 (1997) 761-767.
% M. Yoshikawa, T. Fujisawa, J. Izumi, “Molecularly imprinted polymeric membranes having EFF derivatives as
a chiral recognition site”. Macromol. Chem. Phys., 200 (1999) 1458-1465.

% M. Lehmann, H. Brunner, G.E.M. Tovar, “Selective separations and hydrodynamic studies: a new approach
using molecularly imprinted nanosphere composite membranes”. Desalination,149 (2002) 315-321.
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I'ds de membranes per a la separacié enantiomerica de compostos farmaceutics és encara un

terreny poc explorat.

1.5.1 El propranolol

El propranolol (I'estructura del qual es pot veure en la figura 1.6) és un farmac antagonista dels B-
adrenoceptors no especific (bloqueja tant els receptors p1 com B, amb els quals forma un complex
de baixa energia inactivant les propietats d’aquests),®” que s’utilitza per tractar anomalies

cardiovasculars (hipertensi6, angina de pit) i simptomatologies periferiques de 1’angoixa

ool

O—CHy—C—CH;—NH—CH——(CHj),

(taquicardia, tremolors).68

H

Figura 1.6. Estructura del farmac propranolol.

Com es pot apreciar en la figura 1.6, la seva estructura conté un carboni asimetric, que déna lloc a
dos enantiomers. L’enantiomer actiu d’aquest farmac és el levogir (L o S-propranolol), mentre que
I'enantiomer dextrogir (D o R-propranolol) no presenta activitat, perd pot mantenir altres accions
com ara l’estabilitzacié de la membrana cel-lular.67.69 L’estructura del farmac conté també una

amina secundaria que té un pKa de 9.5. 7071

1.5.2 La separaci6 enantiomeérica de propranolol mitjancant membranes

La separaci6 enantiomerica del farmac propranolol mitjancant membranes fou plantejada per
primer cop per Heard et al. I'any 1994.50 En aquest cas, es va utilitzar una membrana liquida
suportada que contenia el transportador quiral N-hexadecil-L-hidroxiprolina (capa¢ de formar un
parell ionic amb els enantiomers del propranolol i transportar-los de manera facilitada), amb la

qual es va aconseguir una certa separaci6é enantioselectiva del farmac en qiiesti6. Malgrat tractar-se

¢7 J.A. Garcia-Sevilla, F. Barturen, “Farmacos que modifican la actividad simpatica”, en J. Florez, ].A. Armijo, A.
Mediavilla (Eds.), Farmacologia Humana, Masson, Barcelona-Madrid (Espanya), 3% ed., 1997, 261-275.

¢ Pagina web: http:/ /vademecum.medicom.es.

® G. M. Hanna, F.E. Evans, “Optimization of enantiomeric separation for quantitative determination of the
chiral drug propranolol by H-NMR spectroscopy utilizing a chiral solvating agent”. J. Pharm. Biomed. Anal. 24
(2000) 189-196.

70 X. Zhu, Y. Ding, B. Ling, A. Jacobs, B. Koppenhoefer, “Study of enantioselective interactions between chiral
drugs and serum albumin by capillary electrophoresis”. Electrophoresis 20 (1999) 1869, 1877.

71 H.H. Yarabe, E. Billiot, .M. Warner, “Enantiomeric separations by use of polymeric surfactant electrokinetic
chromatography”. J. Chrom. A 875 (2000) 179-206.
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d'un sistema prometedor, aquest no fou caracteritzat ni optimitzat. En els darrers anys, altres
sistemes de membranes liquides, basades en 'is de dialquiltartrats com a selectors quirals, i de
membranes polimeriques,”? han estat també investigats per a la separaci6 enantiomerica del
propranolol.27374 T’estructura d’alguns dels transportadors selectius utilitzats es mostren en la

figura 1.7.

OH i
N—(CHusCHy  H2s%12~, B

COOH o R

Figura 1.7. Estructura dels selectors quirals N-hexadecil-L-hidroxiprolina (esquerra) i (S,S)-di-N-dodeciltartrat
(dreta).

Tots els casos de separacions enantiomeériques de propranolol que s’han descrit, han utilitzat
processos de membranes basats en gradients de concentracié. També en tots ells la separaci
enantiomerica té lloc directament en la membrana, ja que tots els sistemes esmentats han emprat
membranes enantioselectives. En aquests sistemes, hi intervenen dos mecanismes de transport: la
difusi6 del propranolol a través de la membrana i el transport facilitat més o menys selectiu, d"un
dels dos enantiomers del farmac. En diversos casos, el transport facilitat té lloc acoblat a un
contratransport de protons. Quan aixo ocorre, sovint s’incorpora en els sistemes de membranes, un

contragradient de protons que afavorira que el transport del farmac sigui complert.

72 T. Aoki, M. Ohshima, S. Makoto, K. Shinohara, T. Kaneko, E. Oikawa, “Enantioselective permeation of
racemates through a solid (+)-poly3 2-[dimethyl](10-pinanyl)silylJnorbornadiene t membrane”. Polymer 38 (1997)
235-238.

73 .M. Coelhoso, M.M. Cardoso, RM.C. Viegas, ].G. Crespo, “Modelling of Transport Mechanism in Liquid
Membranes, in S.Luque”, en J.R. Alvarez (Eds.), Proceedings of Engineering with Membranes, Universidad de
Oviedo, Oviedo, 2001, V1, pp. 425-430.

74 LM. Coelhoso, M.M. Cardoso, RM.C. Viegas, ].G. Crespo, “Transport mechanisms and modelling in liquid
membrane contactor”. Sep. Pur. Tech. 19 (2000) 183-197.
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1.6 Objectius

Considerant els antecedents exposats, la finalitat inicialment plantejada del treball d’'investigaci6
que es descriu fou el desenvolupament i la caracteritzacié de sistemes de separaci6, mitjancant
membranes, que permetin la separaci6 enantiomeérica del farmac propranolol.

Per aconseguir tal fita, es varen proposar els segtients objectius:

o Caracteritzaci6 d'un sistema de separaci6 enantiomerica de propranolol mitjancant
membranes liquides. Determinacié dels factors que regulen la seva separacié
enantiomeérica.

o Desenvolupament de nous tipus de membranes polimeriques quirals. Caracteritzacié
superficial i interna de les noves membranes obtingudes.

o Aplicaci6 de les membranes polimeériques a la separacié enantiomerica del propranolol.
Avaluaci6 de la influéncia dels parametres que determinen 1'eficiencia del transporti/o la
separaci6 enantioselectiva del propranolol racémic.

o  Modelitzaci6 del transport del propranolol.

o Comparaci6 dels resultats obtinguts dels distints sistemes de membranes.
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2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Aquest capitol descriu de manera general la metodologia utilitzada per assolir els diversos

objectius del present treball.

2.1 Preparacié de membranes

S’han preparat dos tipus diferents de membranes: membranes liquides i membranes polimeriques.

2.1.1 Preparacié de membranes liquides suportades

Per preparar les membranes liquides suportades, es submergeix una membrana porosa de fluorur
de polivinilide, PVDF, en 10ml d’una soluci6 quiral del transportador N-hexadecil-L-
hidroxiprolina, HHP, dissolt en I'éster isopropilic de I'acid miristic, IPM, o bé en nopol. Per tal
d’assegurar la maxima impregnacié del suport porés, el recipient d’impregnacié es manté en el
bany d’ultrasons durant 15min. Tot seguit i préviament a la utilitzacié de la membrana, s’elimina
I'excés de liquid o solucié quiral del suport poréds, deixant que s’escorri (durant 1 min.). S’han
emprat solucions quirals de varies concentracions de transportador i, per tant, s’han preparat
membranes liquides suportades que contenen distintes quantitats de transportador (carrier, C). Els
continguts de transportador en les membranes liquides suportades s’han expressat en funcié del
quocient entre els mols de HHP en la membrana (tenint en compte la concentracié6 de HHP en la
solucié quiral organica i el volum efectiu del suport porés), i els mols de I'analit, A, en la solucié de

carrega inicial, C/A. S’han estudiat 5 quocients C/A diferents: 0,005, 0,4,1,4,2,i3.

2.1.2 Preparacié de membranes polimeériques poroses (amb transportador i sense)

Malgrat haver-se emprat diferents membranes polimeriques poroses, totes elles s’han preparat
seguint les mateixes pautes i basant-se en un dnic polimer: la polisulfona, PS. Les membranes
polimériques poroses s’han preparat mitjancant la técnica d’inversi6 de fase per immersio.
Primerament, es prepara una dissoluci6 homogenia de PS al 15% en pes, en dimetilformamida,
DMF, o ocasionalment en dimetilacetamida, DMAc. Seguidament, aquesta solucié es pel-licula
sobre un paper no-teixit (tensat sobre un vidre), que té la funcié de suport mecanic i tot junt es
submergeix en un bany d’aigua-gel que es troba a 4 + 1°C. En certes ocasions, la soluci6 de
membrana s’ha pel-liculat directament sobre un vidre, sense suport no-teixit, perd les membranes
resultants no mostren suficient estabilitat mecanica. El conjunt es retira del bany de precipitacio, un
cop formada la membrana, i aquesta es guarda en aigua, a temperatura ambient, fins a la seva
utilitzaci6. Per a la preparacié de membranes polimeriques poroses amb transportador, s’afegeix el

transportador que s’immobilitzara a la soluci6 de membrana, juntament amb la PS. Els
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transportadors investigats han estat el nopol, I’ L-didodeciltartrat, L-DDT, I'HHP, la dissolucié
d'HHP en IPM, i I'enantiomer S- del propranolol. La taula 2.1 resumeix totes les combinacions

investigades, aixi com les quantitats de transportador afegides en cada cas.

Taula 2.1. Transportadors i solvents utilitzats en les distintes solucions de membrana.

Solvents de solucié de membrana  Transportadors addicionats Quantitat de transportador (% en pes)

DMF Nopol 1, 20 (amb suport i sense), 40
L-DDT 1
HHP <1
HHP en IPM <1
S-propranolol 1
DMAc Nopol <1
L-DDT <1
HHP <1
S-propranolol <1

De totes les combinacions presentades, sols una va mostrar caracteristiques adequades per poder
assolir els objectius proposats: DMF/HHP en IPM. A partir d’aquesta combinacié s"han preparat
varies membranes polimeriques poroses sense transportador i amb transportador. Un altre cop,
s’han incorporat diferents quantitats de transportador en la soluci6 de membrana, cosa que ha

donat lloc a membranes amb 0,6 0 1,2 % en pes d'HHP.

2.1.3 Preparacié de membranes polimeériques poroses quirals

Es tracta d’una variacié de les membranes polimeériques poroses esmentades al punt 2.1.2. L'tinica
diferéncia respecte les anteriors rau en el fet que, en aquest cas, el transportador es troba lligat
covalentment al polimer de PS, en lloc d’estar incorporat a la matriu polimerica. L'esmentat enllag
covalent del transportador amb el polimer de PS s’assoleix mitjancant la derivatitzacié quiral de la
PS d’origen. Per derivatitzar la PS s’han seguit dues rutes sintetiques distintes, que han donat lloc a
I'obtenci6 de dos polimers quirals de PS diferents.

La primera ruta sintetica (ruta A) consisteix en tres reaccions successives:

I. En primer lloc es procedeix a l'alquilacié dels grups hidroxil (OH-) dels extrems de les

cadenes de PS amb 12-bromododecanol. Amb aquest objectiu, es prepara una

dissolucié6 homogenia de PS en DMF anhidre, dins un matras proveit d’agitacié
magnetica i protegit de I'exterior amb un tub de clorur calcic. Un cop obtinguda la
dissolucio, s’afegeix al matras una quantitat determinada de NaH (el mateix pes de PS
dissolta). E1 NaH ha estat netejat préviament amb hexa, per tal d’eliminar la parafina
que el protegeix, i es transfereix al matras utilitzant petits volums de DMF.

