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1. Introduccidn

Desde su aparicidon hace casi dos décadas, el desarrollo de
soportes monoliticos como fases estacionarias en técnicas
cromatograficas y de tratamiento de muestra se ha ido
extendiendo a diversas areas de aplicacion, y actualmente
continda siendo un tema de interés en el ambito de las
ciencias separativas como ponen de manifiesto el alto
numero de publicaciones y comunicaciones originadas
sobre este tema [1]. El interés por estos materiales se
justifica por su alta porosidad y permeabilidad,
versatilidad, reduccion de tiempos de analisis, bajo
consumo de reactivos y la posibilidad de unificar su
empleo en HPLC capilar/nano como en
electrocromatografia capilar (CEC) [1, 2]. Ademas, los
materiales monoliticos no requieren de fritas, evitandose
asi los problemas inherentes a las columnas particuladas,
tales como el tedioso procedimiento de
empaguetamiento, y la indeseable formacion de burbujas
en técnicas miniaturizadas como la CEC.

Atendiendo a su naturaleza, los materiales monoliticos
pueden clasificarse en dos grandes grupos: inorganicos
(basados en silice) y organicos (basados en polimeros de
acrilamida, metacrilato o estireno, entre otros). Sin
embargo, la sintesis de los primeros no es sencilla y
requiere un control exhaustivo de todo el proceso vy, al
igual que los materiales de silice particulados, presentan
un rango de estabilidad de pH (pH 2-7). Ademas, el
tratamiento térmico asociado a su preparacion hace que el
principal uso de los monolitos de silice se haya reducido al
formato capilar, siendo dificil su extensidn a técnicas de
microextraccion en fases sélida.

Por su parte, la preparacion de monolitos poliméricos es
sencilla y se lleva a cabo normalmente in situ via
polimerizacién radicalaria. La mezcla de polimerizacién es
una combinacion de mondmeros entre los que se
encuentra un agente entrelazante o cross-linker, una
mezcla porogénica de disolventes y un iniciador
radicalario. La polimerizacién se lleva a cabo en la mayoria
de los casos por calentamiento en un bafio u horno [2], por
la accion de iniciadores quimicos [3] o mediante radiacion
UV [4]. Gracias al control que puede ejercerse sobre el
proceso de polimerizacién, es posible optimizar las
propiedades morfolégicas de los monolitos resultantes vy,
por tanto, la velocidad de flujo, |a eficacia y la retencién de
la fase estacionaria. Ademds, la gran variedad de

monomeros disponibles, asi como la posibilidad de su
posterior funcionalizacién, permite ajustarse a las
interacciones especificas necesarias para conseguir una
retencidn selectiva de los analitos de interés.

Pese a las buenas prestaciones de estos materiales, sus
areas superficiales son relativamente bajas comparadas
con sus homoélogos de silice, debido a la ausencia de una
estructura micro- o mesoporosa adecuada, lo cual da lugar
a una menor capacidad de carga y retenciones mas débiles
en aplicaciones cromatograficas. Con el fin de
contrarrestar esta limitacion, se han propuesto diferentes
estrategias como el empleo de nuevas condiciones de
polimerizacién, polimeros hiperentrelazados [5], monolitos
hibridos de silice-organicos [6] o la incorporaciéon de
nano/micro-materiales [7]. Estas aproximaciones pueden
no sélo mejorar el drea superficial de los sorbentes, sino
incluso permiten modificar la selectividad. En este sentido,
en los ultimos afios, nuestro grupo de investigacion ha
trabajado intensamente en la incorporacion de
nanoparticulas (NPs) a monolitos organicos, resultando ser
una forma efectiva y prometedora de incrementar la
relacion superficie/volumen de éstos, asi emplearlos como
plataforma para posteriores modificaciones quimicas de su
superficie [8].

A continuacion, se describen las principales aportaciones y
estrategias que nuestro grupo de investigaciéon ha
realizado en este contexto con el fin de potenciar el
maridaje de estas nuevas fases hibridas o composites con
prestaciones mejoradas en el dmbito de las técnicas de
(electro)separacion capilar y de (micro)extraccion en fase
sélida.

