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Resumen

El presente trabajo de tesina en formato monografico surgid a partir de la falta de
previsibilidad para abordar un trabajo experimental en el laboratorio con la continuidad
necesaria, dadas las limitaciones impuestas durante 2020 y 2021 por la pandemia por

COVID-19.

Por esta razon, decidimos orientar la biisqueda de material bibliografico hacia la tematica
en la que trabajaremos en la vuelta al laboratorio y, por lo tanto, el manuscrito no busca
realizar una recopilacion exhaustiva de los temas abordados, sino elaborar un material de
consulta inicial y guia para introducir a la tesinista en su futuro plan de trabajo de Tesis

Doctoral.



1. Objetivos




1.1. Objetivo general

Reconocer a la quiralidad como una caracteristica del entorno natural, y sus

implicaciones en diversos &mbitos de la quimica.

Estudiar la evolucion de las técnicas cromatograficas de gases y de liquidos dedicadas a

la resolucion quiral.

1.2. Objetivos especificos

Realizar una busqueda bibliografica en diversas fuentes, recopilar y clasificar el

material para comprender, definir y evaluar los siguientes aspectos:

Definicion de “quiralidad” y términos relacionados con el tema. Importancia de

su estudio en diversas areas de investigacion y desarrollo

e Técnicas analiticas para la determinacion de enantidmeros

e Evolucion de las técnicas cromatograficas quirales hacia la busqueda de nuevos
materiales de soporte y la miniaturizacion del sistema

e Estudio de las metodologias de preparacion y sintesis de columnas capilares

quirales para cromatografias de liquidos y de gases

e Separaciones realizadas con estas columnas

La discusion del material obtenido se realizara mediante la escritura de un trabajo de

tipo monografico.



2. Introduccion
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2.1. Definiciones

Para comenzar el estudio de la quiralidad es necesario definir una serie de términos y

conceptos que seran frecuentemente utilizados:

Centro quiral: Es el centro asimétrico, frecuentemente es un atomo de carbono (pero

puede ser otro elemento, como N, P, etc.) con todos sus sustituyentes diferentes.

Estereoisomeros: Son moléculas con la misma constitucién quimica pero que difieren

en el ordenamiento espacial de sus sustituyentes.

Enantiomeros o isomeros opticos: Son estereoisdmeros cuyas imagenes en el espejo no
son superponibles entre si. Se puede representar de manera sencilla la relacion que
existe entre los enantidmeros de una molécula quiral con la imagen especular no

superponible de nuestras manos, como se muestra en la Figura 1.

HsC

Figura 1: Representacion de la relacion entre un aminoéacido quiral genérico y la imagen

especular de las manos.

Molécula quiral: Es una molécula que tiene al menos un par de enantiomeros.
Diastereoisomeros: Son isdbmeros Opticos que no guardan la relacion de un objeto y su
imagen en el espejo. Generalmente las moléculas diastereoisoméricas tienen mas de un

centro quiral. La relacién entre enantiomeros y diasteredmeros se muestra en la Figura

2 para un azucar.
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Figura 2: Relacion entre los diferentes estereoisdmeros (enantiomeros y diasteredmeros) de un

azucar.

Racemato o mezcla racémica: Es una mezcla equimolecular (1:1) de enantiomeros.

Compuesto homoquiral o enantiopuro: Es un compuesto constituido por un sélo tipo de

enantidmero, sin cantidad significativa del otro.

Estereoselectividad: Afinidad selectiva de una macromolécula, o estructura

macromolecular, por uno de los dos enantidmeros con respecto al otro.

Entonces, se puede definir a una molécula quiral como aquella que puede existir en por
lo menos dos formas enantioméricas, cada una de las cuales posee la misma formula
molecular y los mismos enlaces, pero difieren en el ordenamiento espacial de sus

atomos resultando sus imagenes especulares no superponibles.

Sobre la base del entendimiento de estos términos y conceptos, se continuard con el
desarrollo del presente trabajo a partir de la informacion obtenida mediante la biisqueda
bibliografica realizada en las bases de datos ScienceDirect, Google Académico y

Scopus.
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2.2. Quiralidad: importancia e implicaciones en distintas areas

El reconocimiento estereoespecifico de moléculas quirales y la discriminacion de
enantiomeros son fundamentales en las ciencias de la vida. La naturaleza quiral de los
sistemas vivos tiene implicaciones evidentes sobre los procesos bioldgicos.
Practicamente, todos los fenomenos fisioldgicos se basan en interacciones moleculares
precisas en las que los receptores quirales reconocen a las dos moléculas huésped
enantioméricas de modos diferentes, de forma tal que la actividad fisiologica puede
verse afectada; aunque los enantiomeros poseen la misma composicion quimica, pueden
presentar comportamientos diferentes entre si cuando se exponen a ambientes quirales.
Por ende, la quiralidad es relevante y tiene un gran impacto en cualquier campo de la
quimica que se relacione con la produccion o andlisis de compuestos xenobiodticos
bioactivos, como farmacos, agroquimicos, aditivos alimentarios, fragancias,

contaminantes, entre otros [1,2].

El actual reconocimiento de la importancia de la quiralidad, se manifiesta en diversos
trabajos de recopilacion bibliografica en distintos campos de la ciencia [3-5], entre los
que pueden mencionarse la evolucion en la determinacion de pesticidas quirales,
compuestos quirales presentes en alimentos, compuestos farmacéuticos quirales
presentes en aguas residuales, asi como en el desarrollo de las técnicas de

determinacion aplicadas en cada caso.

Se describira a continuacion la incidencia de la quiralidad en algunas areas de interés,

como en las industrias farmacéutica, agroquimica y alimentaria.

Area farmacéutica

Actualmente, mas de la mitad de los principios activos farmacéuticos son quirales, y
una gran proporcion de ellos se comercializa como mezcla racémica; por lo que este
tema se ha discutido en la literatura farmacéutica de los ultimos afios [6]. La produccion
de fArmacos enantioméricamente puros es de gran interés debido a que muchos de éstos
exhiben diferencias enantioselectivas significativas en su farmacocinética y
farmacodinamica, pudiendo observarse diferencias en el mecanismo de transporte, la via

de metabolizacion y la toxicidad entre los enantiomeros de muchos farmacos [3,6].
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Ademéds, el consumo de productos farmacéuticos en forma de mezclas racémicas
produce una mayor cantidad de desechos, y el impacto ambiental de los mismos
también puede depender de su estereoquimica. Los farmacos quirales introducidos en
aguas ambientales estan sujetos a diferentes procesos, s6lo unos pocos estudios se
centran en su destino y efectos estereoselectivos y/o estereoespecificos en el ambiente
[7,8]. Se ha detectado estereoselectividad en procesos de degradacion [8,9], que pueden
explicarse por cambios en la diversidad microbiana, resultante de la modificacion de los
parametros del agua [10]. Por ejemplo, el S-ibuprofeno se degrada mas rapidamente en
los ecosistemas lacustres, mientras que el R-ibuprofeno lo hace en los rios; sin embargo,
esta observacion no puede tomarse como una regla debido a la naturaleza compleja de la
estereoselectividad, la diversidad de microorganismos en los distintos ecosistemas y las

diferentes estructuras quimicas de los compuestos farmacéuticos [11].

Los B-bloqueantes son un claro ejemplo actual de productos farmacéuticos que son
objeto de estudio mediante diversas técnicas enantioseparativas. Se sabe que controlan
la respuesta a ciertos impulsos nerviosos bloqueando los receptores adrenérgicos
ubicados en el corazon, rifidn, pulmoén, higado o células adiposas, entre otros. Los
estudios sobre su aparicion, biotransformacion y ecotoxicidad en el ambiente aumentan
en un 40% cada cinco afios (periodo 1998 —2019) como puede observarse en la Figura

3[12-14].
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Figura 3: Articulos de investigacion publicados entre 1998 y 2019 sobre la distribucion y

destino de los B-bloqueantes en el ambiente [14].
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Area agroquimica

Hasta el afio 2006 solo una pequefia parte de las investigaciones en este campo
consideraban la quiralidad. Sin embargo, dado que la aplicaciéon de plaguicidas y
agroquimicos ha aumentado drasticamente, en la actualidad se busca mejorar el
conocimiento existente sobre la enantioselectividad de los procesos que involucran
plaguicidas quirales en el ambiente para maximizar su eficacia y minimizar su impacto
ambiental. Por ejemplo, el fungicida metalaxil ha sido ampliamente utilizado desde
1977 como mezcla racémica, aunque se atribuye el efecto fungicida principalmente al
enantiomero R. Chen y col. [15] analizaron las variables que afectan la determinacion
de este plaguicida mediante cromatografia de liquidos de alta performance (HPLC); y
también se ha estudiado la enantioselectividad de los procesos de sorcion, degradacion y

lixiviacion del fungicida en suelos agricolas en el sur de Espafia [16,17].