Seguidament, s’addiciona molt lentament (gota a gota), una quantitat coneguda (que
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II.

correspon al doble dels mols d’unitats de PS dissolta) de Br(CH)12OH dissolt
préviament en DMF. La mescla es deixa reaccionar 30 minuts a temperatura ambient i
després es manté a 70°C durant 20-24h. Un cop passat aquest temps, el contingut del
bal6 es fa precipitar sobre aigua MilliQ. El precipitat obtingut es renta amb aigua i hexa

i es deixar assecar.

n

HC  cH 0
3 O\\S//
HO—=(CH2)12 /©/
o o >

En segon lloc, es porta a terme la substitucié dels grups hidroxil (OH-) de l'alquil per un

halogen (Cl-). Aquesta substitucié s’aconsegueix mitjangant la dissolucié i reaccié del
producte obtingut de la primera etapa (9% en pes) en clorur de tionil dins un matras
proveit d’agitaci6 magnetica i aillat de I'exterior amb un tub de clorur calcic. Una
vegada el producte solid esta completament dissolt, el contingut del matras es manté en
reflux a 70°C durant 2h. Posteriorment, es deixa refredar, s’elimina el dissolvent sobrant
a pressio reduida i es recull el producte, que es rentara abundosament amb aigua i hexa

i es deixara assecar.

43



III.

HsC,  CH;, o. 0
Y4
HO—=(CHz)12 O O /©/
o ¢l N
HaC  CHs //
Cl—(CHy)12 O O /©/
\O

Finalment, té lloc la substitucié del grup sortint (Cl-) per I'enantiomer 4(R)-hidroxi-L-

prolina. Es mesclen en un tub d’assaig una quantitat coneguda (q mols) del producte
obtingut de la reacci6 previa i q mols de KI. Simultaniament, es dissolen en un matras
5q mols de 4(R)-hidroxi-L-prolina i 7,5q mols de K;CO3; en DMF. Quan la mescla del
matras té un aspecte blanc lletés, s’hi addiciona el contingut del tub d’assaig i es fa
reaccionar tot junt a 80°C durant 70-75h. Després d’aquest temps, es para la reacci6 i
s’evapora el dissolvent. Posteriorment, el material obtingut es renta amb aigua i es deixa

assecar.

HC  CH,
S
Cl—(CHz)12 O O
\O (0]

HC  CH;, o]
COOH O%s//
EEN =(CHyp) 12\ O /O/
\\‘ o N
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La segona ruta sintetica (ruta B) es diferencia de la primera en un tnic fet: incorpora una reaccié
previa de derivatitzacio, que té com a finalitat augmentar el nombre de grups hidroxil sobre la PS,
per tal de tenir més i distintes posicions on enllagar el transportador quiral desitjat.!

I.  Per aconseguir la incorporacié de grups (OH-) en la PS es dissol, en un matras proveit

d’agitacié mecanica i aillat completament de l'exterior, PS en tetrahidrofura, THF,
anhidre. Tota la reaccié té lloc en condicions anhidres. Un cop dissolta la PS, es refreda
el matras a -78°C i, seguidament, s’afegeix una quantitat de butil-liti (en excés, respecte
la PS) en hexa molt lentament (gota a gota), i la mescla es fa reaccionar durant 30 minuts
a -78°C. A continuaci6, s’hi afegeix una quantitat d’acetaldehid en excés, i es fa
reaccionar durant 2h a -78°C. Posteriorment es fa reaccionar a temperatura ambient
durant 2h més. El contigut resultant del matras es precipita sobre la mescla aigua

MilliQ:isopropanol (4:1), es renta amb aigua MilliQ i es deixa assecar.

Hs o
s
HO l 0~ :
o)
/4

Hs o
O /©>S
HO (0]

HO CHj
HiC. ¢

A continuacié es procedeix de manera analoga a la ruta sintetica A:

1 M.D. Guiver, G.P. Robertson, M. Yoshikawa, C.M. Tam, “Functionalised Polysulfones: Methods for Chemical
Modification and Membrane Applications”, ACS Symposium Series (2000), 744 (Membrane Formation and
Modification), 137-161.
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II. l'alquilaci6 dels grups hidroxil (OH-) de les cadenes de PS amb 12-bromododecanol

HO CHz
HC,  CH, 0
SN

HO O O O/O/ N

HO——(CH2)12

o CHs

HsC  CH, o)
O\\S//
HO-(CH2)12 O O /©/
o o N

III. la substitucié dels grups hidroxil (OH-) de I’alquil per un halogen (Cl-),

HO——(CHy)12
o CHj3
HC  cH 0
3
O\\s//
HO—=(CHg)12 O O
o ¢l >
Cl——(CH2)2
o CHs
HsC  cH
3
o NV%
Cl—(CHa)12 O O
\O O
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IV. la substitucié del grup sortint (Cl-) per I'’enantiomer 4(R)-hidroxi-L-prolina

Cl——(CHy)12

o CHs
HC. ¢ 0
4

Hj 0
P
Cl—(CHa)r2 O /O/
\O (0]

|

COOH

N——(CHy)12

\)
O

HO o CHj
HC  cH o)
COOH 3 O\\s//
N-(CH2)12\
\\\\\\ (0] (0] n
HO

Tots els productes resultants de les diverses etapes de les dues rutes sintetiques estudiades han
estat caracteritzats amb tecniques de ressonancia magnetica nuclear, RMN.

Un cop s’ha obtingut el polimer de partida, en aquest cas PS quiral A o B (segons la ruta seguida),
es porta a terme la preparacié de les membranes, tal com s’ha esmentat a 'apartat anterior. Tot i
aixo, com que les PS quiral obtingudes, CPSa i CPSg, tenen una solubilitat reduida en DMF, fou
necessari partir de mescles de diferents composicions de polimers (PS+CPSa 6 PS+CPSp) per a la
preparacié de solucions de membrana homogenies. En la taula segtient es llisten les composicions

de polimers estudiades:

Taula 2.2. Composicions de polimers investigades.

PS (%) PS quiral (%)
100 0
95 5A6B
90 10 A
85 15 A
80 20 A
75 25 A
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2.1.4 Preparacié de membranes polimeériques denses (amb transportador i sense)

Les membranes polimeriques denses s’han preparat mitjancant la técnica d’inversioé de fase per
immersi6 o per evaporaci6 (del solvent). En el primer dels casos s’ha usat la PS com a polimer i, per
tal d’obtenir les membranes, s"ha emprat el parell cloroform/metanol com a solvent/no solvent, i
s’han incorporat distintes concentracions del transportador L-DDT (1,8 0 3,3 % en pes). En el segon
cas, les membranes polimeériques denses s’han obtingut a partir de I"evaporacié del solvent d'un
film de soluci6 de membrana, constituida per PS (15% en pes) i L-DDT (0 o 3,3% en pes) en

cloroform.

2.1.5 Preparacié de membranes composit

Pel que fa a les membranes composit, aquestes s"han obtingut mitjancant la formacié d’una capa
densa de poliamida, PA, en la superficie de varies membranes polimeériques poroses (amb
transportador i sense). La capa de PA s’ha preparat fent s de la técnica de recobriment per
polimeritzacié interfacial. Per dur a terme la polimeritzaci6, es fa reaccionar, sobre la superficie
d’una membrana porosa, una diamina, en aquest cas 1,3-fenilendiamina (dissolta en aigua MilliQ,
juntament amb dodecilsulfat de sodi), amb un clorur d’acid, aqui 1,3,5-tricarbonilbenze (dissolt en
hexa). En certes ocasions, aquestes membranes han estat activades mitjancant la incorporacié de
transportadors en la membrana durant el procés de polimeritzacié interfacial. Els transportadors es
poden afegir a les solucions d’hexa o d’aigua MilliQ o, altrament, es poden dipositar directament
sobre la membrana porosa, un cop el suport pords s’ha impregnat de diamina i abans de 1’addici6
del clorur d’acid, que finalitza la polimeritzacié de la PA. Un cop es déna per acabat el procés de
polimeritzacid, les membranes es renten i es posen a assecar a 'estufa a 60°C. En la taula segiient es

recullen les distintes membranes composit preparades.

Taula 2.3. Tipus de membranes composit preparades.

Transportador incorporat Capa on s’ha incorporat
HHP Densa, Porosa
L-DDT Densa, Porosa
DEHPA Densa
Nopol Densa, Porosa
R-Propranolol Densa, Porosa
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2.2 Caracteritzacié de membranes

Per tal de caracteritzar les diverses membranes preparades s’han emprat varies técniques.

2.21 SEM

S’han obtingut imatges SEM (tant superficials com de talls transversals) de distintes membranes.
Totes les imatges han estat obtingudes amb el microscopi electronic d’escombratge HITACHI S-570
del Servei de Microscopia Electronica de la UAB. Per poder analitzar les mostres d’interes, cal un
pretractament que consisteix a metal-litzar-les. Amb aquesta finalitat, les mostres es col-loquen
sobre uns portaobjectes especials que s’introdueixen en una cambra en ambient buit, i les mostres
es recobreixen d’'una fina pols d’or. Per aconseguir talls transversals de membrana nets (sense
deformacié del polimer), les membranes d’interés s’humitegen amb etanol i, posteriorment, es
trenquen submergint-les en nitrogen liquid.

Algunes de les imatges SEM obtingudes de talls transversals de membranes han estat també
caracteritzades amb el programa d’interpretacié de fotos de microscopia electronica, IFME.2 Aquest
programa ens permet calcular la mida i distribucié dels porus interns de les membranes, aixi com
obtenir un valor numeric (relatiu, en qualsevol cas) de la simetria i la regularitat internes de les

membranes.

222 AFM

Totes les imatges AFM s’han obtingut amb 1’aparell d’AFM Nano Scope III de I'Industrial Membrane
Research Institute, IRMI, del Department of Chemical Engineering de la University of Ottawa. S’ha
utilitzat la técnica d’AFM en mode intermitent i amb cantilevers de nitrit de silicona. A partir de les
imatges AFM, s’ha calculat la mida mitjana de porus i noduls (mitjancant la inspecci6 visual de les
imatges), la densitat de porus i la porositat superficial, i la rugositat mitjana de les membranes.

Per determinar la mida mitjana de porus, les mides de porus mesurades s’ordenen de forma

ascendent i se’ls assigna un rang, que es calcula a partir de la férmula segiient:3 4

Rang = [(-0,3)/ (n+0,4)]*100 (2-1)

on j és la posici6 en 'ordre de les mides de porus, i n és el nombre total de porus mesurats. La

representaci6é grafica d’aquests rangs en funcié de les mides de porus déna lloc a la funcié de

2 C. Torras-Font, R. Garcia-Valls, “Quantification of membrane morphology by interpretation of scanning
electron microscopy images”. J. Memb. Sci. 233 (2004) 119-127.

3 S. Singh, K.C. Khulbe, T. Matsuura, P. Ramamurthy, “Membrane characterization by solute transport and
atomic force microscopy”. J. Membr. Sci 142 (1998) 111-127.

4 C. Lipson, N.J. Sheth, Statistical Design and Analysis of Engineering Experiments, McGraw-Hill, New York, 1973,
p-18.
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distribucié acumulativa. Si aquesta funcié es normalitza en eixos de probabilitat log-normal, s’obté
una linia recta (sempre i quan les mides de porus tinguin una distribucié log-normal). A partir
d’aquesta linia recta, la mida mitjana de porus equival al diametre de solut amb Rang igual a 50 %,
i la seva desviaci6é estandard geometrica correspon al quocient dels diametres de solut amb Rang

igual a 84,13 % 150 %.

La densitat de porus de la membrana es pot obtenir directament, contant visualment el nombre de
porus d’arees perfectament determinades de varies imatges d’AFM. Per altra banda, la porositat
superficial S,, que correspon al quocient entre l'area dels porus i l'area superficial total de la

membrana, s’obté de 1'equacio:

Sp = [Nn(Zfid;2)/4]*100 (2-2)

en la qual N és el nombre total de porus per unitat d’area (densitat de porus) i f; és la fraccié del

nombre de porus amb diametre d;.

La rugositat superficial de les membranes, que es defineix com les diferencies en morfologia
superficial d’aquestes, s’expressa generalment en funci6 de la rugositat mitjana R, (tot i que

existeixen altres expressions de rugositat), i es calcula:

Ra = (1/LLy)l [f(x,y)dxdy (2-3)

Ra correspon al valor mig de superficie relativa al pla central; és a dir, al pla tal que el volum de la

mostra per sobre i per sota del pla és el mateix.