2. Integracion de fases monoliticas poliméricas en
técnicas de separacion miniaturizadas

Hasta la fecha, las columnas monoliticas poliméricas han
demostrado ser unas excelentes fases estacionarias para la
rapida separacion en HPLC capilar/nano y CEC de
macromoléculas tales como proteinas, acidos nucleicos y
polimeros sintéticos [1]. Sin embargo, su extension a
moléculas pequefias en matrices complejas ha sido poco
explorada [7]. En la Figura 1 se muestra un ejemplo de
separacién de parabenos en orina y suero empleando
columnas monoliticas basadas en butil metacrilato (BMA) y
deteccién con espectrometria de masas (MS) [9]. Aunque
el método permitié obtener unos limites de deteccidn
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(LODs) bajos (de 0,011 a 0,022 ng mL'l), los valores de
capacidad de pico del monolito fueron inferiores a los
obtenidos por columnas particuladas de diametros

menores a 3,5 um.
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Figura 1. Separacion de parabenos en muestras de orina (A) y
suero (B) usando una columna de BMA. Los insertos muestran
para cada compuesto las masas utilizadas en modo Multiple
Reaction Monitoring. Picos: metil parabeno (1), etil parabeno (2)
y propil parabeno (3). (De ref. 9).

Para mejorar las prestaciones cromatograficas de estas
fases estacionarias, se han desarrollado estrategias
basadas en la introduccion de NPs en los lechos
monoliticos mediante la simple adicién de las mismas a la
mezcla de polimerizacidon antes de que ésta tenga lugar.
Ademas, para minimizar o evitar los problemas de
sedimentacidon de NPs en la mezcla de polimerizacién, se
recurri6 al empleo de radiacion UV como modo de
iniciacién, debido al rapido tiempo de polimerizacién (10-
15 min), garantizando asi la homogeneidad de los lechos
preparados. Asi pues, en el grupo se han preparado fases
estacionarias hibridas utilizando diversos tipos de
nanomateriales tales como nanotubos de carbono [10],
NPs de Ag [11], magnéticas [12], de silice mesoporosa [13]
y de redes organometalicas [14]. En todos los casos, las
fases disefiadas proporcionaron una exaltacion de la
retencion de moléculas pequefias y una mejora de la
eficacia. En la Figura 2 se muestra una separacion de
acidos benzoicos con monolitos hibridos preparados con
dos tipos de NPs de silice mesoporosa: MCM-41 y UVM-7.
Como puede apreciarse las columnas conteniendo MCM-
41 (a contenidos del 35% en peso) condujeron a una mejor
separaciéon que aquellas obtenidas con monolitos
preparados con UVM-7. Ademas, las columnas de MCM-41
proporcionaron valores de eficacia cercanos a los 140.000
platos tedricos. El aumento de retencién y eficacia
observado puede explicarse en base a la mayor rugosidad
de los gldbulos (mayor mesoporosidad y area superficial)
presente en los monolitos preparados con MCM-41
comparados con los de UVM-7 y los del monolito control
(sin adicion de NPs) (véase las fotografias SEM
correspondientes).
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Figura 2. Separacion de dacidos benzoicos usando monolito
control y monolitos hibridos conteniendo 35y 10% en peso de los
materiales MCM-41 o UVM-7. Fotografias SEM de las columnas
disefiadas. Picos: acido ftélico (1), acido salicilico (2), tiourea (3),
acido 2-yodobenzoico (4) y acido benzoico (5). (De ref. 13).

3. Integracion de materiales poliméricos en sistemas de
microextraccion en fase sélida

Desde hace casi dos décadas, en la bibliografia se
encuentran numerosos estudios en los que se hace uso de
fases monoliticas poliméricas sintetizadas en capilares de
silice fundida (d.i. < 250 um) para HPLC capilar/nano y CEC.
Por el contrario, sélo en los ultimos afios se han descrito
aplicaciones en el ambito de la (micro)extraccion en fase
sélida (microSPE) [15]. Entre los motivos que han frenado
el desarrollo de aplicaciones competitivas en SPE, se
encuentra, por un lado, la baja capacidad de carga de los
monolitos organicos anteriormente sefalada. Por otro
lado, la preparacion de dichos monolitos en el interior de
formatos off-line tales como cartuchos o jeringas, punta de
pipeta, o minicolumnas para centrifuga, entre otros,
implica superar dos dificultades: conseguir un lecho
homogéneo y enlazarlo covalentemente a la pared interior
del soporte. En este sentido, en nuestro grupo se han
descrito procedimientos de fotoinjertado (photografting)
destinados a realizar una vinilizacién previa de la superficie
del polipropileno (material habitualmente utilizado en
estos formatos) facilitando asi el anclaje posterior del
monolito [16].