Dado que la mayoria de los compuestos utilizados en esta area son toxicos y no
biodegradables, las implicaciones ambientales de la quiralidad son inmensas. Las
investigaciones han demostrado que los plaguicidas son una de las principales causas de
contaminacion del agua, el aire y el suelo. Mientras que, en el cuerpo humano, estos
productos quimicos pueden causar trastornos en diferentes drganos; es por ello, que es
necesario contar con técnicas que permitan la identificacion, separacion y cuantificacion

quiral de los mismos [18].

Area alimenticia

Los productos alimenticios pueden estar conformados por componentes quirales
naturales o sintéticos que, ademas pueden racemizar durante el procesamiento. La
distribucion enantiomérica también puede modificarse por contaminacidén bacteriana o
por adulteracion con aditivos sintéticos, entre otros. Es por ello, que el analisis quiral
adquirié gran relevancia en esta drea, dado que las distintas formas enantioméricas
pueden afectar los valores nutricionales de un alimento y/o poseer diferente toxicidad

[5,19].

Para garantizar la seguridad alimentaria, es necesario detectar la presencia de
contaminantes o aditivos nocivos para el consumidor. Un ejemplo que se puede citar es

el de los B-agonistas, que poseen un efecto broncodilatador por lo cual se han aplicado
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clinicamente, pero también se han utilizado ilicitamente para generar rapido crecimiento
en animales criados para el consumo. En la actualidad, su uso se encuentra prohibido en
muchos paises, pero se continian desarrollando técnicas para regular su cumplimiento,

aplicadas al analisis de muestras de pelo, orina, tejido, alimentos, etc. [20,21].

A continuacién, se muestra una clasificacion de las distintas técnicas aplicadas en la

resolucion de racematos.

2.3. Técnicas de resolucion de racematos

Tanto en ambitos de investigacion como industriales, existe una demanda creciente de
técnicas analiticas rapidas, automatizadas, sensibles, selectivas, robustas y aplicables al

analisis de una amplia variedad y cantidad de analitos y muestras.

En la actualidad, se dispone de numerosas alternativas aplicables a la separaciéon y
analisis enantiomérico (Figura 4); donde las clasicas técnicas polarimétricas, de
degradacion enzimatica y de cristalizacion fraccionada, fueron superadas por las
técnicas que incluyen cromatografia de liquidos (LC), cromatografia de gases (GC),

métodos de separacion con membrana, biosensores y electroforesis capilar (CE) [22].

Técnicas de resolucion enantiomérica

Cromatografia l
Electroforesis
capilar

Biosensores

Membranas

4

Cristalizacién

* Biotransformacion

' Cromato gmﬁa
de gases (GC)

v
Cromatografia de : Croma_tog_:raﬁa
liquidos de alta gas-liquido i

resolucion (HPLC) ¥ (GLC) =

Cromatografia de Cron.'l?tografia

liquidos de fluido gas-solido (G5C)

supercritico (SFC) t

Electrocromatografia
capilar (CEC)
Cromatografia en

capa delgada (TLC)

Figura 4: Esquema de las técnicas utilizadas para la resolucion enantiomérica.
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Entre los métodos de resolucion de racematos, las separaciones cromatograficas son las
de mayor aplicacion [1]. En la Figura S, se pueden observar los resultados de una
busqueda bibliografica realizada a través de la base de datos ScienceDirect para
“separaciones quirales por HPLC, CE, GC, CEC y SFC”. Se registra un sostenido
aumento de la cantidad de publicaciones cientificas a partir del afo 2011. Ademas, la
HPLC es una de las técnicas analiticas elegidas por excelencia por lo que ocupa una

posicion privilegiada, seguida por la CE, SFC y finalmente GC y CEC.

1000
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=
S 300 - — —e—SFC
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100 . . e .\
e S N _,A_cg%“hﬂ:ii:::/‘__ﬂ\k/“
0 - : 1 — ! ‘ ! ‘

2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016 2018 2020
Aifio de publicacion

Figura 5: Revision bibliografica de publicaciones cientificas dedicadas a la resolucion de
enantiomeros empleando diferentes técnicas de separacion en el periodo 2000-2020 (base de

datos ScienceDirect).

El hecho de que la HPLC sea la técnica mas utilizada puede deberse entre otros
aspectos, a su rapidez, selectividad, sensibilidad, eficiencia y una gran versatilidad,
tanto en la seleccion de modalidades cromatograficas como en la geometria y quimica
de las columnas, que permiten una amplia gama de aplicaciones [23]. Se han
desarrollado fases estacionarias quirales (FEQs) para HPLC utilizando diferentes
compuestos como selectores quirales (SQs), que incluyen aminoacidos, ciclodextrinas
(CDs), glucopéptidos macrociclicos, alcaloides, éteres corona, etc. De la gran cantidad
de FEQs desarrolladas, las derivadas de polisacaridos han demostrado la mejor

capacidad de reconocimiento quiral en un amplio rango de aplicaciones. Una de las
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claves del éxito en su capacidad de enantioseparacion radica en su estructura
tridimensional estable, regular y facilmente modificable [24,25]. Actualmente se
comercializan columnas con varios derivados de celulosa y amilosa [26], con el SQ
depositado en forma de un recubrimiento superficial o inmovilizado en forma covalente

en el soporte.

En GC se utilizan habitualmente FEQs de derivados de aminoacidos, terpenos,
compuestos de coordinacion con metales y CDs modificadas. Las CDs y sus derivados
son los SQs usados con mayor frecuencia, debido a la posibilidad de separar una amplia

variedad quimica de compuestos quirales [27,28].

Para el analisis enantiomérico por CE se adiciona un SQ al electrolito de fondo para
proporcionar selectividad y resolucion en la separacion. Los liquidos ionicos (LIs) y los
derivados de CDs, tienen las ventajas de poseer una alta solubilidad y conductividad en

agua, por lo que se estan aplicando ampliamente en CE.

En los ultimos afios, la LC multidimensional ha surgido como una opciéon para el
analisis de mezclas complejas cuando no se alcanza una separacion aceptable mediante
la cromatografia unidimensional. Dado que las separaciones quirales son dificultosas y
necesitan requisitos especificos, la cromatografia multidimensional es una buena opcién
para este proposito. Esta modalidad permite la combinacion de al menos dos etapas de

particion cromatografica autdbnomas, ampliando asi el poder de separacion [29].

A continuacion, se abordaran exclusivamente las técnicas de cromatografia quiral de

liquidos y de gases.

2.4. Cromatografia quiral

La separacion de enantidmeros utilizando técnicas cromatograficas se puede

implementar mediante dos vias: métodos indirectos o directos.

Meétodo indirecto: previo al andlisis cromatografico se realiza una reaccion de
derivatizacion del analito con un reactivo derivatizante quiral. Luego, se puede utilizar
cualquier modo cromatografico no quiral para separar los diasteredmeros formados.
Para implementar este método es necesario que los analitos posean grupos funcionales

que permitan su reaccidon con el derivatizante, también es conveniente que estos grupos
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se encuentren cercanos al centro quiral para aumentar las diferencias en la conformacion
tridimensional de los diastereémeros [30]. La dificultad de este tipo de método radica en
que: 1) se requiere la presencia de un grupo funcional reactivo en la molécula quiral, ii)
el reactivo derivatizante debe poseer una elevada pureza enantiomérica, iii) la reaccion
de derivatizacion debe poseer un alto grado de conversion y reproducibilidad, iv) existe
la posibilidad de racemizacion durante la derivatizacion, y v) una potencial diferencia
en la cinética de reaccion de ambos enantidmeros con el agente quiral podria dar lugar a
resultados erroneos [31,32]. Ademas, en algunos casos luego de la separacion
cromatografica puede ser necesario revertir la reaccion de derivatizacion para recuperar

los enantiémeros puros.