2.2.3 Angle de contacte

Les mesures de 'angle de contacte (dutes a terme a I'IMRI) de la superficie activa de les membranes
s’han realitzat amb el metode de la gota captiva. Es diposita una gota de 6nm3 amb 1'ajuda d’una
xeringa de 0,1 ml a la superficie de la membrana, i es mesura tant I’angle de contacte d’avangament
com el de retrocés. S’ha calculat també la histeresi de I'angle de contacte, que és la diferencia entre

aquests dos valors. L’agulla de la xeringa es manté durant tota la mesura submergida en la gota.

2.24 ESR
Els diferents espectres ESR s’han realitzat també a I'IMRI amb 1’espectrometre x-band Bruker 200

DC. Per tal de realitzar els espectres ESR de les mostres d’interés, aquestes es posen préviament en
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remull en una solucié aquosa al 0,01 %del radical lliure 2,2,6,6-tetrametil-1-piperridiniloxi, TEMPO
(que és el radical lliure de referencia), durant 1h. Posteriorment, les mostres es renten amb aigua
MilliQ per eliminar les restes de TEMPO de la superficie de les membranes; i finalment, s’elimina
I'excés d’aigua de rentat, prement les mostres de membrana entre dos papers de filtre.
Seguidament, les mostres es col-loquen dins les cel-les d’analisi i se’ls aplica un camp magnetic. El
senyal ESR que emet la mostra es registra amb un espectrometre. El senyal ESR del TEMPO en
soluci6 aquosa consta de tres pics iguals. Per avaluar la quantitat relativa de TEMPO atrapat en la
matriu polimeérica de les membranes, es calcula el quocient entre 1'alcada del segon pic, b, i el

primer pic, a, del senyal ESR obtingut.

2.2.5. Rebuig de soluts

Per determinar els valors de rebuig de soluts de les membranes es realitzen experiments de
separacié de soluts per ultrafiltraci6é a 3,5 bar. Per dur a terme aquests experiments s’utilitzen tres
moduls de membrana de filtracié tangencial connectats en serie.5 En primer lloc, es determina el
flux de l'aigua destil-lada a través de les membranes. En segon lloc es fan recircular per l'interior
del sistema de membranes, diferents solucions de carrega que contenen inicialment 200 ppm de
polietilenglicol, PEG, o oxid de polietile, PEO (de diferents pesos moleculars). Les solucions de
carrega es fan recircular ordenadament, de menor a major pes molecular de solut. El sistema es
renta generosament, amb aigua destil-lada, entre experiments amb distint pes molecular de solut.
Durant els experiments, es recullen mostres tant de la soluci6 de carrega com del filtrat; i el
contingut de solut en les mostres es determina en forma de contingut total de carboni organic, TOC.
Analogament, es porten a terme experiments de rebuig de soluts carregats, emprant NaCl i MgSOs.
En aquest cas, el contingut de solut en les mostres de les solucions de carrega i de filtrat es
determina amb un conductimetre.

A partir de les dades experimentals recollides, es determinen la mida mitjana de porus i la seva
desviacié geometrica estandard, el MWCO, la porositat superficial i la densitat de porus de les
membranes. La mida de porus i la seva corresponent distribucié s’avaluen a partir dels resultats de
separaci6 de soluts per ultrafiltracié. La separacio (retenci6) de soluts es calcula amb I'equacio (1-8).
Per tal de determinar els distints parametres superficials de les membranes, els valors de separacié
de soluts es tracten com a probabilitat log-normal, i es representen en funcié del diametre de solut
ds, que s’obté a partir del radi d’Einstein-Stokes, ESr. En l'esmentada representacié grafica, el

MWCO correspon al ds d"una separaci6 del 90%, la mida mitjana de porus equival al diametre de

5 S. Sourirajan, T. Matsuura, Reverse Osmosis/Ultrafiltration Process Principles, National Research Council of
Canada, 1985.
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solut amb separaci6 igual al 50 %, i la seva desviacié geometrica estandard correspon al quocient
dels diametres de solut amb separacié de 84,13 % i 50 %.
El pes molecular dels soluts utilitzats per als experiments d’ultrafiltracié, M, es converteix en valors

ESr amb equacions empiriques del tipus:3

ESr = 16,73 x 10-10 M0,557 (2-4)
per al PEG, i:
ESr = 10,44 x 10-10 M0587 (2-5)

per al PEO. A partir dels valors de mida mitjana de porus i de desviacié geomeétrica estandard es
pot obtenir la funcié de distribucié acumulativa, que ens permetra calcular el valor del sumatori de
fidi*i, com a conseqiiencia, la porositat superficial, S,.6 Aquesta es pot calcular amb I'equaci6 2-2. En

aquest cas, el nombre total de porus, N, es calcula a partir de la segiient equacié matematica:
N=(128n3]/ n AP X fid;%) (2-6)

en la qual 6 és la longitud dels porus, n és la viscositat del dissolvent, AP correspon a la diferéncia
de pressi6 a través dels porus i ] és el flux del dissolvent. Com a valor de §, es pren 1 um, que

correspon al gruix determinat experimentalment per la capa de poliamida.”

2.3 Moduls de membrana i procediment experimental

En el treball present, s’han utilitzat quatre moduls de membrana diferents; i el procediment
experimental que s’ha seguit amb tots ells ha estat molt similar. Tot seguit es descriuen els distints

moduls usats (figura 2.1), i es detalla, per a cada un d’ells, el procediment de treball establert.

¢ K.H. Youm, W.S. Kim, “Prediction of intrinsic pore properties of ultrafiltration membrane by solute rejection
curves: Effect of operating conditions on pore properties”. J. Chem. Eng. Japan 24 (1981) 1-7.

7 ]. Benavente, M. Oleinikova, M. Mufioz and M. Valiente, “Characterization of novel activated composite
membranes by impedance spectroscopy”. J. Electroanal. Chem. 451 (1998) 173-180.
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Figura 2.1. Moduls de membrana emprats: a) cel-la UAB, b) modul espiral d’ Arquimedes, ¢) modul UNL i d)

modul de filtracio frontal.

2.3.1 Cel-1a UAB

El primer dels moduls emprats s’anomena cel-la UAB, ja que fou dissenyada en els nostres
laboratoris. Aquesta cel-la de membrana consta de dos recipients ctabics de 200 ml de capacitat, on
s’afegeixen les solucions aquoses de carrega i receptora; els dos recipients estan connectats entre si
per d'una finestra circular de 3,8 cm de diametre, que és on es col-loca la membrana d’estudi8 La
cara activa de la membrana es col-loca en contacte amb la solucié de carrega; i la cara no activa, que

correspon, generalment, al paper no teixit usat com a suport mecanic, es manté en contacte amb la

8 C. Palet, M. Mufioz, S. Daunert, L. Bachas, M. Valiente, “Vitamin B12 derivatives as anion carriers in transport
through supported liquid membranes and correlation with their behavior in ion-selective electrodes”. Anal.
Chem., 65 (1993) 1533-1536.
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soluci6 receptora. Ambdues solucions aquoses s’agiten continuament durant tot I’experiment, amb

I'ajuda de motors. La velocitat d’agitacié es manté constant a 1200 rpm.?

2.3.2 Modul espiral d’Arquimedes

Aquest modul, dissenyat a Suécia, esta format per dos blocs circulars de PTFE (politetrafluoroetile)
de 12 cm de diametre i 0,8 cm de gruix, en la cara interior dels quals s’ha foradat un canal en
forma d’espiral (pla) d’Arquimedes, que té una profunditat de 0,25 mm, una amplada d'1,5 mm i
una llargada de 2,5 m, ocupant un volum total de 0,95 ml. En contacte amb les cares exteriors dels
blocs de PTFE s’hi col-loquen dos blocs d’alumini de 6 mm de gruix, per tal d’estabilitzar el
modul.1011 La membrana es col-loca entre les dues cares interiors dels blocs de PTFE. El modul es
manté tancat amb 1'ajuda de 6 cargols. Cada un dels quatre blocs que conformen el modul conté
dos orificis (els orificis dels blocs d’alumini coincideixen amb els orificis dels blocs de PTFE), que
corresponen als punts d’entrada i de sortida de les solucions aquoses de carrega i receptora. Cada
una d’aquestes dues solucions aquoses, de carrega i receptora, es fa arribar a un costat de la
membrana, impulsades per una bomba peristaltica a un cabal de 0,2 ml/min durant tot
I'experiment. I també es fan recircular continuament durant tot I’experiment. En tots els assajos les
dues solucions flueixen a contracorrent.

En determinades ocasions, s’ha treballat amb aquest modul en mode discontinu, que consisteix a
fer circular durant varies hores per ambdds costats de la membrana la solucié de carrega i,

posteriorment, la solucié receptora.

2.3.3 Modul UNL

El tercer del moduls utilitzats consta de dos blocs d’acer inoxidable amb dos canals rectangulars de 23
cm de llargada, 1,5 cm d’amplada, i 0,3 cm de profunditat, separats entre si per la membrana. Aquest
modul permet treballar a cabals majors que l'anterior (entre 10-100 ml/min), que es fixen també amb
I'ajuda d'un bomba peristaltica. El disseny del modul UNL té la particularitat que permet modelar el
transport d’espeécies a través de la membrana, ja que les mides del seu canal intern, que han estat
calculades amb molta exactitud, permeten un gran control de les condicions hidrodinamiques del
procés. En aquest cas, tal i com passa amb el modul espiral, ambdues solucions aquoses (de carrega i

receptora) flueixen a contracorrent i es fan recircular durant tot el procés.

9 R. Garcia-Valls, M. Mufoz, M. Valiente, “Selective separation of lanthanides by supported liquid membranes
containing Cyanex 925 as a carrier”. Anal. Chim. Acta, 387 (1999) 77-84.

10 J.A. Calzado, C. Palet, J.A. Jonson, M. Valiente, “Metal affinity liquid membrane II. Facilitated transport of
tryptophan”. Anal. Chim. Acta 417 (2000) 159-167.

11 P. Wieczorek, J.A. Jonsson, L. Mathiasson, “Concentration of amino acids using supported liquid membranes
with di-2-ethylhexyl phosphoric acid as a carrier”. Anal. Chim. Acta 346 (1997) 191-197.
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2.3.4 Modul de filtraci6 frontal

Aquest modul esta constituit per dues grans peces d’acer inoxidable: un suport circular pla on es
recolza la membrana, i un tub cilindric que es col-loca sobre la membrana i on s’afegira la soluci6 de
carrega que es pretén filtrar. Aquesta soluci6 es fa fluir a través de la membrana aplicant-li pressié amb

Nb. La pressi6, en tots els casos, s’ha mantingut a 3,5 bar.

2.3.5 Consideracions generals

Tots els experiments s’han portat a terme a temperatura ambient (24 + 1°C) i s’han fet, com a
minim, per duplicat. Per poder avaluar el comportament de les membranes, s’han tret
periodicament mostres de solucié de carrega i de solucié receptora i, ocasionalment, de filtrat.
Generalment, la solucié de carrega conté 0,1 g/1 de propranolol (racémic), i s’ajusta a pH 8 amb
borat sodic; la solucié receptora, en canvi, s'ajusta a pH 7 amb fosfat sodic. En la taula segiient es
recullen, de manera esquematica, els moduls emprats per a cada tipus de membrana i els

parametres investigats.

Taula 2.4. Moduls emprats per a cada un dels tipus de membrana estudiats i parametres investigats.