En lo relativo a la preparacion de sorbentes capaces de
exhibir una elevada capacidad de carga y una alta
selectividad, la preparacién de monolitos hibridos o
composites puede dar respuesta a estas demandas. Sin
embargo, en este caso, la incorporacion de NPs se realizara
mediante otra estrategia consistente en el anclaje de estos
nanomateriales sobre la propia superficie del monolito ya
formado. En esta aproximacion, a diferencia de Ia
comentada en el apartado anterior, las NPs no quedan
mayoritariamente embebidas en la matriz polimérica, sino
que estan accesibles sobre la superficie porosa para
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interaccionar con los analitos de interés. En cualquier caso,
para este fin, se hace indispensable que el monolito de
partida posea una cierta reactividad, que facilite el anclaje
de las NPs. En la gran mayoria de los casos, esto se
consigue empleando como monémero de partida el glicidil
metacrilato (GMA), que posee un grupo epoxido reactivo,
susceptible de ser modificado quimicamente una vez
finalizado el proceso de polimerizacién. Asi pues, una vez
llevada a cabo la modificacién del monolito base, el anclaje
de las NPs viene respaldado por la propia afinidad que
puedan tener las NPs frente a los grupos funcionales
introducidos. Este es el caso de las NP de Au, que quedan
inmovilizadas en la superficie del monolito de GMA en el
que se ha introducido un grupo amino o un grupo tiol
(véase Figura 3A) [8]. El material hibrido resultante puede
utilizarse como sorbente para minicartuchos de SPE (Figura
3B). Asi pues, nuestro grupo ha desarrollado estas fases
hibridas conteniendo NPs de Au [17] o de Ag [18] para la
extraccion selectiva de lectinas y la preconcentracion de
viscotoxinas del muérdago, respectivamente, asi como
fungicidas [19], obteniéndose en todos los casos altas
recuperaciones (>90%) y una excelente reutilizacion del
material (en algunas muestras, hasta 120 veces).
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Figura 3. A) Modificacion de monolitos de GMA y post-
funcionalizacién para inmovilizar NPs de Au. B) Fotografias del
cartucho SPE y SEM del sorbente desarrollado. (De ref. 17).

También, hemos desarrollado materiales hibridos
utilizando nanoestructuras de carbono [16] y NPs
magnéticas [20, 21] en diversos formatos de SPE. En el
caso de los soportes basados en NPs magnéticas, se
introdujo un agente silanizante en los monolitos de GMA
para facilitar el posterior anclaje de las NPs magnéticas. El
material desarrollado se aplic6 tanto en modo SPE
convencional como en modo dispersivo empleando un
iman (Magnetic SPE) (véase Figura 4), reduciendo el
tiempo de tratamiento de muestra y minimizando el riesgo
de contaminaciéon o degradacion de la muestra. Estos
sorbentes se aplicaron satisfactoriamente a Ia
preconcentracion de pesticidas organofosforados en
muestras medioambientales [20] asi como a la extraccion
de fosfolipidos en muestras de leche materna [21]. En
ambas aplicaciones, se obtuvieron LODs bajos (hasta 0,01
ug L™ en el caso de pesticidas), y una alta reutilizacion del
sorbente (hasta 50 usos sin pérdidas significativas en la
recuperacion).
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Figura 4. Fotografias del material polimérico modificado con NPs
magnéticas usado en SPE magnética y su caracterizacion por
SEM. (De ref. 21).

4. Nuevas aproximaciones de integracion de fases
monoliticas poliméricas

Ademas de su aplicacién al ambito HPLC-capilar/nano o
CEC y SPE, el grupo han desarrollado recientemente
monolitos poliméricos en nuevos soportes (en particular,
en tubos de teflén) de diametro interno superior a 500 um
[22, 23]. La modificacidon quimica de la superficie de teflon
con una mezcla H,50,/H,0, o el photografting sobre tubos
de etileno fluoroetileno (ETFE) u otros fluoropolimeros ha
permitido la inmovilizacion de grupos vinilo sobre la
superficie de éstos, facilitando el anclaje posterior de
monolitos. Dichas fases estacionarias monoliticas se han
aplicado a la separacion de moléculas pequenas y
proteinas. Asi pues, este formato junto con los nuevos
soportes basados en estos materiales, abren sin duda
interesantes posibilidades al drea de aplicacion de estas
fases poliméricas (sistemas en flujo, preconcentracion en
linea, etc) y su ventajosa funcionalizacién con
nanomateriales.
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