Método directo: la enantioseparacion se produce por la formacién de complejos
diastereoméricos transitorios reversibles entre los enantiomeros del analito y un SQ
estereoquimicamente puro, que forma parte de la fase movil o de la fase estacionaria
[33]. Estos complejos pueden tener distintas constantes de formacion y/o de particion
que producen su enantiodiscriminacion. Como desventajas de esta alternativa se pueden

mencionar la necesidad de sintesis de FEQs o el consumo de SQ en la fase movil.

2.4.1. Aditivos quirales en fase movil en LC

La utilizacion de aditivos quirales en la fase movil en HPLC representa una alternativa
simple y flexible. Son varios los aditivos que se han descripto para la resolucion de
isdmeros Opticos, entre ellos, quelatos metalicos quirales, proteinas, CDs y sus
derivados, antibidticos macrociclicos, éteres corona Opticamente activos, alcaloides,
Lls, y contraiones quirales. El mecanismo de enantioreconomiento propuesto en este
tipo de LC quiral se atribuye a una asociacion estereoselectiva por formacion de un
quelato metalico, de un complejo de inclusién o de un par idnico, entre el SQ presente
en la fase movil y cada uno de los enantidmeros de los analitos. Estos compuestos de
asociacion diastereoméricos pueden tener distintas constantes de formacion con el SQ
presente en la fase movil, y/o de distribucion entre las fases movil y estacionaria no

quiral, y producir asi la discriminacion quiral.
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2.4.2. Fases estacionarias quirales

Las columnas cromatograficas con FEQs se obtienen mediante la uniéon quimica
(covalente) o fisica (adsorcion) de un SQ al soporte cromatografico. La capacidad de
enantioreconocimiento se puede explicar a partir del “modelo de los tres puntos”,
propuesto en 1933 por Easson y Stedman [34] que se esquematiza en la Figura 6. Este
modelo, postula que debe haber por lo menos tres sitios de interaccion entre el analito y
el SQ, y que al menos uno de ellos debe ser enantioespecifico para que ocurra la

discriminacion de los enantiomeros.

Entre las interacciones posibles entre los sustituyentes del SQ y los enantidmeros se
encuentran la formaciéon de enlaces de hidrégeno, transferencia de carga (m-m),

interacciones dipolo-dipolo, interacciones hidrofobicas o electrostaticas.

Enantiomero I Enantiémero II

L

Figura 6: Modelo de interaccion de tres puntos para la discriminacion quiral. El enantiomero 1

presenta tres sitios de interaccion con el SQ, mientras el enantidmero Il presenta sélo dos sitios.

La utilizaciéon de columnas con FEQs es mas conveniente y aplicable en escala
preparativa, pero requiere contar con una colecciéon de columnas, en general costosas,
para resolver la variedad de problemas que pueden presentarse en un laboratorio.

La enantioresolucion mediante GC empleando columnas capilares de alta resolucion

presenta como ventajas alta eficiencia, sensibilidad y velocidad de separacion. En
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contraste con la HPLC o con métodos basados en electromigracion, la eleccion de
solventes, buffers, modificadores y sistemas de elucion en gradiente esta ausente en GC.
Sin embargo, su potencial implementacion presenta requisitos ineludibles para los

analitos, como volatilidad y estabilidad térmica restringiendo asi su utilizacién [35].

2.4.2.1. FEQs empleadas en LC

A continuacidn, se detallan distintos tipos de SQs utilizados en la sintesis de FEQs para

LC [36,37]:

Polisacaridos: Se destacan los derivados de la amilosa y celulosa cuyas columnas han
sido ampliamente comercializadas y aplicadas en LC. Estas FEQs estdn constituidas por
polimeros helicoidales lineales con unidades de glucosa unidas mediante enlaces a (1—
4) (amilosa) o B (1— 4) (celulosa). Los grupos hidroxilo de las moléculas de glucosa se
pueden derivatizar, por ejemplo, con benzoato o fenilcarbamato, de manera de

incrementar la posibilidad de diferentes interacciones con los analitos.

Ciclodextrinas: Son oligosacaridos ciclicos naturales de forma toroidal que constan de
varias unidades de D-glucosa (normalmente 6, 7, 8, correspondientes a a-, -, y-CD,
respectivamente) conectadas por enlaces a (1— 4). La estructura posee una cavidad
lipofilica y un exterior hidrofilico. Los grupos hidroxilo pueden derivatizarse dando
como resultado una gran variedad de derivados con o sin carga que se utilizan
ampliamente como SQs en CE y GC, pero son relativamente menos populares en

HPLC.

Tipo donor-aceptor: También denominados selectores “tipo Pirkle”, son pequefias
moléculas organicas quirales, unidas covalentemente al soporte. Estos selectores
contienen tipicamente un resto aromatico deficiente en electrones (un anillo de
dinitrofenilo) que puede actuar como un aceptor, y/o un resto rico en electrones (un
anillo de naftaleno o fenantreno) que actia como donante. El reconocimiento quiral se
basa en interacciones donor-aceptor tales como puentes de hidrogeno, dipolo-dipolo o

m-r entre caras o cara-borde de los anillos aromaticos presentes.

De intercambio ionico: Estos selectores interactlian con analitos cargados mediante

interacciones ionicas, pero, ademas, las interacciones - y los enlaces de hidrogeno
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contribuyen a la formacion de complejos. Actualmente, se utilizan alcaloides naturales
en combinacion con grupos zwitteridnicos que han sido ampliamente estudiados para la

separacion de aminoacidos y péptidos, y en la determinacion de herbicidas [38].

Polimeros de impresion molecular: Son polimeros sintéticos obtenidos por la reaccion
entre un mondmero, un iniciador radicalario, un entrecruzante y una molécula molde
(un compuesto estereoquimicamente puro), en un solvente apropiado. Finalizada la
polimerizaciéon, se remueve la molécula molde obteniéndose la cavidad
enantioespecifica. El reconocimiento quiral en este caso, estd determinado por la
disposicion espacial complementaria de los grupos del analito con los del polimero

impreso. Estas estructuras son utilizadas también en extraccion en fase solida.

Eteres corona: Son compuestos macrociclicos sintéticos que poseen grupos éter
dispuestos hacia el interior de la estructura y diferentes funcionalidades hacia el
exterior. Son utilizados en enantioseparaciones por HPLC y CE de aminas primarias,
secundarias y amidas. Se cree que el mecanismo de reconocimiento quiral se basa en la
complejaciéon del analito, también puede haber interacciones adicionales con

sustituyentes del éter corona.

Antibidticos macrociclicos: Se comenzaron a utilizar en 1994 como SQs y han tenido
una aplicacion muy versatil para separar una amplia variedad de analitos. Se
caracterizan por poseer una estructura en forma de “cesta” compuesta por la fusion de
los anillos macrociclicos que contienen una gran variedad de grupos funcionales, asi
como de sitios quirales, que posibilitan multiples interacciones (m-m, puentes de
hidrégeno, dipolares, electrostaticas, estéricas y de inclusion) con los analitos y les

confiere su capacidad de reconocimiento quiral.

2.4.2.2. FEQs empleadas en GC

Tradicionalmente las FEQs empleadas en GC se clasifican en tres categorias: derivados
de aminoécidos y diamidas; complejos metalicos quirales; y, CDs y sus derivados. Mas
recientemente, algunos otros SQs, como los LIs quirales, redes organometalicas (MOFs)
quirales, y materiales basados en silice mesoporosa quiral, se han utilizado para la

separacion enantiomérica en GC.
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A continuacion, se detallan los principales tipos de SQs utilizados en la sintesis de

FEQs en GC [39].

Derivados de aminodcidos y diaminas: El grupo de Gil-Av, pionero en el estudio de
separaciones quirales, desarrolld la primera fase quiral para GC basada en un derivado
de aminoacido, el N-trifluoroacetil-L-isoleucina-O-lauriléster y el cicloéster de N-
trifluoroacetil-L-valil-valina  para resolver N-trifluoroacetili aminoacidos. El
reconocimiento quiral de estos selectores se basa en la formacion de multiples puentes
de hidrégeno diferenciados con cada uno de los enantidmeros del par. En un intento por
aumentar la estabilidad térmica y mejorar el rendimiento de la enantioseparacion se
examino el uso de ésteres de dipéptidos como fases estacionarias. En base a las primeras
fases derivadas de aminoacidos, se desarrolld la fase estacionaria comercialmente
denominada Chirasil-Val basada en valindiamida unida a polisiloxanos. La misma
presentd un amplio espectro de aplicacion ya que permitidé separar muchas mezclas
quirales incluyendo los arilglicoles, metabolitos de farmacos, &4cidos 2- y 3-

hidroxicarboxilicos, alcoholes, dicetonas e hidroxilactonas.