Tipus de membrana Modul emprat Parametres investigats
Membranes Liquides Suportades, SLM UAB pH soluci6 carrega i receptora
Espiral Concentracio selector quiral

Concentraci6é propranolol
Forca ionica
Presencia d’altres analits
Continuitat o no del procés

Membranes Composit (Activades), ACM Espiral Capa d’incorporaci6 del selector quiral
Filtracio frontal
Membranes polimeriques poroses/denses, CAM UAB Concentraci6 selector quiral
Espiral Cabal solucions aquoses
UNL
Membranes polimériques quirals, CPSM UAB Concentraci6 selector quiral
UNL

2.4 Técniques analitiques de detecci6

Per tal d’estudiar el comportament dels sistemes de membrana ens cal determinar, peridodicament,
la concentracié dels dos enantidmers S i R-propranolol en ambdues solucions aquoses. S’han
utilitzat dues técniques analitiques de detecci6: 1’electroforesi capil-lar, CE, i la cromatografia

liquida d’alta resolucié, HPLC.
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2.4.1 Electroforesi capil-lar

L’electroforesi és el moviment de les particules i molecules carregades positivament o
negativament, que sén presents en un medi liquid conductor quan aquest es troba sota la influéncia
d’un camp eléctric extern (migracié). Si apliquem un camp eléctric extern a la solucié d’interes
introduint de dos electrodes de carrega oposada, els ions de la solucié es mouran cap a l'electrode
de carrega oposada a la seva, pero 'eficiencia de la separaci6 es veura greument limitada per la
convecci6 i difusié térmica. L’electroforesi capil-lar permet eliminar aquests problemes, gracies a les
reduides dimensions de la columna de separaci6.l? Aquesta técnica permet la resolucié de
particules positives, negatives i neutres, tot i que aquestes tltimes no es poden separar entre elles.

Un instrument de CE consta de diversos components: un capil-lar de silice fosa (de 50-75 pm de

diametre intern de i de 30 a 100 cm de llargada) recobert externament amb poliimida per aportar

resisténcia i evitar que es trenqui durant la seva manipulacio; els vials d’entrada, de sortida, i de

mostra; una font d’alt voltatge (que, en general, pot treballar fins a 30kV constantment, o a una

intensitat constant de fins a 300 pA, o també a una potencia constant de fins a 6 W); un detector
(que pot ser d’absorbancia UV/vis, de fluorescéncia, de fluorescéncia induida per laser,
d’espectrometria de masses, conductimetric, amperimetric, radiometric o d’index de refracci6,

essent el primer tipus el més utilitzat); i, finalment, un integrador i un ordinador amb el programari

adequat per al tractament de les dades. La figura 2.2 mostra un esquema d’un instrument de CE.

Ordinador
Detector r

Capil-lar

Vial

Electrode -

Font d’alimentaci6

Figura 2.2. Esquema d'un aparell de CE.

Per dur a terme el procés d’electroforesi s’omple el vial d’entrada, el capil-lar i el vial de sortida
amb una solucié tampd. A continuacio, I'extrem d’entrada del capil-lar s'introdueix dins el vial de
mostra i uns pocs nanolitres d’aquesta séon introduits dins el capil-lar. Existeixen dos metodes
d’injecci6. La injeccié hidrodinamica, la més emprada, pot dur-se a terme bé per pressié (tant

aplicant pressi6 al vial de mostra com fent el buit al vial de sortida), o bé per gravetat (mantenint el

2 D.R. Baker, Capillary Electrophoresis, John Wiley and Sons, Inc., New York (USA), 1995.
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vial de mostra alcat respecte els altres vials). En segon lloc, trobem la injecci6 electrocinética, en la
qual s’aplica un camp eleéctric al vial de mostra, cosa que provoca la migracié del components cap a
I'interior del capil-lar. Posteriorment, el mateix extrem del capil-lar torna o col-locar-se en el vial
d’entrada del sistema i, seguidament, s’aplica un camp eléctric entre els vials d’entrada i de sortida.
A mesura que els soluts migren per l'interior del capil-lar, van arribant a la finestra del detector. El
senyal corresponent s’envia a lintegrador, que el tractara i el mostrara en forma
d’electroferograma. Com que els diferents soluts presents en la mostra migraran a diferents
velocitats, arribaran al detector en distints temps i, per tant, apareixeran a l’electroferograma
separats, amb temps de migracié distints. La migraci6 de cada un dels analits per l'interior del
capillar depén de la suma de dos factors: la velocitat electroforetica del solut i el flux
electroosmotic. La velocitat electroforetica del solut depen del quocient entre la seva carrega i el seu
radi ionic (mobilitat electroforetica del solut), del voltatge aplicat, de la viscositat del medi i de la
llargada del capil-lar. El flux electroosmotic es deu a la naturalesa de la superficie interna del
capil-lar.

La superficie interna del capil-lar conté grups silanoides que poden ionitzar-se gradualment a pH
majors de 2,5-3, i proporcionen aixi una carrega efectiva negativa a la seva paret que atraura els
cations de la soluci6é tampé. Aixo donara lloc a la formacié d’una primera capa de cations adjacent
a la paret del capil-lar. Com que aquesta primera capa no resulta suficientment densa per a la
neutralitzacié de les carregues negatives, es forma una segona capa de cations adjacent a la primera
que, com que esta relativament lluny de la paret del capil-lar, sera mobil i es desplagara en direccié
al catode en aplicar-se-li un camp electric. El flux electroosmoétic depén del potencial z generat a la
paret del capil-lar per la descompensaci6 electrica, i de la constant dieléctrica i la viscositat del
tampo.

L’ectroforesi capil-lar en zona es distingeix dels altres modes de CE pel fet que el capil-lar s’'omple
d’una soluci6 tamp6 de composicié constant i, conseqiientment, els diferents soluts es mouen per
I'interior del capil-lar formant zones. Els soluts surten en I'ordre d’elucié segiient: cations petits,
cations grans, molécules neutres, anions grans i anions petits. Ocasionalment, la direcci6 del flux

electroosmotic es pot invertir o, fins i tot, pot eliminar-se.

2.4.2 Determinacié d’S i R-propranolol amb CE

La determinacié dels dos enantiomers de propranolol s’ha dut a terme amb l'aparell P/ACE
SISTEM MDQ usant capil-lars de silice fosa no recoberta internament de 60 cm de llargada (50 cm
de llargada fins al detector). Abans de qualsevol analisi, el capil-lar es renta amb 0,1 M de NaOH,
aigua MilliQ i, finalment, solucié tampé. En aquest cas, la solucié tampé que permet la separacié

dels dos enantiomers del farmac propranolol és una solucié 100 mM d’acid fosforic, que conté 17,4
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mM de hidroxipropil-p-ciclodextrina, ajustada a pH 4,4 amb trietanolamina.l314 S’hi aplica un
voltatge de 23kV i s’utilitza el detector UV a 210nm. Les mostres sén introduides al capil-lar
mitjancant el mode hidrodinamic durant 5s a 0,3 psi. El capil-lar es manté a 20°C durant tota
I'analisi. El capil-lar es renta amb aigua MilliQ entre determinacions consecutives. En finalitzar cada
seqiiéncia d’analisi, el capil-lar es renta amb NaOH 0,1 M, aigua MilliQ i MeOH, que s’utilitza per

eliminar les possibles restes de solucions de compostos organics i d’aigua.

2.4.3 Cromatografia liquida d’alta resolucio

La cromatografia liquida d’alta resoluci6 (HPLC) és una tecnica de separacié que es basa en la
velocitat de desplagament diferenciada dels diversos components d’'una mostra quan sé6n
arrossegats per una fase mobil liquida a través d"un 1lit cromatografic que conté la fase estacionaria
(que pot ser liquida o solida). La diferent velocitat que adopten els components és causada per les
propietats fisicoquimiques d’aquests (solubilitat, adsorcid, volatilitat, mida, carrega i reactivitat
quimica o bioquimica, entre d’altres).!5 Per evitar inconvenients des del punt de vista practic, el pas
de la fase mobil a través de la fase estacionaria té lloc a pressié elevada. Un cromatograf liquid

consta de varies parts: un o més diposits de dissolvents; una bomba d’alta pressié (que permeti

pressions de 500 a 5000 psi i cabals des de 0,5-10 ml/min fins a 50-100ml/min, segons si 1'aplicacié

és analitica o preparativa); un sistema d’injeccié; una columna (que és la part essencial del

cromatograf, ja que hi tindra lloc la separaci6é o discriminacié dels diferents analits); un detector
(essent els més emprats: els d’absorcié UV-vis, els de fluorescéncia, els electroquimics, els d’index

de refracci6 i els conductimetrics); i, finalment, un registrador o ordinador (figura 2.3).

Ordinador
Dissolvent
Sistema d’injeccié
Bomba de pressio [ Detector
Columna

Figura 2.3. Esquema d’un aparell de HPLC.

13 C. Pak, P.J. Marriot, P.D. Carpenter, R.G. Amiet, “Enantiomeric separation of propranolol and selected
metabolites by using capillary electrophoresis with hydroxypropyl-B-cyclodextrin as chiral selector”. J.
Chromatogr. A, 793 (1998) 357-364.

14 M. Fillet, I. Bechet, P. Chiap, Ph. Hubert, J. Crommen, “Enantiomeric purity determination of propranolol by
cyclodextrin-modified capillary electrophoresis”. J. Chromatogr. A, 717 (1995) 203-209.

15 M. Valcarcel Cases, A. Gémez-Hens, Técnicas Analiticas de Separacion, Reverté, Barcelona (Espanya), 1988.
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La fase mobil pot ser de naturalesa no polar o polar, segons si la fase estacionaria emprada és polar
o no polar, respectivament; i, addicionalment, es pot variar la composicié d’aquesta al llarg del

procés cromatografic (mitjancant gradient de composici6).

2.4.4 Determinacié d’S i R propranolol amb HPLC

La determinacié dels dos enantiomers de propranolol mitjangant HPLC s’ha dut a terme amb un
aparell HITACHI, emprant la columna Chiralcel OD-R i usant, com a fase mobil, solucié aquosa 0,1
M de hexafluorofosfat de potassi/acetonitril al 60:40. S'usa el detector d"UV, perd aquest cop a 254

nm.16

2.5 Tractament de dades

A partir de les concentracions dels enantiomers de propranolol determinades amb qualsevol de les
dues técniques anteriors, s’ha pogut avaluar tant la velocitat de transport (flux) com la selectivitat
dels diferents sistemes i processos. Per assolir aquesta fita, hem utilitzat les equacions (1-1), (1-7),
(1-9), i (1-10), descrites en el capitol anterior. En determinades ocasions, treballant amb el modul
espiral d’Arquimedes, la quantificacié del transport s’ha expressat en termes d’eficiencia

d’extracci6, E, que es calcula:
E= [(CSt,iVSt,i) / (Cfo,ino,i)] (2-7)

Csti 1 Vsii corresponen, respectivament, a la concentraci6 i al volum de mostra extret de la fase
receptora (stripping) de I'analit i en el temps t. De la mateixa manera, Cfy; i Vfo; son la concentracio,
i el volum total de fase de carrega (feed) de I'analit i en el temps inicial (temps = 0).

En els casos concrets en que ha interessat de modelar el transport dels enantiomers s’han utilitzat

dos programes distints. Emprant el modul UNL, amb varies membranes polimeriques, s’ha emprat

el programa Scientist®per calcular els coeficients de transferéncia de massa.l” El programa esmentat
determina aquests valors mitjancant la resolucié de sistemes d’equacions diferencials. Per altra
banda, en investigar les membranes polimeriques poroses amb la cel-la UAB i el modul espiral
d’Arquimides, s’ha utilitzat el programa Umetrics AB Modde 5.0, amb un disseny experimental

quadratic Full Fac de 3 nivells, per obtenir superficies de resposta.l819 Aquest programa

16Y. Abe, T. Shoji, M. Kobayashi, W. Qing, N. Asai and H. Nishizawa, “Enantioselective distribution of amino-
alcohols in a liquid-liquid two-phase system containing dialkyl l-tartrate and boric acid”. Chem. Pharm..Bull. 43
(1995) 262-265.

17 RM.C. Viegas, M. Rodriguez, S. Luque, J.R. Alvarez, .M. Coelhoso, ]J.P.5.G. Crespo, “Mass transfer
correlations extraction: Analisis of Wilson-plot methodology”. J. Membr. Sci. 145 (1998) 129-142.

18 M. Andersson, P. Adlercreutz, “Evaluation of simple enzyme  kinetics by response surface
modelling,” .Biothecnology Techniques, 13 (1999) 903-907.
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proporciona el disseny experimental que cal aplicar per dur a terme I'estudi d’interes, i permet el

tractament estadistic i matematic dels resultats obtinguts.