Complejos metdlicos quirales: Schurig y Gil-Av (1971) introdujeron un nuevo tipo de
FEQ basada en metales de coordinacion, utilizaron dicarnonilrodio(I)-3-trifluoroacetil-
(1R)-canforato disuelto en escualano como fase estacionaria, recubriendo un tubo de
acero inoxidable, para resolver una olefina racémica. En este tipo de FEQs la
enantioseparacion se basa en la coordinacion entre el analito y el selector
organometalico disuelto en la fase estacionaria. Posteriormente, fueron estudiados una
serie de quelatos de manganeso(1l), cobalto(Il) y niquel(Il) con 1,3-dicetonato derivados
de terpenten-cetonas perfluoroaciladas. Estas fases estacionarias tenian como limitacion
su uso a bajas temperaturas (25-120°C), para incrementar la termoestabilidad se
inmovilizaron los selectores a polidimetilsiloxanos para producir las fases estacionarias
Chirasil-Metal. Las aplicaciones en GC quiral basadas en complejacion incluyen la

separacion enantiomérica de numerosas feromonas, fragancias y oxiranos.

Ciclodextrinas: estos SQs y sus derivados son los mas utilizados en GC. Esto se debe a
la posibilidad de separar una amplia variedad quimica de compuestos quirales,
incluyendo hidrocarburos no funcionalizados. En el afio 1983 se inform6 por primera
vez el empleo de CDs nativas como FEQs para la separacion de enantiomeros por GC.

La baja eficiencia de las columnas condujo a explorar derivados de CDs térmicamente
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estables, en particular la derivatizacion de los grupos hidroxilos del borde exterior con
diversos grupos funcionales, como acetilos o alquilos, ofrece un mecanismo simple para
modificar las propiedades de las CDs naturales, expandir su aplicacion y mejorar sus

propiedades fisicas para su uso como fases estacionarias.

Liquidos ionicos: Son sales o mezclas de sales cuyos puntos de fusion se encuentran
por debajo de 100°C. Los LlIs a temperatura ambiente tienen puntos de fusiéon menores o
iguales a la temperatura ambiente. La parte catidonica de la mayoria de los LIs son iones
organicos (imidazolio, N-alquilpiridinio, tetraalquilamonio y el tetraalquilfosfonio), y
un anién que puede ser organico o inorganico (haluros, nitratos, acetatos,
hexafluorofosfatos, tetrafluoroborato, trifluorometilsulfonato y
bis(trifluorometanosulfonil)imida). Las propiedades de los LIs como solventes (bajo
punto de fusion, baja presion de vapor, baja inflamabilidad, estabilidad térmica y alta
conductividad i6nica) han sido aprovechadas para preparar columnas capilares en GC
con LIs quirales que demostraron su capacidad enantioselectiva en la separacion de

alcoholes, dioles, sulfoxidos, epoxidos y aminas acetiladas [40,41].

Calixarenos: Representan una nueva clase de SQs aplicados en cromatografia
enantioselectiva. Son tetrameros ciclicos formados por unidades de fenol unidas
mediante un puente metileno que le confiere flexibilidad a la estructura del macrociclo y
le permite adquirir diferentes conformaciones. La estructura consta de un borde superior
y un borde inferior cuyos sustituyentes pueden someterse a reacciones de
funcionalizacion. Pfeiffer y Schurig sintetizaron un calixareno que fue unido a un
dimetilpolisiloxano, fase estacionaria que se conoce comercialmente como Chirasil-
Calix [42]. Se ha sugerido que el reconocimiento quiral podria estar basado
parcialmente en la inclusion del analito en una cavidad en forma de canasta y en la
formacion de puentes de hidrogeno con el SQ. Estas fases se aplican para separar

derivados de aminoacidos, alcoholes y aminas.

Las caracteristicas de las cromatografias de liquidos y de gases, asi como su desarrollo
instrumental, las hacen altamente aplicables y practicas para el analisis quiral de rutina
de una amplia variedad de mezclas racémicas en distintas matrices.

Se continuara con el estudio enfocado en la evolucion de ambas técnicas de separacion.
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3. Evolucion de las técnicas
cromatograficas



3.1. Miniaturizacion de la cromatografia de liquidos

La LC se ha convertido en una técnica analitica ampliamente utilizada en muchos campos de
las ciencias naturales y de la salud [ 1-3]. Siguiendo las tendencias actuales en quimica analitica,
la miniaturizacién se encuentra entre las principales areas de innovacion de LC de los tltimos
diez afios [4]; convirtiéndose la fabricacion de nuevos sistemas de separacion miniaturizados

en uno de los desafios actuales mas importantes de la cromatografia [5].

Entre los pioneros en la miniaturizacion en LC se encuentran Horvarth y col. [6,7], que a fines
de la década del 60 rellenaron columnas de 0,5-1,0 mm de diametro interno con materiales
particulados. Una década después, Tsuda y Novotny [8,9] miniaturizaron el sistema de LC, lo
que les permitié trabajar en escala capilar. Las modificaciones que realizaron fueron: disminuir
el diametro interno de la columna a 50-200 pm y el tamafio de las particulas hasta ~30-10 pum;
ademds implementaron modificaciones sobre los sistemas convencionales de inyeccion y
deteccion con el objetivo de reducir los efectos de ensanchamiento (extra columna) de las
bandas. Al mismo tiempo, Ishii y col. [10] trabajaron en el desarrollo de un microsistema de
LC de alto rendimiento, aplicado con éxito tanto a columnas empaquetadas [11] como a

columnas capilares tubulares abiertas.

En los afios 80, la LC miniaturizada avanz6 significativamente, junto con otras técnicas como
la CE y la SFC capilar, despertando el interés de investigadores de diferentes campos [12]. Una
de las ventajas mas importantes que ofrece la LC miniaturizada es requerir de un pequefio
volumen de muestra de andlisis, aspecto critico en areas como forense, clinica y 6mica. Ademas,
el bajo caudal empleado en el andlisis conduce a un menor consumo de solventes y aditivos
[13,14]. Estas ventajas concuerdan con los principios de la “quimica analitica verde”, por ello

resulta de gran interés para la comunidad cientifica-tecnologica [15].

Adicionalmente, la disminucion del diametro interno de las columnas produce una mayor
sensibilidad debida a una menor dilucion o dispersion de las bandas cromatograficas dentro de
la columna. Como resultado de los desarrollos tecnologicos, actualmente es posible encontrar
sistemas de LC en escala capilar (c-LC) y nano (n-LC) disponibles comercialmente, que
incluyen y utilizan principalmente detectores de masa con ionizacion por electrospray (ESI-

MS).

La LC miniaturizada es un término general empleado para describir la cromatografia de liquidos

utilizando columnas de didmetro inferior a 1,0 mm. En la practica, cada sistema determina tanto
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los caudales de trabajo, como el volumen de inyeccion adecuado. En la Tabla 1 se muestra una

clasificacion de los sistemas de LC [16].

Tabla 1: Clasificacion de los sistemas de LC segun la dimension de la columna y el caudal de

la fase movil.

d.i. de la columna (mm) caudal (mL min™) denominacion en LC
4,6-3,2 2,0-0,5 convencional
3,2-1,5 0,5-0,1 microbore
1,0-0,5 0,1-0,01 micro
0,5-0,1 0,01-0,001 capilar

0,1-0,05 0,001-0,0001 nano
0,05-0,005 <0,0001 tubular abierto

El diseno de columnas ha sido uno de los principales impulsores de la miniaturizacion en LC.
Hay dos tipos principales de columnas capilares, como se muestra en la Figura 7: las rellenas,
con particulas o con lecho monolitico; y las de tubo abierto (OT), donde una fina capa de fase

estacionaria se fija en el interior de la columna, dejando un espacio tubular abierto.