19 S.L.R-. Ellison, D.G. Holcombe, M. Burns, “Response surface modelling and kinetic studies for the
experimental estimation of measurement uncertainty in derivatisation”. Analyst, 126 (2001) 199-210.
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3. DISCUSSIO GLOBAL DELS RESULTATS

Aquest capitol conté la discussié dels resultats obtinguts dels diferents estudis realitzats al llarg de

la tesi.

3.1 Separacié enantiomeérica de propranolol mitjancant membranes liquides suportades, SLM,

amb HHP com a selector quiral (annex A)

Les membranes liquides suportades amb N-hexadecil-L-hidroxiprolina, HHP, van ser escollides
com a sistema de partencga, ja que es tractava d’'un sistema de separaci6 lleugerament conegut! i,
per tant, permetia la caracteritzacié detallada del seu funcionament. Per aquesta ra6 es va estudiar
la influencia de diversos parametres sobre el sistema d’enantioseparacié d’estudi.

En primer lloc, es va dur a terme la seleccié del dissolvent de la fase de membrana, aixi com del
modul de membrana. Primerament, es va emprar la cel-la UAB per investigar la influéncia del pH
de la soluci6 receptora, mantenint la solucié de carrega a pH 8, i usant nopol com a dissolvent de la

fase de membrana. Els resultats obtinguts es mostren a la figura 3.1.

90
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.pH7 2
60 1 mpHS .
~ 50 ~
s |
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Figura 3.1. Influéncia del pH de la soluci6 receptora en el transport dels enantiomers S (simbols plens) i R
(simbols buits) de propranolol.

1 CM. Heard, J. Hadgraft, K.R. Brain, “Differential facilitated transfer across a solid-supported liquid
membrane”. Bioseparation 4 (1994) 111-116.
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Pot observar-s’hi que la quantitat de propranolol transportat a través de les membranes augmenta a
mesura que disminueix el pH de la fase receptora. Quan el pH de la fase receptora s’ajusta a 3, la
recuperaci6é de propranolol (al cap de 24h) és del 80%. Tenint en compte que el transport facilitat de
propranolol usant HHP com a selector quiral té lloc acoblat a un contratransport de protons, cal
esperar que, en augmentar la concentracié de protons en la solucié receptora (augmenta la forca
impulsora del procés) augmentara la velocitat del transport de propranolol. Malauradament, en
cap dels casos no es va observar enantioselectivitat. Aixd es degut a l'elevada participacié del
transport no facilitat del propranolol a través de la membrana, i a la participacié relativament
minsa del transport facilitat selectiu. Per una banda, la difusié d’espécies a través d’un liquid és
relativament senzilla i, a més, en aquest cas, s’havia observat préviament que emprant les SLM
sense selector quiral (membrana blanc), el transport del propranolol per difusié era notable. Per
altra banda, la quantitat relativa de transportador selectiu incorporat a la SLM és molt petita (el
quocient entre mols de selector C i mols d’analit A és de 0,005). Amb la finalitat d’augmentar
notablement la relacié C/A sense variar les condicions quimiques del sistema (concentracié de les
solucions aquoses i organica), va utilitzar-se el modul espiral d’Arquimedes, cosa que va donar lloc
a C/A = 04. Aixo és possible degut al fet que aquest modul permet usar volums molt inferiors de
soluci6 de carrega (A menor), i membranes amb area de treball forca superior (C major).

D’altra banda, com a dissolvents de la fase de membrana, es van investigar el nopol i 'isopropil
miristat, IPM. Es va observar que I'IPM permet una millor impregnacié dels suports porosos, en
comparacié amb el nopol. Aixi doncs, per dur a terme aquest estudi i tots els posteriors, es va
utilitzar IPM com a dissolvent de la fase membrana. La figura 3.2 mostra la comparacié entre

ambdues relacions de C/A i, per tant, entre ambdés moduls.
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Figura 3.2. Influencia de la relacié C/ A en el transport dels enantiomers S (simbols plens) i R (simbols buits) de
propranolol. La relacié C/A de 0,005 correspon a la cel-la UAB; i la de 0,4, al modul espiral.

Es pot veure que 'augment de la relaci6 C/A doéna lloc a un increment clar de la velocitat de
transport. Sota les condicions estudiades en aquest cas, tampoc no es va detectar transport
enantioselectiu. Tot i aix0, per realitzar I'estudi detallat del sistema SLM (per a la separacid
enantiomerica del propranolol amb el selector quiral HHP), es va optar pel modul espiral
d’Arquimedes, ja que posseeix més versatilitat (annex A).

El primer parametre investigat fou, altre cop, el pH de la solucié receptora. En aquest cas, no s’hi
observa cap increment de la quantitat del transport en disminuir el pH. De fet, no és possible
observar-ho, ja que la velocitat de transport, quan el pH de la solucié receptora és 7 (pH més alt
investigat), ja és maxima. Aquest fet, que diferencia clarament el modul espiral d’Arquimedes de la
cel-la UAB, és degut a una menor relacié entre volum de soluci6 de carrega i area de membrana, en
el modul espiral d’Arquimedes, que fa que I'equilibri entre fases, en aquest modul, sigui molt més
eficient.

En segon lloc, s’estudia la influéncia del pH de la solucié de carrega en el transport de propranolol
a través de la membrana. Aquest parametre va resultar ser clau per al funcionament i la
comprensi6 del sistema. El pH de la solucié de carrega determina la participacié dels dos tipus de
transports que intervenen en aquest sistema: (1) el transport facilitat de propranolol, mitjancant la
formacié d'un parell ionic amb el transportador selectiu HHP; i (2) la difusié de propranolol. La
figura 3.3 mostra un esquema dels diversos mecanismes de transport que prenen part en aquest

sistema.
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SOLUCIO DE CARREGA MEMBRANA SOLUCIO RECEPTORA

R:NH < 2 Ro:NH
+ +
H* H+
passs 13 N
RoNH2*
RCOOH RoNH2*
H* RCOO-R:NH* H*

Figura 3.3. Esquema dels mecanismes que intervenen en el sistema de membrana d’estudi. El propranolol i el
transportador HHP es representen com a R:-NH i RCOOH, respectivament.

L’abast de la contribucié d’un o altre mecanisme de transport té a veure amb els pKa de les espécies
quimiques del sistema d’estudi. L’amina secundaria del propranolol t¢é un pKa de 94,
aproximadament, i el grup carboxilic de 'HHP té un pKa de 9,5.23 Per tal que propranolol i HHP
puguin interaccionar entre ells i que, per tant, es doni el pas de propranolol per transport facilitat i
es redueixi al minim la contribucié del transport no facilitat, cal que es donin dues condicions: a)
que el propranolol es trobi totalment protonat (carregat positivament), per evitar la difusio, ja que
una especie carregada no es pot dissoldre i difondre en una solucié organica. I, b) que el selector
HHP es trobi proper al seu pKa; aixi estara parcialment protonat i podra bescanviar protons per
molecules de propranolol amb celeritat. Degut a la proximitat de pKa de les dues espécies, no es
poden complir ambdues situacions completament i simultaniament, pero si que es pot arribar a un
valor de pH de compromis (pH 8), en el qual conviuen els dos mecanismes de transport de manera
forca acceptable, cosa que permet assolir certa enantioselectivitat (com es comentara més
endavant). A pH inferiors de 8 no s’observa transport facilitat de propranolol (veure figure 5 annex
A), perque el selector HHP es troba protonat gairebé en la seva totalitat, i no mostra capacitat de
bescanvi de protons per molécules de propranolol. En aquest cas, tampoc no trobem transport de

propranolol per difusio, ja que les molécules de propranolol es troben majoritariament protonades i

2 AE. Martell (Ed.), Stability constants of metal-ion complexes. Section II: Organic Ligands, 24 edition, The Chemical
Society, London (UK), 1964.
3J.A. Dean (Ed.), Lange’s Handbook of Chemistry, revised 10% edition, McGraw-Hill (USA), 1973.
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no poden travessar la membrana lliurement. A pH superiors a 8, si que trobem transport de
propranolol (veure figure 6 annex A), pero és basicament per difusi6 i, per tant, no selectiu.

La influéncia de la concentraci6 de propranolol en la soluci6 de carrega fou el tercer dels
parametres avaluats. Les dues concentracions avaluades inicialment van ser 0,05 i 0,1 g/L. Com
que ambdues concentracions sén molt diluides i relativament similars, els resultats obtinguts en
tots dos casos no difereixen significativament. Aixi doncs, per dur a terme la resta d'investigacions,
es va optar per usar la concentracié més elevada, cosa que va permetre deteccions analitiques més
precises.

També es va avaluar I'efecte de la presencia d’altres especies ioniques (NaCl i KCI) en les solucions
aquoses en el transport de propranolol. Addicionant aquestes espécies, no es va observar cap
diferéncia rellevant en el transport, excepte en el cas concret d’afegir una quantitat tal de NaCl en la
solucié de carrega, que la forca idnica entre ambdés costats de la membrana (solucié de carrega i
solucié receptora) quedés igualada. En aquest cas, es detecta una lleugera millora de
I'enantioselectivitat del procés. Molt probablement, aquest lleuger augment de la selectivitat es deu
a la disminucié de la resisténcia propia de I'analit quan es desplaca d'una solucié aquosa més
diluida a una de més concentrada (aquesta resisténcia apareix si no s’'iguala la forca idnica entre
ambdues solucions).

La concentracié de transportador en la membrana va resultar ser el segon parametre clau del
sistema. Es van examinar tres concentracions d’"HHP distintes, que s’expressen com a C/A i sén:
1,4, 2 1 3. En aquest cas, es van investigar tres relacions C/A majors que les anteriors, per tal

d’aconseguir transport enantioselectiu. Els resultats obtinguts es mostren en la figura 3.4.
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Figura 3.4. Influéncia de la concentracié6 d’"HHP en la membrana, en I'excés enantiomeric.

Com es pot observar, I'enantioselectivitat del procés millora amb I'augment de la relacié C/A; és a
dir, amb l'augment de la concentraci6 d’"HHP a la membrana. Aquest fenomen és molt freqiient en
els sistemes de transport facilitat. Es va obtenir un valor maxim de 5,6 % d’excés enantiomeric (amb
C/A =31iales 2h). Per altra banda, s’observa també una disminucié de I'enantioselectivitat amb el
temps, causada per I'increment de la participacié del transport no facilitat del propranolol racémic,
que tendeix a igualar les concentracions d'un i altre enantiomer entre ambdds costats de la
membrana, per difusié. L'enantiomer transportat més rapidament a través de les SLM fou I'R-
propranolol, cosa que faria pensar que és I'enantiomer més afi al selector quiral, tenint en compte
les bases teoriques del transport facilitat. Tanmateix, el fet que en abseéncia de transportador també
hi hagi transport de propranolol (encara que no selectiu), proporciona, d’entrada, dubtes
importants sobre aquest fet.

L’estudi de diferents maneres de treballar amb el modul espiral d’Arquimedes, en continu i en
discontinu, va permetre confirmar els avantatges dels sistemes de membranes, que sén sistemes
d’extracci6é continus i dinamics, respecte altres metodes d’extraccié discontinus tradicionals com
ara l'extraccié liquid-liquid. Treballant en mode continu s’obtenen transports més eficients
(velocitats de transport majors). Pel que fa a I'enantioselectivitat, no s’observen diferéncies entre les
dues maneres de treballar.

Per dltim, es va investigar també I'estabilitat de les SLM. Les membranes emprades en aquest

estudi van mostrar una elevada estabilitat en termes d’eficiencia del transport. Aquesta estabilitat
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és afavorida, molt probablement, per les condicions de treball del modul utilitzat (tancat i amb un
cabal de recirculacié molt baix) i per la naturalesa intrinseca del solvent IPM de fase de membrana.

Un cop fou caracteritzat el sistema quimic d’estudi i establerts els mecanismes de transport que hi
intervenen i els factors que els condicionen, es va procedir a variar el tipus de membranes, amb
I'objectiu de millorar l'eficiencia, I'estabilitat, i I'enantioselectivitat del procés de separaci6. Per

aquest motiu, es van estudiar distints tipus de membranes solides.