Columnas capilares

‘ Rellenas ‘ ‘ Tubulares abiertas ‘
| |

Particuladas Monoliticas WCOT PLOT

Figura 7: Clasificacion de columnas capilares segun el tipo de relleno [17].
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Las columnas capilares rellenas con particulas suelen utilizar el mismo material que las
columnas de HPLC convencionales, por lo que hay una amplia gama de columnas capilares
empaquetadas disponibles comercialmente [14]. La reduccion del tamafo de las particulas de
relleno y del didmetro interno de las columnas mejora la eficiencia de la separacion;
especificamente, el uso de particulas de tamafio menor a 2 um permite una mayor eficiencia a
flujos mas altos, reduciendo el tiempo de andlisis [18]. Sin embargo, esta ventaja esta limitada
por la alta contrapresion generada, que requiere instrumentacion especial como la utilizada en

cromatografia de liquidos de ultra alta presion (UHPLC) [19].

El otro formato de columnas capilares rellenas, las columnas monoliticas, ha ganado un interés
particular desde su introduccion a principios de los afios 90, debido a su facilidad de preparacion
in situ y la alta permeabilidad que presenta el lecho, que disminuye la contrapresion generada
en comparacion con las columnas capilares particuladas, resultando una alternativa muy
prometedora a nivel de eficiencia y versatilidad [5]. Una columna monolitica consta de una
estructura polimérica continua o en un bloque que abarca todo el tubo capilar, pueden ser de
base silicea u organica [1]. Capilares de 20-500 um d.i. son comunmente empleados para su
fabricacion. La eficiencia de las columnas monoliticas depende de la morfologia de la fase
estacionaria, de la distribucion de tamano de poros, la uniformidad del esqueleto y del tipo de
polimeros empleados [18]. Actualmente, la sintesis de una amplia gama de materiales
monoliticos conteniendo nanoparticulas metalicas, estructuras organometalicas, nanomateriales
a base de carbono, asi como monolitos funcionalizados con acido bordnico, mondémeros

zwitteridnicos y otras funcionalidades, ampliaron la gama de aplicaciones de la ¢c-LC [20].

Por otro lado, las columnas tubulares abiertas, introducidas por primera vez para GC en 1958
por Golay [21], se convirtieron en un tipo unico de columna que tienen una capa delgada de
fase estacionaria en la pared interna del capilar. A finales de la década del 70, Tsuda y col. [22]
exploraron el concepto de OT en estudios de LC, incluyendo el disefio, la teoria y aspectos
practicos de la técnica. Sin embargo, el interés por las mismas decayd rapidamente,
principalmente debido a su menor desempeiio en comparacion con las columnas particuladas y
a la falta en ese momento, de instrumentos y detectores miniaturizados. Recientemente, con la
disponibilidad comercial de detectores de alta sensibilidad, inyectores de volumen reducido y
de instrumentos de micro LC y n-LC, el interés por las aplicaciones y la investigacion

fundamental en columnas OT resurgio.

Entre las ventajas de las columnas OT se halla la eliminacion de la contribucion de la dispersion
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“eddy” (de remolinos), reduciendo a la mitad el ensanchamiento de banda en comparaciéon con
las columnas empaquetadas, y ademads su alta permeabilidad, que permite el uso de columnas
mas largas [13]. Sin embargo, para lograr una alta eficiencia cromatografica se requieren
columnas con diametros muy reducidos (~ 5 um), hecho que compromete gravemente la
contrapresion y longitud de columna que se puede utilizar [23]. Las columnas OT se clasifican
en dos tipos principales: las de tubo abierto con la pared revestida (WCOT, wall coated open

tubular) y las de tubo abierto con capa porosa (PLOT, porous layer open tubular).

Las columnas WCOT son las mas empleadas en GC, contienen una fina pelicula de fase
estacionaria no porosa cubriendo la pared del capilar. Estas columnas fueron escasamente
exploradas en LC por su menor capacidad de muestra y eficiencia, principalmente debido a la
pelicula no porosa. Aunque se realizaron esfuerzos por obtener peliculas mas gruesas y
aumentar la capacidad de muestra, empleando recubrimientos multicapa y procesos de union
quimica, las columnas WCOT fueron eclipsadas por las PLOT [1]. En la practica, las columnas
capilares tipo WCOT se han empleado hasta el momento con maés éxito en CEC que en n-LC

[24].

Las columnas PLOT, también desarrolladas inicialmente para GC, contienen como fase
estacionaria un material poroso que ofrece una mayor superficie y capacidad de retencion en
comparacion con las WCOT. Entre las fases estacionarias mas empleadas, se encuentran los
materiales basados en polimeros organicos o de silice; por ejemplo, poliestireno,
polidivinilbenceno y polimetacrilato son las fases actualmente utilizadas en los analisis
protedmicos. En los cuales, las delgadas capas de fases estacionarias poliméricas se depositan
generalmente mediante la polimerizacion por radicales libres, ya sea por enfoques térmicos o
por fotoiniciacion, produciendo estructuras de varias capas y morfologias modificando la

energia suministrada a través del tiempo de polimerizacion [2,25,26].

La ultima generacion de columnas PLOT a base de silice fue obtenida recientemente por el
método de sol-gel, seglin lo informado por Forster y col. [27]. Los autores obtuvieron columnas
PLOT con buena capacidad de carga que proporcionaron separaciones de alta eficiencia

(>170.000 platos/m), y fueron aplicadas con éxito a separaciones en fase normal [27,28].
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3.1.1. Desarrollo de columnas monoliticas

Los avances realizados en los procedimientos cromatograficos tienden permanentemente a
aumentar la productividad en las determinaciones. En este sentido, el empleo de columnas
monoliticas es una alternativa muy prometedora para su uso en los sistemas miniaturizados de

LC [29,30].

Una de las primeras discusiones sobre las fases estacionarias monoliticas se remonta a 1948
cuando A.J.P. Martin, A. Tiselius y R. Synge (premios Nobel), propusieron utilizar
electroenddsmosis para transportar una solucion a través de un bloque continuo de gel poroso
[31]. A partir de este momento, se han publicado varios trabajos que describen la sintesis de
hidrogeles [32], espumas poliméricas porosas [33] y otros materiales de tipo monolitico. Fue
en 1989 cuando Hjertén afirmé que un “lecho de polimero continuo” puede considerarse una
buena columna cromatografica si permite un flujo hidrodindmico a los caudales tipicos de LC
convencionales, sin generar contrapresion o dafio en el lecho [34]. En 1993 se introdujo el
término "monolito" para describir un soporte de fase estacionaria compuesto por una sola pieza
[35]. Tennikova y col. obtuvieron un logro importante al introducir fases estacionarias de

polimeros macroporosos rigidos como discos delgados para LC [36].

El esqueleto poroso de las columnas monoliticas otorga alta permeabilidad al pasaje de la fase
movil con baja contrapresion, permitiendo aplicar altos caudales posibilitando un transporte de
masa mas rapido en comparacion con las columnas rellenas particuladas. Por lo tanto, un
aspecto positivo central a favor de las columnas monoliticas es su capacidad para mantener una

eficiencia de separacion adecuada a caudales elevados [37].

Las fases estacionarias de las columnas monoliticas estdn conformadas por polimeros que

pueden tener caracteristicas inorganicas u organicas.

Los monolitos inorganicos de silice tienen una porosidad superior al 80%, similar a las
columnas empaquetadas con particulas de silice. Por lo tanto, la principal ventaja relacionada
con el uso de estos monolitos es la alta eficiencia de separacion asociada con una baja
contrapresion; mientras que su principal desventaja es la inestabilidad con el pH caracteristica

de estos materiales.

Por lo general, las columnas monoliticas a base de silice, se sintetizan a través de una técnica
denominada sol-gel, que consiste en un proceso de hidrolisis del precursor de silicio

(tetra(alcoxi)silano), dando lugar a un silano que reacciona con otros compuestos de silice para
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formar enlaces siloxano Si-O-Si (reaccion de condensacion). Esta reaccion da como resultado
una red tridimensional continua de silice, con estructura de poros definida que se puede
modificar segiin la concentracion del reactivo, la temperatura y el tiempo de polimerizacion.
También es posible modificar la superficie de la fase polimérica mediante reactivos
derivatizantes (alcoxisilanos o clorosilanos), permitiendo la incorporacion de grupos

funcionales, con el fin de mejorar la selectividad y ampliar la aplicacion de estas columnas [38].