3.2 Caracteritzacié6 de membranes composit activades, ACM, per a la separacié enantiomeérica de

propranolol (annexos B i C)

Les primeres membranes solides preparades i caracteritzades foren les membranes composit
activades. Aquest tipus de membranes solides es van desenvolupar fa pocs anys en el grup de
recerca,? i han estat aplicades amb altres finalitats amb éxit.5¢ Tot i aix0, els primers resultats
obtinguts amb aquests tipus de membranes per a la separacié enantiomerica de propranolol,
emprant tant la cel-la UAB com el modul espiral d’Arquimedes, foren poc engrescadors, ja que en
contra del que s’esperava, no es va detectar transport de propranolol a través de les ACM. Aquest
fet s’associa a dues possibles causes: a) la incorporacié del transportador en la membrana no havia
estat apropiada; i/o b) la membrana oferia una resisténcia al transport de propranolol massa
elevada (degut a la capa densa superficial de poliamida, PA). Per tal de verificar aquestes hipotesis,
es va dur a terme la caracteritzacio fisica i quimica de 4 ACM diferents: ACM sense transportador,
ACM amb l'acid dietilhexilfosforic en la capa de PA,> ACM amb nopol en la capa de PA, i ACM
amb HHP dissolt en IPM en la capa de PA. Per dur a terme 1'esmentada caracteritzacié es van
emprar les técniques de rebuig de soluts (neutres i carregats), mesura d’angle de contacte,
microscopia de forca atomica, AFM, i ressonancia electronica d’espi, ESR (annex B).

Els principals resultats obtinguts de cada una d’aquestes técniques es recullen a la taula 3.1.

4 M. Oleinikova, R. Garcia-Valls, M. Valiente, M. Mufioz, Procedimento para la obtencion de membranas
compuestas para el transporte de especies quimicas, Patent 200000536.

5 T. Gumi, M. Oleinikova, C. Palet, M. Valiente, M. Mufioz, “Facilitated transport of lead(II) and cadmium(II)
through novel activated composite membranes containing di-(2-ethyl-hexyl)phosphoric acid as carrier”.
Analytica Chimica Acta, 408 (2000) 65-74.

¢ J.A. Calzado, C. Palet, M. Valiente, “Facilitated transport and separation of aromatic amino acids through
activated composite membranes”. Analytica Chimica Acta, 431 (2001) 59-67.
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Taula 3.1. Caracteristiques principals de les membranes ACM determinades per rebuig de soluts, mesura

d’angle de contacte, AFM i ESR.

Tipus de ACM ACM sense ACM amb ACM amb ACM amb
transportador DEHPA nopol HHP
Rebuig de soluts | Mida mitjana de porus (nm) 10,75 (2,48) 8,10 (2,55) 5,69 (2,60) 3,75 (2,57)
Porositat superficial (%) 0,15 0,03 0,08 0,08
Angle de contacte Histeresis ( °) 51+5 13£6 38+£3 43+10
AFM R, (nm) 14+3 8+4 6+2 7+2
Mida mitjana de porus (nm) 20,11 (1,16) 17,70 (1,23) 20,62 (1,21) 14,13 (1,21)
Porositat superficial (%) 7,12 2,9 2,83 4,81
ESR b/a 15 1,1 -— 1,3

Els experiments de rebuig de soluts neutres ens aporten informacions fonamentals. En primer lloc,
es determina que les ACM son aptes per a treballar sota pressions baixes (3,5 bar) i que, en aquestes
condicions, es dona el pas de soluts a través seu. En segon lloc, es detecta I'existéncia de porus en la
cara activa de la membrana (capa densa superficial de PA), de mida equivalent als porus
superficials de les membranes poroses de polisulfona, PS. Malgrat aixo, la porositat superficial
determinada és dos ordres de magnitud més petita que la porositat superficial de les membranes de
PS. Per tant, els porus detectats en la superficie activa de les ACM son, de fet, zones defectuoses de
la capa de PA, on la polimeritzacié de la PA no fou completa. I, per tltim, es constata que els valors
observats de mida mitjana de porus i porositat superficial, entre d’altres, son superiors en el cas de
la membrana composit sense transportador, respecte les distintes ACM on s’havia incorporat un
transportador selectiu (taula 3.1). Apareix, doncs, una primera evidéncia de la incorporacié de
transportadors en les membranes. Per altra banda, els experiments de rebuig de soluts carregats
(ions), permeten assegurar que la presencia de la carrega electrica intrinseca de la membrana no
afecta de manera considerable la separaci6 dels ions per part de la mateixa.

Les mesures de 1'angle de contacte corroboren la naturalesa hidrofilica de la capa de PA, ja que tots
els angles de contacte determinats (tant d’avancament com de retrocés) sén menors de 90°. Els
valors d'un o altre tipus d’angle de contacte, separadament, sén relativament similars per les
diferents membranes estudiades; pero, en canvi, els valors resultants del calcul de la histéresi
(diferencia entre I'angle de contacte d’avangament i el de retrocés) sén forca distanciats per les
distintes membranes i segueixen un ordre concret: ACM sense transportador > ACM amb HHP >
ACM amb nopol > ACM amb DEHPA (taula 3.1). Aquest ordre és el mateix, i no per casualitat, que
el que es determina per a la porositat superficial amb la técnica de rebuig de soluts. La histeresi de
I'angle de contacte esta relacionada amb la resisténcia que ofereixen les forces capil-lars dels porus

de les membranes al moviment de la gota d’aigua dipositada en la superficie de la membrana. Aixi
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doncs, més porositat superficial (més porus) implica més forces capil-lars i, per tant, una major
histeresi de 'angle de contacte.

La tecnica AFM contribueix també al coneixement de les ACM. Els valors de rugositat superficial
que es van determinar, recollits a la taula 3.1, sén valors comuns de membranes composit amb una
capa densa superficial de poliamida aromatica. El valor més elevat de rugositat s’observa en el cas
de la membrana sense transportador. L’addici6 de transportadors pot donar lloc a I'emplenat de les
valls i dels porus superficials de la membrana, aixi se'n redueix la rugositat. Pel que fa als valors de
mida mitjana de porus, es pot veure que els valors obtinguts amb la técnica AFM sén clarament
superiors als obtinguts amb els experiments de rebuig de soluts. Aixo és degut al fet que la mida
mitjana de porus obtinguda amb rebuig de soluts correspon al diametre més petit de tot el porus,
mentre que la mida de porus determinada de la inspecci6 de les imatges d’AFM, correspon al
diametre de la part superficial del porus, de més obertura.

Finalment, la técnica ESR ens confirma I'existéncia de porus en les membranes, degut a I'observacié
de dos senyals diferents d’ESR del TEMPO segons si aquest es troba immers en els porus o en la
matriu polimeérica de la membrana. Per determinar la contribuci6 relativa de cada tipus de senyal,
es va calcular el quocient b/a. Altre cop, la membrana sense transportador mostra un valor més

allunyat de la resta.

Aixi doncs, un cop confirmada la incorporacié correcta dels transportadors a l'interior de les
membranes ACM, es van preparar i caracteritzar tres membranes ACM distintes: sense
transportador, amb el transportador HHP en IPM en la capa de PA i, finalment, amb el
transportador HHP en IPM en la capa de PS. Aquestes membranes es van caracteritzar,
préviament, amb 1'ajuda del microscopi electronic d’escombrat, SEM, i es van aplicar per a la
filtraci6 sota pressi¢ de propranolol (annex C).

La tecnica SEM ha permes obtenir imatges de talls transversals de les tres membranes, dues de les
quals (la membrana sense transportador i la membrana amb transportador a la capa de PA)
mostren una morfologia interna molt similar. La tercera membrana (amb transportador a la capa de
PS) presenta una morfologia distinta, més simetrica i sense macrovoids. La figura 3.5 mostra les tres

imatges obtingudes.
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Figura 3.5 Imatges de tall transversals de les membranes obtingudes amb SEM: a) membrana sense
transportador, b) membrana amb el transportador HHP en IPM en la capa de PA, i ¢) membrana amb el

transportador HHP en IPM en la capa de PS.

Aquests resultats no sén gens sorprenents, tenint en compte que, exceptuada una petita part
superficial que correspon a la capa de PA, gairebé tot el tall que s’observa en les imatges correspon
a la capa de PS. Aquesta capa de PS es va preparar de la mateixa manera per a les dues primeres
membranes i de manera distinta per a la tercera membrana. En el cas de la tercera membrana,
I'addici6 del transportador HHP en IPM té lloc en la dissolucié de la PS en el solvent DMF, variant
les propietats d’aquesta i, per tant, la seva interacci6 amb el bany de coagulacié d’aigua, com a no
solvent. En aquest cas, la morfologia interna de membrana més simetrica i més densa (sense
macrovoids) és deguda, segurament, a una precipitacié més lenta de la PS.

Les imatges SEM van ser tractades amb el programa IFME®, per tal d’establir valors de simetria i
regularitat interna de les membranes. Els valors que s’obtenen amb el programa esmentat sén del
tot arbitraris i serveixen tan sols per a comparar les membranes. El programa estableix que la
simetria i la regularitat de les membranes corresponen a la variacié de la morfologia interna que
s’aprecia en les fotos de les membranes, al llarg de I'eix de les y i de les X, respectivament. Tal com
ja s’havia observat amb la inspeccié visual de les imatges SEM, la tercera membrana és la que
presenta major simetria i major regularitat (veure table 2 annex C).

Un cop preparades i caracteritzades, es va escollir un modul de membrana distint, el modul de
filtraci6 frontal, que permet aplicar les ACM per a la filtracié sota pressié de propranolol. Aquest
modul ofereix garanties de separacid, tenint en compte els resultats préviament obtinguts amb la
técnica de rebuig de soluts.

Dels experiments de filtraci6 realitzats, se'n va analitzar, en primer terme, la velocitat de filtrat
(flux) i s’ha observat que en tots els casos el flux inicial disminueix fins arribar a un flux de permeat

gairebé constant. Els valors de flux en régim estacionari, sota una pressié de treball de 3,5 bar
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(pressi6 d’ultrafiltraci6), compresos entre 0,8 i 13,5 Lm=2h?, sén molt menors que els fluxos
obtinguts generalment en processos tipics d’ultrafiltraci6 a 3,5 bar (170 - 1700 Lm2h?). La
davallada inicial del flux és propia dels sistemes de filtraci6 i és deguda a la polaritzacié de la
concentracié. Fent referéncia als valors del flux en régim estacionari, aquests es corresponen amb
els esperats, ja que les membranes composit activades sén equivalents a les membranes d’osmosi
inversa, molt més denses que les d’ultrafiltraci6. Treballant sota pressions més elevades,
s’obtindrien fluxos majors, perd s’eliminaria totalment la possibilitat d’obtenir pas enantioselectiu.
La comparaci6 entre els fluxos assolits anteriorment amb els experiments de rebuig de soluts
(compresos entre 7,6 i 83,3 Lm-=2h1), i els d’aquest cas (forca més baixos i més similars entre ells),
permet afirmar que aqui la polimeritzacié de la capa de PA ha estat completa i que la preséncia de
transportador en la membrana contribueix al transport facilitat de propranolol.

En segon terme, es va analitzar la composicié de la solucié de filtrat, i aquest cop es detecta pas de
propranolol a través de totes les membranes, fet que no és possible treballant sense pressi6
aplicada.

A continuaci6, es va avaluar la selectivitat d’aquest transport. Malauradament, en aquest cas no es
detecta transport enantioselectiu. El motiu principal de l'absencia de transport selectiu en aquest
sistema de membranes és, sens dubte, la forca impulsora del procés (diferéncia de pressi6 entre
ambdos costats de la membrana). Aquesta forca impulsora esdevé necessaria per aconseguir pas de
propranolol a través de les ACM, pero alhora resulta massa elevada perque es produeixi la
separaci6 dels enantiomers. Es a dir; s’obtenen fluxos de propranolol relativament elevats, i aixo
comporta selectivitats baixes o nul-les.