Dada la alta porosidad de los monolitos de silice (area superficial 200-400 m?g™"), resultan
ideales como fases estacionarias en cromatografia para la separacion de moléculas pequeiias;
utilizdndose en la separacion de productos ambientales, muestras forenses, compuestos

naturales, farmacéuticos, entre otros [39].

La capacidad de realizar separaciones rapidas, sin pérdida de eficiencia, las califica para ser
utilizadas en separaciones de LC multidimensionales, demostrando ser una excelente
herramienta disponible para la resolucion muestras complejas. Espina-Benitez y col.
desarrollaron un acoplamiento en linea de una columna monolitica de extraccion de boronato
con una columna analitica monolitica a base de silice para analizar uridina, citidina, adenosina

y guanosina [40].

Por otra parte, los monolitos poliméricos organicos pueden ser disefiados para el andlisis de
cada sistema en particular, es decir, las columnas con estas fases estacionarias son hechas “a
medida”, gracias a la facilidad con la que pueden incluirse un gran numero de grupos
funcionales en la matriz polimérica. Por lo general, para sintetizar una fase polimérica orgénica
se emplea una mezcla, que contiene los mondmeros funcionales organicos y un agente
entrecruzante (cross-linker), un iniciador radicalario y una mezcla de disolventes porogénicos
(formadores de poros). Esta solucion homogénea se somete a una polimerizacion radicalaria
iniciada en forma térmica o fotoiniciada mediante rayos UV o v, este proceso se realiza
directamente dentro del molde, lo que determina la forma final del monolito. Los mondémeros
funcionales usados en el proceso dictan la selectividad de la fase estacionaria, sin embargo,
también es posible modificar quimicamente la superficie usando diferentes técnicas post
sintesis. La morfologia, el area superficial y las propiedades quimicas del lecho monolitico
formado dependen del tipo y la concentracion de cada componente en la mezcla de

polimerizacion, la temperatura y duracion de la polimerizacion [41].

Las estructuras monoliticas orgdnicas constan de canales interconectados formados por

microglobulos que proporcionan retencion y selectividad a la separacion. La fase monolitica
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presenta una distribucion de tamafio de poro bimodal constituida por macroporos con didmetros

mayores a 50 nm y mesoporos con diametros entre 2 y 50 nm (Figura 8).

Macroporos

Figura 8: Micrografia electrénica de barrido (SEM) de un monolito organico donde se aprecia su

estructura porosa bimodal.

Los macroporos controlan y otorgan una permeabilidad mucho mayor a la de las columnas
particuladas y permiten un rapido acceso de los analitos a la fase estacionaria. Los mesoporos
proporcionan los sitios de interaccion con los analitos y es alli donde ocurren rapidos equilibrios

de adsorcion-desorcion, es decir, son los responsables de la retencion cromatografica [42—44].

Por otro lado, la escasa presencia de mesoporos conduce a un area superficial relativamente
baja de 10 a 150 m? g'!. Este hecho, genera que los monolitos de polimeros orgdnicos sean un
medio excelente para la separacion de moléculas de alto peso molecular como proteinas y
biomoléculas [45]. Actualmente, existen varios avances encaminados al desarrollo y/o
modificacion de los monolitos organicos con el fin de mejorar sus propiedades para separar

moléculas pequenias.

En la Tabla 2 [46], se muestran comparativamente las principales caracteristicas de las fases

monoliticas inorganicas y organicas.
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Tabla 2: Comparacion de las principales caracteristicas de los monolitos inorgénicos y organicos. Adaptado de Lubomirsky y col. [46]

Estructura y
morfologia

Monolitos Inorgdnicos ( o de silice) Monolitos Organicos

Esqueleto rigido interconectado, con la presencia de Globulos interconectados, que se hinchan al solvatarse, con
macroporos, mesoporos y en menor medida de presencia predominante de macroporos y en menor medida
microporos. de mesoporos.

Area superficial

Del orden de 300 m?gr! Del orden de 10 m?gr!

Composicion quimica

Amplia variedad de monomeros a base de carbono
(hidrofdbicos e hidrofilicos): poliacrilamida, poliestireno,
metacrilato y acrilato, entre otros.

Base de SiO»

Modificacion
superficial

Mediante reaccion con un alquilclorodimetilsilano Los mondmeros elegidos determinan las caracteristicas
para incorporar la funcionalidad deseada. quimicas de la columna; también se derivatizan post sintesis
para adicionar grupos funcionales.

Mecanismo de
polimerizacion

Sol-gel Polimerizacion radicalaria

Estabilidad con el pH

pH<38 2<pH<12
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Actualmente, también se dedican importantes esfuerzos al desarrollo de columnas monoliticas
hibridas de silice-organica, y se las puede considerar como una tercera clasificacion, ya que
comparten los beneficios de gran area superficial, presencia de mesoporos y estabilidad mecanica
de los monolitos de silice; con la tolerancia de amplio rango de pH, baja resistencia al flujo y la
facilidad de la preparacion de las columnas monoliticas de polimeros organicos [47,48]. Esta
nueva familia de columnas se puede utilizar para separaciones de moléculas grandes y también

pequeiias [49,50].

Los monolitos hibridos pueden ser preparados mediante tres vias: (i) proceso general sol-gel
utilizando tri(alcoxi)silanos y tetra(alcoxi)silanos como coprecursores; (ii) proceso “one-pot”
(mezcla en un recipiente tnico) de alcoxisilanos y mondémeros organicos que combina la quimica
sol-gel y la polimerizacion por radicales libres; y (iii) otros enfoques de polimerizacion de
mondmeros organicos que contienen silanos. Ademas, estos monolitos se pueden modificar para
crear una variedad de funcionalidades que permitan el control de los mecanismos de separacion

cromatografica [49].

En la Tabla 3 se mencionan varios ejemplos de aplicaciones actuales que incluyen columnas

monoliticas inorganicas, organicas e hibridas.
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Tabla 3: Aplicaciones recientes (2015-2019) utilizando columnas capilares monoliticas empleando micro, capilar y nano-CL.

i.d (um) x L (cm)*
Fase estacionaria o material recubierto Modo LC-detector Aplicaciones Ref.
flujo (nL/min)
poli(GMA-co-EDMA)? con nano particulas (100x 10) nano-UV alquilbencenos [51]
de carbono 1,00
100 x 15 . o 3 o
poli(BMP-co- EDMA)® funcionalizada 40 micro-UV peptidos pequeiios y vitaminas b [52]
. c . . 75 x 10
poli(HPMACI-co-EDMAY)* funcionalizada nano-MS/MS antibioticos y pesticidas en miel y leche  [53]
con nanotubos de carbono 0,80
250x 20 ]
pOll(GMA-CO-EDMA) funcionalizada 3 Capllar-UV drogas farmacéuticas comerciales [54]
. . . 100 x 15
poli(GMA-co-EDMA) funcionalizada con nano-UV alquilbencenos [55]
fosfatidilcolina de soja 0,50
. . tos fendlicos, anilinas
Monolito hibrido 100 x 37 . compuestos 'eno ’ ’
. . d capilar-MS/MS antibiodticos y [56]
poli(SA-co-HEDA-co-POSS) 0,10-4,00 péptidos
Monolito hibrido poliMPTMS-co-EDMA )°- 100 x 15 ‘ alquilbencenos, fenoles y compuestos
) ) ) capilar-UV ) [57]
co- alquil y polifluoroalquilos 0,50 aromaticos




_ _ . 100 x 15 capilar-UV ‘ ‘ o
Monolito hibrido MQD"silice 0 aminoacidos derivatizados y proteinas  [58]

100 x 22
Monolito de silice funcionalizada con ODS# 0.97 capilar-UV alquilbencenos [59]

50x 28
0,31
100 x 26,0

0,84 alquilbencenos
Monolito de silice funcionalizada con ODS nano-UV [60]
100 x 27,7 citocromo ¢
0,91
100 x 27,8

0,93

*dimensiones de la columna; *poli(glicidilmetacrilato-co-etilendimetacrilato); Ppoli {2-(metacriloiloxi) etil dimetil amonio} etil n-butil fosfato-co-etilendimetacrilato;
*poli(3-cloro-2-hidroxipropilmetacrilato—co-etilendimetacrilato); %Octakis (3-mercaptopropil) octasilsesquioxano poliacrilato;
¢poli{3-(metacroloiloxi)propiltrimetoxisilano-co-etilendimetacrilato}; f0-[2-( metacriloiloxi)-etilcarbamoil]-10,11-dihidroquinidina; goctadecildimetil-N,N-
dietilaminosilano
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El uso de columnas monoliticas capilares en LC estd creciendo y se esta estableciendo
como una gran alternativa a las columnas empaquetadas, ya que con frecuencia se
obtienen resultados superiores. Las principales ventajas de las fases estacionarias
poliméricas tanto organicas como de silice para columnas monoliticas son, su sintesis
simple, analisis rapidos, sin necesidad de usar fritas y una amplia variedad de fases
disponibles. La existencia de sistemas de espectrometria de masas acoplados a sistemas
de micro/nano LC también representan una ganancia para las columnas monoliticas
miniaturizadas que permiten analizar volumenes pequefios de muestras con una excelente
sensibilidad en la deteccion [37]. Por tanto, se espera que contintie la exploracion de las
columnas monoliticas miniaturizadas en LC, y que se sigan desarrollando fases con el fin

de incrementar la selectividad para analizar compuestos especificos.