Aixi doncs, el pas segiient va consistir a desenvolupar un sistema de membrana tal que permetés
obtenir fluxos de propranolol forca més baixos. Es va escollir un sistema de separacié impulsat per
diferéncia de concentraci6 (entre un i altre costat de la membrana). Ara bé, per tal que aquesta forca
impulsora resultés suficient per assegurar transport de propranolol a través de les membranes,
calien membranes que oferissin una resisténcia menor al pas de substancies que la que presenten
les ACM. Per tant, es va procedir a la preparaci6 i caracteritzacié de membranes polimeriques de

diversos tipus, totes elles d'una sola capa (tant porosa com densa).

3.3 Desenvolupament i caracteritzaci6 de membranes polimériques, CAM, per a la separacid

enantiomeérica del farmac propranolol (annexos D i E)

Les primeres membranes polimeriques que es van preparar consistien en una capa de polisulfona
porosa, en la qual s’havia incorporat el transportador HHP dissolt en IPM. Aquest estudi es va dur
a terme mitjancant un disseny d’experiments adaptat en el que es variaren simultaniament dos

parametres fonamentals del sistema de separaci6 -la concentracié de transportador en la membrana
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(0-0,6-1,2%)1iel pH de la fase receptora (3 - 5 - 7)-, i emprant dos moduls de membrana (cel-la
UAB i modul espiral d’Arquimedes). Les superficies de resposta obtingudes (en funci6 d’ambdés
parametres), tant pel percentatge de reextraccid, R, com pels valors del factor de separacio, o,
permeten aprofundir en el coneixement del sistema de separacié d’interes, i avaluar 1'aplicacié de
les membranes CAM (annex D).

En la figura 3.6 es pot veure la superficie de resposta corresponent a R a les 48h amb la cel-la UAB.

Figura 3.6. Superficie de resposta de R a les 48h, obtinguda amb la cel-la UAB.

Les superficies de resposta de R obtingudes, a 24 i 48 h, amb la cel-la UAB, mostren un bon ajust
dels valors experimentals al model. Ambdues superficies de resposta tenen el mateix perfil, i
constaten que, en les condicions estudiades, sols es déna transport de propranolol en preséncia de
transportador en la membrana. Aixo implica que la incorporacié dels transportadors a la
membrana facilita I'entrada del farmac i el pas d’aquest a través d’ella. També es pot observar que,
amb una quantitat fixa de transportador incorporat, R creix lleugerament a mesura que disminueix
el pH de la soluci6 receptora. Aquest comportament és propi de sistemes de separacié basats en
mecanismes de transport facilitat acoblat a un contratransport de protons. Amb concentracions
altes de transportador en la membrana (1,2%), aquest increment d'R és més pronunciat. Per dltim,
es pot veure que quan la quantitat incorporada d'HHP és de 0,6 % s’obtenen els valors absoluts
maxims d'R. Aquest fet es relaciona amb la morfologia de les membranes, que haviem constatat
anteriorment. Grans addicions del transportador HHP (en IPM), a la membrana, donen lloc a
membranes més denses i, per tant, féra logic que oferissin una major resisténcia al pas de

substancies a través seu. En resum, la preséncia de transportador és imprescindible per detectar
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transport de propranolol, perd una concentracié elevada de transportador pot, indirectament,
dificultar el transport del farmac.
En segon lloc, es va determinar la superficie de resposta respecte 1’enantioselectivitat del sistema,

tant en funci6 del factor de separacié, o, com en funcié de 'excés enantiomeric, ee.
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Figura 3.7. Superficies de resposta de a (esquerra) i ee (dreta), a les 48 h, obtingudes amb la cel-la UAB.

En aquest cas, quan el pH de la fase receptora és 7 i la quantitat de transportador incorporat a la
membrana és de 1,2 %, es detecta transport enantioselectiu de propranolol a través de la
membrana. Aquestes condicions corresponen, no casualment, als experiments amb menor R
(velocitat de transport). Els valors experimentals d’a i d’ee, no s’ajusten tan bé a la superficie de
resposta del model com en el cas anterior. Aixd, probablement, és degut al fet que els valors
d’enantioselectivitat depenen dels valors d'R, i no pas dels valors de pH de la solucié receptora ni
de la quantitat incorporada de transportador a la membrana. Els factors de separacié obtinguts en
aquest cas son forca elevats, perd cal tenir present que estan subjectes a una incertesa de
quantificaci6 també elevada, ja que es determinen sempre concentracions molt diluides de
propranolol. Aixi doncs, més que remarcar el valor absolut del factor de separacid, el que pren
importancia és la presencia de transport selectiu, la tendencia d’aquest transport en el temps i la
naturalesa d’aquest (la qual cosa es comentara a continuaci6). En la figura segiient es presenta

I'evoluci6 de la enantioselectivitat amb el temps.
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Figura 3.8. Evoluci6 del factor de separacié amb el temps, treballant amb la cel-la UAB, a diferents valors de pH

de la soluci6 receptora.

S'observa que l'enantioselectivitat disminueix amb el temps, degut al transport no facilitat del
propranolol. Aixi doncs, en el periode en el qual es detecta una certa enantioselectivitat,
I"enantiomer S-propranolol és el que es troba en major concentraci6 a la fase receptora. Tenint en
compte el tipus de mecanisme de transport que s’atribueixen a aquest sistema, les observacions
experimentals indiquen que l’enantidomer més transportat, S-propranolol, és aquell que té més
afinitat pel transportador HHP. Contrariament al que pugui semblar d’entrada, aquesta afirmacié
es veu recolzada pels resultats experimentals obtinguts de la caracteritzacié d’'SLM (major transport
de R-propranolol). En el cas d’SLM, el transport no facilitat de propranolol a través de les
membranes no ha de superar cap resisténcia; és, per tant, molt elevat, i es déna també en absencia
de transportador HHP. En el cas de les CAM, el transport no facilitat del farmac es veu forca
dificultat degut a la naturalesa de les membranes, fent que sigui comparativament molt lent, i sols
té lloc en presencia del transportador. Per tant, en el cas d’SLM, I'enantidomer transportat més
rapidament és, amb més seguretat, el que mostra una afinitat inferior pel transportador, mentre que
en el cas de les CAM, I'enantiomer més afi sera el primer en ser transportat.

Els resultats d’'R i enantioselectivitat dels experiments realitzats amb el modul espiral
d’Arquimedes també foren representats com a superficies de resposta. En aquest cas, la superficie
de resposta d'R (en funcié del pH de la fase receptora i de la quantitat de transportador HHP
incorporat a la membrana) té el mateix perfil que I'obtinguda amb la cel-la UAB, i també presenta

un bon ajust als punts experimentals. Ara bé, els valors absoluts d'R sén, en tots els casos, majors
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que els equivalents determinats amb la cel-la UAB (analogament al que s’havia observat amb les
SLM), com a conseqiiéencia de 'augment del quocient d’area de membrana per volum de fase
aquosa de carrega i, per tant, de la disminucié del quocient de solut respecte el transportador, que
és 10 vegades menor.

Fent referencia a l'enantioselectivitat del procés, cal comentar que emprant el modul espiral
d’Arquimedes no s’aconsegueix transport enantioselectiu de propranolol. De fet era d’esperar,
tenint en compte els valors elevats d'R detectats en aquest cas.

Per dltim, també es van realitzar experiments amb la cel-la UAB usant solucions aquoses de carrega
amb només un dels enantiomers del propranolol. No es va detectar cap diferencia en la velocitat de
transport d'un o altre enantidmer, la qual cosa, fa pensar que l'enantioselectivitat és una
conseqiiencia de la competéncia entre ells. Altrament, suggereix que el transportador del present
estudi no presenta una afinitat diferenciada remarcable per cap del dos enantiomers.

Els bons resultats obtinguts per a aquest tipus de membranes polimeriques emprant la cel-la UAB
van esperonar la preparaci6 de noves membranes polimeriques, també per a la separacié
enantiomerica de propranolol, amb un transportador quiral distint, didodeciltartrat, DDT, amb el
qual sols s’havia treballat fins al moment amb membranes liquides (DDT en cloroform).”
Considerant les caracteristiques del sistema de membranes liquides previ, es van preparar
dissolucions de PS i DDT en cloroform, i es van obtenir membranes polimeériques mitjangant dues
técniques de precipitacié per inversié de fase distintes: a) per evaporacié del dissolvent i b) per
immersi6 en etanol. Només es detecta transport de propranolol en I'altim cas, degut al fet que les
membranes precipitades per evaporacié presenten una estructura morfologica especialment densa,
mentre que les obtingudes per immersié presenten normalment una estructura menys densa.
Seguidament, es va dur a terme la comparacié entre ambdoés sistemes de membranes polimeriques
CAM: el sistema A, basat en HHP (en IPM) i el sistema B, basat en DDT (annex E). Per poder
estudiar i comparar els dos tipus diferents de sistemes de membranes polimeriques, CAM, es va
emprar el modul UNL. En cada cas es va avaluar tant la influéncia de la relacié solut/ transportador
(S/C =501100 pel sistema A i, 12 i 120, pel sistema B) com I'efecte del cabal de recirculacié (10 i 100
ml/min, en ambdds sistemes), en la selectivitat i el grau de transport. Finalment, també es va
modelar el transport de propranolol a través de les membranes i es van calcular els coeficients de
transferéncia de massa per a cada sistema.

Per tal d’estudiar la relacié solut/transportador, expressada com a quocient S/C, es va variar,

segons les limitacions de cada sistema, la concentraci6 del selector (transportador o carrier, C) en la

7 ILM. Coelhoso, M.M. Cardoso, RM.C. Viegas, ].G. Crespo, “Modelling of Transport Mechanism in Liquid
Membranes”. In Proceedings of Engineering with Membranes, Engineering with membranes, Granada (Spain), 4-6
June 2001; Luque, S., Alvarez J.R., Eds.; Universidad de Oviedo: Oviedo, 2001; abs number, V1, 425-430.
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membrana, en el sistema A, 6 bé la concentracié inicial de propranolol (solut, S) en la solucié de
carrega, en el sistema B. En els dos sistemes s’observa el mateix comportament. El transport de
propranolol a través de les membranes augmenta en disminuir el quocient S/C; és a dir, en
augmentar la concentraci6 relativa de transportador en la membrana. Aquest fenomen ocorre,
normalment, en els sistemes de transport facilitat. Els experiments realitzats amb membranes sense
transportador practicament no van mostrar transport, tal i com esperavem.

Per altra banda, es van estudiar diversos cabals de recirculacié de les solucions aquoses per cada
sistema, i es constata que el transport de propranolol a través de les CAM augmenta en augmentar
el cabal. Aquest fet esta estretament relacionat amb el namero de Reynolds, el qual indica la
velocitat de difusié del propranolol des del si de la dissolucié de carrega fins a la superficie de la
membrana. Ntumeros de Reynolds petits impliquen velocitats de difusié baixes, i viceversa.
L’augment dels cabals incrementa els ntiimeros Reynolds, per un sistema determinat i, per tant,
actua augmentant també la velocitat de transport fins al maxim permes pel procés, que equival a la
velocitat de transport per I'interior de la membrana. En el cas del sistema amb HHP, I'increment de
la velocitat de transport en augmentar el cabal es fa més pales a quocients de S/C menors, ja que en
aquestes condicions es pot assolir el nivell maxim de transport de propranolol per aquest sistema.
En tercer lloc, es va investigar I'enantioselectivitat d’ambdos sistemes. En aquest cas, sols es detecta
enantioselectivitat pel sistema basat en DDT. Sota les condicions de treball establertes amb el
modul UNL, el sistema basat en HHP presenta una velocitat de transport forca elevada, cosa que
disminueix, ja d’entrada, les seves possibilitats de presentar enantioselectivitat. En canvi, el sistema
basat en DDT, si que presenta enantioselectivitat. L’excés enantiomeéric assolit, que és del 38 %,
decreix amb el temps, com a conseqiiéncia de I'augment del transport no facilitat.

Per ultim, es va dur a terme la modelitzaci6 del transport, que permet calcular els coeficients de
transferencia de massa per a cada un del enantiomers i per a tots dos sistemes de transport o
separacié enantiomerica de propranolol. A partir dels valors obtinguts, recollits en la taula 3.2, es
pot afirmar clarament que, per ambdos sistemes, la relacié S/C té una influéncia més gran sobre el
transport de 1'especie d’interés que no pas les variacions hidrodinamiques (cabal de recirculacié de
les solucions aquoses) aplicades sobre els sistemes. La qual cosa confirma la importancia dels

transportadors selectius en els sistemes de transport facilitat.