Un estudio de las variables experimentales que pueden modificarse y/u optimizarse
durante la reaccién de polimerizacién y que inciden directamente en las propiedades
morfoldgicas y estructurales del monolito organico obtenido se encuentra detallado en el

Anexo I del manuscrito.

Las grandes ventajas presentadas por los monolitos poliméricos organicos frente a los de
silice, principalmente asociadas a la simplicidad y bajo costo de preparacion, la
versatilidad en la eleccion y posibilidades de modificacion de su quimica superficial, nos
llevan al proposito de buscar alternativas para modificar sus propiedades porosas (mas
all4 de las que puedan ser alcanzadas a partir del estudio de las variables que inciden en
la reaccidn de polimerizacion), y de esta forma mejorar su desempefio en las separaciones

cromatograficas.

3.1.2 Mejora de las propiedades porosas en columnas monoliticas organicas

La ausencia de microporos en los monolitos organicos que resulta en areas superficiales
muy bajas y la incapacidad para separar moléculas pequefias representd durante mucho
tiempo un desafio para los cromatografistas que exploraron varias metodologias como el
ajuste de las condiciones de polimerizacion, nuevas quimicas de columna e
hiperreticulacion, para obtener monolitos con mejoras en el area superficial manteniendo
sus propiedades de permeabilidad. Mas recientemente se incursiono en la aplicacion de
nanomateriales, por ejemplo, nanoparticulas metalicas y a base de carbono (nanotubos de

carbono, grafeno, fullerenos y nanodiamantes) [20].
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Los materiales porosos se han utilizado ampliamente en muchos campos, segun la
composicion elemental y los modos de union, se encuentran materiales porosos
inorganicos, hibridos inorgéanicos-organicos y organicos. Comparativamente, tanto los
materiales porosos hibridos como los organicos presentan varias ventajas por sobre los
materiales porosos inorganicos (por ejemplo, las zeolitas), como la diversidad estructural,
facilidad de modificacion quimica, alta superficie especifica, buena estabilidad, cavidades
a nanoescala uniformes, y estructura de poros ajustable. Dependiendo del nimero y de la
disposicion espacial de los grupos funcionales en los bloques de construccion
moleculares, se pueden encontrar autoensamblajes convergentes en estructuras de “cajas”
finitas (por ejemplo, cajas organicas porosas (POCs) y cajas organometalicas (MOCs)) o
autoensamblajes divergentes en redes poliméricas infinitas, como ldminas
bidimensionales o estructuras tridimensionales (por ejemplo, redes organometalicas

(MOFs), redes organicas porosas (POFs) y redes organicas covalentes (COFs)) [20].

Las redes organometalicas (“Metal-organic frameworks”, MOFs) surgieron hace casi
dos décadas como materiales avanzados hibridos organicos-inorganicos altamente
cristalinos [61]. Como se muestra en la Figura 9 las MOFs se forman mediante enlaces
de coordinacién entre nodos (iones metalicos, grupos o unidades de construccion
secundaria) y ligandos organicos, que deben combinarse de manera adecuada para
obtener una arquitectura robusta con una porosidad permanente. En particular, se puede
desarrollar la estructura en 1D, 2D o redes de coordinacion tridimensionales (3D) [62].
El concepto de unidades de construccion secundarias (SBUs) fue introducido por Yaghi

y sus colaboradores para clasificar las estructuras MOFs en diferentes topologias [63]

sintesis

ligando organico metal
o nodo

Estructura de MOFs extendida

Figura 9: Esquema general de la conformacion estructural de las MOFs.
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Los nombres (siglas) de las MOFs mas frecuentemente utilizadas, y algunas estructuras
quimicas de los nodos metalicos y ligandos que las conforman se encuentran en el Anexo
II del presente manuscrito. Ademads, pueden observarse algunas conformaciones

espaciales en el enlace https://www.chemtube3d.com.

Las MOFs han ganado especial atencion en los ultimos afios debido a sus propiedades
unicas que incluyen gran porosidad dada por la formacion de microporos (60-90%) y una
gran area superficial (1000 y 10000 m?gr!) [64]. Ademas, poseen una distribucion de
tamafio de poros uniforme, quimica superficial ajustable y diversidad estructural,
atribuida a los ligandos orgédnicos que pueden disefiarse y modificarse facilmente
mediante la sintesis o0 modificacion post-sintesis [65]. Estos materiales, también poseen
una excelente estabilidad térmica y estructural frente a solventes orgédnicos; haciéndolos
candidatos ideales para diversas aplicaciones, incluida la separacion y almacenamiento

de combustibles, adsorcion de gases, catalisis, deteccion quimica y biomédica [64].

Una estrategia que se ha comenzado a utilizar en los Ultimos afios es el empleo de MOFs
en el campo de la cromatografia. Aunque se han desarrollado columnas para HPLC
conteniendo MOFs, se ha empleado un nimero bastante limitado de estos materiales
microporosos comparado a la enorme variedad existente o nuevos que se pueden

sintetizar [64,66].

En este sentido, las caracteristicas porosas de las MOFs y de los monolitos organicos
piden su combinacién en soportes para cromatografia; la incorporacion de MOFs
(donante de microporos) en monolitos organicos (donante de meso y macroporos)
produce materiales de grandes areas de superficie y una excelente permeabilidad al flujo,
con capacidad de aumentar significativamente la eficiencia de una columna en la
separacion de moléculas pequefias en comparacion con las fases estacionarias monoliticas

originales [67].

Aligual que con otros nanomateriales, las primeras preparaciones de monolitos organicos
con MOFs implicaron la dispersion de los cristales de MOFs en las mezclas de
polimerizacidn utilizadas para la preparacion de los monolitos. El aumento observado en
la eficiencia y la selectividad de la columna cromatografica se puede atribuir a: 1) la
contribucion adicional de poros provenientes de las MOFs, y ii) el aumento de las

interacciones hidrofébicas y n-n generadas por los ligandos (aromaticos) en las MOFs.
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La incorporacion de MOFs en las columnas monoliticas organicas logré mejorar la
eficiencia y resolucion para la separacion de pequefias moléculas; y su efecto es
proporcional a la cantidad de MOFs incluida en el lecho monolitico. Los principales
problemas observados en la formacion de estos compoésitos fueron la baja dispersion y
heterogeneidad composicional tanto de la mezcla de polimerizacion como del monolito
debido a la sedimentacion de las MOFs cuando se las usa en mayor cantidad. Las MOFs
tienden a interactuar entre si y agregarse debido a su alta energia superficial y extensas
fuerzas de van der Waals. Para evitar esta aglomeracion no deseada, se disefiaron métodos
alternativos para su incorporacion, como el autoensamblaje capa por capa que permite
generar peliculas delgadas sobre diferentes sustratos [68]. Mediante este método, la MOF
se va formando por etapas, los reactivos (soluciones separadas del metal y del ligando) se
van adsorbiendo sobre la superficie solida obteniéndose un recubrimiento superficial
homogéneo de espesor controlado. Repitiendo el proceso un numero dado de etapas, se

va aumentando el espesor de la MOF.