Taula 3.2. Llistat dels diversos coeficients de transferencia de massa dels enantiomers S i R-propranolol (Kss i
Ksr, respectivament) obtinguts per ambdoés sistemes A ( basat en HHP) i B (basat en DDT).

SISTEMA A SISTEMA B
Q=100 ml/min Q=100 ml/min Q=10 ml/min | Q=100 ml/min Q=100 ml/min Q=10 ml/min
S/C =100 S/C =50 S/C =100 S/C=12 S/C =120 S/C=12

Ksr(m/s) (2.92+050)10% (1.26£0.10)*107 (2.03£0.60)*10% | (5.4020.30)*10% (2.13%0.50)*10% (4.4920.50)*10%
Kss(m/s) (3.12+0.50)*10%  (1.22+0.10)*107 (2.10+0.60)*10% | (5.30+0.30)*10% (2.11+0.50)*10%  (4.33+0.50)*10-
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Ara bé, la variaci6 del quocient S/C implica una variacié de la velocitat de transport molt més
notable en el cas del sistema A que en el cas del sistema B. Aixo esta relacionat amb el fet que la
variacié absoluta provocada en el sistema, en cada cas, és de naturalesa distinta: en un cas
s’augmenta la concentracié de selector, mentre que en I'altre es disminueix la concentracié de solut.
Cal tenir present, doncs, que no és només el quocient S/C alld que determina el transport siné

també els valors absoluts de Si C en cada cas.

Comparant els dos treballs realitzats amb membranes polimeriques basades en el sistema A (HHP
en IPM), es pot observar que el modul de membranes emprat té una influencia destacable en el
funcionament del sistema d’enantioseparacié. Usant la cel-la UAB es detecta enantioselectivitat,
pero usant el modul espiral d’Arquimedes o el modul UNL no, fet que es relaciona amb la velocitat,
menys o més elevada, respectivament, del transport a través de les CAM. Ara bé, el més sorprenent
és la influencia de la concentracié del selector en el percentatge de reextraccié. En el primer cas,
treballant amb la cel-la UAB, s’observa que en augmentar la concentracié de transportador en la
membrana R disminueix. Contrariament, en el cas d’emprar el modul UNL, R augmenta en
augmentar la concentracié de transportador en la membrana. Aquesta diferéncia només pot
explicar-se d'una manera: basant-se en les caracteristiques distintes dels dos moduls de membrana
comparats. Es obvi que existeixen moltes diferéncies de funcionament entre moduls. De totes
maneres, la diferéncia més important o que pot comportar diferencies més notables és I'amplada de
la capa de difusi6 adjacent a la cara de la membrana en contacte amb la soluci6é de carrega, que
apareix en tots els processos de membrana. Aquesta amplada sera sempre més gran en el cas de la
cel-la UAB, degut al disseny del modul de membrana, que aporta propietats hidrodinamiques
diferenciades. L’agitacié de les solucions aquoses a 1200 rpm amb una pala de tefl6 a la cel-la UAB,
implica capes de difusi6 grans respecte el modul UNL, amb cabals de 100 ml/min. Capes de
difusi6 gruixudes donen lloc a processos menys sensibles a la concentracié de selector en la
membrana, ja que la velocitat de transport ve donada majoritariament per la capa de difusié, i no
per la composicié de la membrana. Aquest fet, pot observar-se també treballant amb el modul UNL
a cabals baixos (10ml/min). En aquest cas, no s’observa practicament cap diferencia en la velocitat
de transport de propranolol en funcié de la concentracié de transportador en la membrana, ates
que la capa de difusi6 és també gran, comparable a la de la cel-la UAB. Simultaniament, també és la
mateixa capa de difusié la que aparentment permet la preséncia de transport enantioselectiu, en

actuar disminuint la velocitat de transport total a través de la membrana.
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3.4 Sintesi i caracteritzaciéo de membranes polimériques quirals (annexos Fi G)

Un altre tipus de membranes polimeriques investigades han estat les membranes polimeriques
quirals, basades en polisulfona quiral, CPS. Amb la finalitat de poder preparar aquest tipus de
membranes es va procedir a sintetitzar polisulfones quirals que tinguessin el transportador selectiu
d’interes lligat covalentment a la seva estructura quimica.

Les dues rutes sintétiques investigades, A i B, van donar lloc a dos polimers quirals distints, CPSa i
CPSg, respectivament. La caracteritzacié d’ambdés productes finals, aixi com dels diferents
intermedis permeten revelar les estructures obtingudes i confirmen lenllag covalent del
transportador al polimer (annex F).

Per dur a terme la caracteritzacié inicial dels distints productes d’ambdues rutes, es van emprar
distintes tecniques d’'RMN: RMN-TH monodimensional, espectres d’homocorrelacié, RMN-13C, i
espectres d’heterocorrelaci6. L'ts d’aquestes técniques va permetre d’obtenir els espectres
corresponents de la polisulfona de partenga i de les polisulfones resultants de cada pas de la
reacci6. L'analisi d’aquests espectres confirma l'estructura dels productes obtinguts en cada etapa
sintetica. Al mateix temps, també permet fer una estimacié del grau de substitucié final (nombre
d’entitats quirals lligades a cada unitat de PS) aconseguit en cada cas.

Una vegada caracteritzats els productes finals, es van preparar membranes usant CPSx o CPSg com
a polimers base. Les membranes obtingudes es van aplicar per a la separacié enantiomerica del
farmac propranolol (annex G).

D’entrada, cal destacar que no fou possible obtenir membranes adients per ser estudiades a partir
del polimer CPSg, degut a la seva baixa solubilitat en DMF. En el cas de CPS,, va ser necessari
recérrer a mescles d’aquest amb PS, per poder obtenir dissolucions homogenies en DMF, i va ser
possible preparar, en aquest cas, mescles contenint només fins a un 25% de CPSa. La baixa
solubilitat que presenten les CPS respecte la PS de partenca és, sens dubte, una conseqiiéncia de la
modificacié de 'estructura quimica inicial de la PS (més notable en el cas de la CPSg).

Un cop preparades les membranes de CPS/PS, van ser caracteritzades mitjancant la técnica SEM
amb la finalitat d’investigar-ne la morfologia interna. Totes les membranes obtingudes presenten
una morfologia interna molt similar: estructura asimeétrica i presencia de macrovoids de diferent
mida i distribuci6. Aquesta estructura és propia de membranes de PS preparades amb la técnica
d’inversi6 de fase per immersié6 amb DMF/aigua com a parell solvent/no solvent.

Seguidament, es van realitzar els experiments de separacié enantiomerica de propranolol, emprant
la cel-la UAB. Els valors de percentatge de reextraccié obtinguts (que es mostren en la figura 3.9)

aporten informaci6 rellevant del nou sistema de membranes.
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Figura 3.9. Influéncia de la concentraci6 de CPSA en la membrana, en el percentatge de reextracci6 a les 96 h.

En primer lloc, es possible de veure que, a les 96h d’experiment, existeix transport no facilitat de
propranolol, ja que en abséncia de transportador a la membrana es detecta un cert pas de farmac,
tal i com s’ha comprovat anteriorment. En segon lloc, s’observa que en incorporar el transportador
a la membrana, augmenta R. Aixo confirma que la preséncia de transportador facilita el transport
del farmac a través de la membrana, analogament al que s'observa per altres sistemes i
configuracions de membrana. En aquest cas, pero, tenint en compte que el selector es troba enllagat
covalentment a l'estructura del polimer, el transport facilitat ha de produir-se, for¢osament,
mitjancant un mecanisme de salts consecutius (jumping) entre unitats de selector, cosa que seria
facilitada per la presencia del llarg espaiador entre la matriu de PS i el selector quiral.

La variaci6 dels valors d’R segueix una tendéncia creixent en augmentar la concentracié de selector
en la membrana. Aquesta tendéncia creixent és més pronunciada al principi (fins arribar a una
composicié al 10% en CPS,) i, posteriorment, tendeix a un equilibri. Els valors d’'R assolits son
clarament inferiors als obtinguts amb SLM (propers al 90%). Aquest fet és degut a la diferéncia
entre els coeficients de difusié d'una especie determinada a través d’un liquid o bé a través d'un
solid. El valor del coeficient de difusi6 és diversos ordres de magnitud inferior en 1'altim cas. En
canvi, si comparem aquests valors d'R amb els obtinguts amb les altres membranes polimeriques,
CAM (que ronden al 20%), els valors sén similars.

L’enantioselectivitat del procés també fou avaluada.
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Figura 3.10. Influéncia de la concentracié de CPSA en la membrana, en el factor de separaci6 a les 96 h.

El procés presenta enantioselectivitat i el valor més elevat s’assoleix quan la concentracié de
transportador en la membrana és la maxima que permet el sistema. El valor del factor de separacié
ales 96 h és d'1,10 (a temps inferiors es detecten valors més elevats, perd estan subjectes a majors
imprecisions). També s’observa, com en el cas de les CAM, una disminucié de I'enantioselectivitat
amb el temps. En aquest cas, 'enantiomer transportat més rapidament és, altre cop, I'S-propranolol.
Aquestes troballes semblen confirmar 1'explicacié proposada en l'apartat anterior, que considera
que l'enantiomer més transportat (S-propranolol) és el que mostra més afinitat pel selector quiral.
Aquesta proposta també es veu recolzada per la bibliografia precedent. Si ens fixem detingudament
en l'estructura quiral del transportador que s'usa en el present estudi, i el que va ser usat per C.M.
Heard et al.8 es pot apreciar una diferencia significativa. En I'tltim cas, els dos substituients de
I'anell de pirrolidina de la prolina estan orientats cap al mateix costat de la molécula, mentre que el
transportador utilitzat en aquest estudi, conté els dos substituents orientats cap a costats diferents.
Aixi doncs, aquests dos transportadors sén diastereomers entre ells, i poden mostrar quiralitat

diferent. Pel que fa als valors absoluts d’enantioselectivitat, cal assenyalar que els valors obtinguts

8 CM. Heard, J. Hadgraft, K.R. Brain, “Differential facilitated transfer across a solid-supported liquid
membrane”. Bioseparation 4 (1994) 111-116.
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en aquest cas son més elevats que els corresponents d’SLM (oimax = 0,9), i forca comparables als
obtinguts amb CAM (figura 3.8).

Finalment, es va modelar el transport de propranolol. En aquest cas concret, es va emprar el modul
de membrana UNL. Els coeficients de transferéencia de massa determinats amb l’ajuda del

programa Scientist, es van comparar amb els obtinguts préviament amb les membranes CAM.

Taula 3.3. Coeficients de transferencia de massa dels enantiomers S i R-propranolol (Kss i Ksr respectivament),
obtinguts pels sistemes de membrana CPSa i CAM.

Ksr(m/'s) Kss(m/'s)
CPSa (1.75 + 0.4)*10 (1.57+ 0.4)*10
CAM (8.22 £0.1)*10-8 (8.47 +0.1)*108

La comparacié dels valors indiquen que el transport de propranolol a través de membranes de

CPSa és més lent, degut a la reduida mobilitat del transportador en aquest tltim cas.

Tot i els bons resultats obtinguts per a les membranes de CPSa/PS, la impossibilitat de preparar
membranes partint de CPSp ha estimulat la caracteritzacié exhaustiva dels diferents productes
resultants de cada ruta sintetica, amb la finalitat de coneixer millor tots els productes implicats i
poder descartar definitivament, si s’escau, la ruta sintetica B (annex F).

Amb I'objectiu d’assolir la caracteritzacié esmentada, s"han proposat diverses tecniques, a part de
les citades anteriorment: la calorimetria d’escombrat diferencial, DSC, amb la qual es pretén
determinar la temperatura de transicié vitrea; la cromatografia d’exclusi6 estéria, SEC 6
cromatografia de permeacié en gel, GPC; i, finalment, la high resolution - magic angle sppining, HR-
MAS, de ressonancia magnetica nuclear, per a aquelles mostres de molt baixa solubilitat en

dissolvents convencionals.
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