En la Tabla 4 se muestran separaciones realizadas por CEC y LC en escala miniaturizada

con columnas conteniendo fases estacionarias monoliticas orgdnicas con la incorporacion

de MOFs.
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Tabla 4: MOFs incorporados en columnas monoliticas organicas empleadas en CEC y LC miniaturizada.

Matriz separativa Sistema de Forma de Analitos Area superficial Nmax (platos/m) Ref
ef.
(MOF-polimero) separacion preparacion separados (m?gr') con MOF (Con MOF- Sin MOF)
. PAHs (136000-65000)
Alquilbencenos,
NKU-1- _ . alquilbencenos (210000-108000)
) CEC Composito PAHs, anilinas 11708 . [69]
poli(BMA-co-EDMA) anilinas (182000-85000)
y naftoles
naftoles (96000-16000)
ZIF-8- ) PAHs y
) CEC Compodsito 255-339 (38000 - 30000) [70]
poli(BMA-co-EDMA) NSAIDs
PAHs,
etilbenceno y
HKUST-1- . . (150000 - 16000)
. c-LC Composito estireno, fenoles --- [71]
poli(GMA-co-EDMA) .
y acidos
aromaticos
HKUST-1- In situ xilenos, )
. c-LC . ‘ 145-261 (19390 - coelucion) [72]
poliMAA-co-EDMA) grafting etilbencenos,
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estirenos y

benzenodioles
MIL-53(Al)- (14740 — coelucion)
c-LC Composito alquilbencenos 85.12 [73]
poli(HMA-co-EDMA)
Ui0-66- . PAHSs, anilinas, (8200 - coelucion)
LC Composito 321.4 [74]
poliMAA-co-EDMA) fenoles, naftoles
isomeros de
MIL-101(Cr)- ) xilenos y )
) CEC Composito 732 (52000 - coelucion) [75]
poli(BMA-co-EDMA) clorotoluenos,
PAHs
MIL-101(Cr)- acidos .
n-LC Composito 732 (52000 - coelucion) [75]
poli(BMA-co-EDMA) aromaticos
NH:-MIL-
101(Cr/Al/Fe)- n-LC Composito PAHs (15000 — coelucion) [76]

poli(GMA-co-EDMA)
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3.1.3. Nuevas columnas monoliticas organicas quirales

Como nuevo material funcional, los estudios de MOFs se han expandido al
reconocimiento quiral. Particularmente, se las denomina MOFs homoquirales cuando

todos los cristales poseen la misma quiralidad.

La capacidad de reconocimiento quiral de las MOFs depende principalmente de los
canales helicoidales superficiales desarrollados en un s6lo sentido (Figura 10), en los que
el ajuste estérico entre las cavidades quirales y la conformacioén de los enantiémeros
pueden desempefiar un papel importante [62]. También podrian contribuir al
reconocimiento, los enlaces de hidrogeno, interacciones n-n y dipolo-dipolo entre los
grupos funcionales de la MOF y los analitos quirales. A su vez, estudios de modelado
molecular utilizados para explorar el mecanismo de reconocimiento de las MOFs
concluyeron que la enantioselectividad estd fuertemente correlacionada con una estrecha

coincidencia entre el tamafo del poro y el de la molécula de analito quiral [77-79].

Figura 10: (a) Vista en perspectiva de una sola cadena helicoidal de la MOF homoquiral
{[ZnLBr]-H20}, L:[N-(4-piridilmetil)-L-LeuHBr]; (b) Vista desde arriba de la cadena
helicoidal; (c) Diagrama de la red 3D (Zn celeste, C gris, O rojo, N azul, Br amarillo, H gris claro)
[81].
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Es un gran desafio disefiar y sintetizar un material cristalino que combine las propiedades
de quiralidad y porosidad en la misma estructura. Los enfoques para la construccion de
MOFs homoquirales incluyen principalmente la sintesis directa mediante ligandos
organicos enantiopuros y métodos indirectos basados en técnicas como: a. modificacion
post-sintética; b. proceso de grabado quiral; c. resolucion espontdnea; y d. induccion
quiral [80]. Varias MOFs homoquirales fueron sintetizadas y aplicadas en catalizadores

asimétricos y separaciones enantioselectivas [64].

La primera, y a nuestro entender la tnica hasta el momento, columna capilar monolitica
conteniendo una MOF quiral se prepar6 a partir de la incorporacion de [Znz(bdc)(L-
lac)(dmf)](DMF), (bdc: acido benceno dicarboxilico; L-lac: acido L-lactico; dmf:
dimetilformamida) en un monolito de poli(vinilpiridina-co-EDMA), para obtener una

FEQ (Figura 11) empleada en n-LC para separar (+)-metilfenilsulfoxido [82].
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Figura 11: Esquema de la preparacion de la columna monolitica quiral poli(VP-co-EDMA-co-

MOFquiral) para la enantioseparacion de metilfenilsulfoxido por n-LC.

3.2. Evolucion de las columnas cromatograficas empleadas en GC

3.2.1. Columnas capilares en GC

Las primeras columnas monoliticas empleadas en esta técnica cromatografica datan de
fines de la década del 60-principios del 70, inventadas como alternativa a las columnas
empaquetadas convencionales [83—87]. Estas columnas se fabricaron principalmente de

espuma de poliuretano que es capaz de formar una estructura de poros abiertos que
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permite el libre flujo de la fase movil a través de la columna. Pronto se evidenciaron las
ventajas de estas nuevas columnas: sencillez de preparacion, alta estabilidad térmica, baja
caida de presion y buena integridad mecénica [87]; asi como la posibilidad de preparar
columnas casi de cualquier longitud, tamafio o forma. También se prepararon columnas
monoliticas de espumas hechas de otros polimeros como poliestireno, cloruro de
polivinilo y polietileno [86]. Sin embargo, por esos tiempos ninguna de ellas obtuvo
popularidad y fueron olvidadas en GC durante los siguientes 30 afios, dado que al mismo
tiempo surgieron las columnas capilares OT para GC, y se convirtieron en las mas

utilizadas desplazando por completo a las columnas monoliticas [87].

A pesar del gran éxito de los materiales monoliticos en LC, s6lo unos pocos grupos de
investigacion actuales los utilizan para GC. El primer ejemplo de aplicacion de columnas
capilares monoliticas en GC moderna fue presentado por Svec y col. [88]. Los autores
prepararon columnas monoliticas basadas en polidivinilbenceno en capilares de silice
fundida de s6lo 50 cm de largo con la que lograron separar una mezcla de 11 compuestos
organicos en 12 minutos. A pesar de la baja eficiencia de la columna, la separacion se

logro debido a la alta selectividad proporcionada por el monolito.

En particular, la eleccion de una técnica para la separacion de moléculas quirales esta
determinada en cierta medida, por las propiedades de la molécula quiral. En este sentido,
la GC quiral es reconocida como una técnica poderosa, simple, rapida, sensible y eficiente
para la separacion o determinacion precisa de composiciones enantioméricas de analitos
Opticamente activos, volatiles y térmicamente estables. Ademads, su capacidad de
acoplamiento a otras técnicas, incluida la GC multidimensional (GCxGC),
microextraccion en fase solida y acoplamiento GC-MS, han hecho de la GC quiral una

técnica atractiva para el analisis de enantiomeros en muestras complejas [89].

3.2.2. Columnas capilares con MOFs en GC

Si bien se han reportado estudios sobre columnas monoliticas en GC proporcionando
resultados interesantes, a la fecha el uso de monolitos en GC sigue siendo escaso, por lo
que el reporte de una columna monolitica con MOFs en GC es una agradable sorpresa.
Yusuf'y col. incorporaron ZIF-8 en un monolito de poli(BuMA-co-EDMA) preparado en
un capilar. La adicion de las microparticulas de ZIF-8 en la mezcla de polimerizacion

aumento mas de tres veces la superficie de los monolitos. La columna se utiliz6 para la
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separacion rapida de alcanos no polares, disolventes orgdnicos polares, isomeros y una

muestra real compleja [90].

Entre las primeras aplicaciones en GC, se encuentran algunas redes organometalicas:
MOF-508, MIL-47, MOF-5 y ZIF-8, utilizadas como fases estacionarias para preparar
columnas empaquetadas [91]. Estas columnas no sélo necesitan cantidades de MOFs del
orden de gramos, pudiendo tener altos costos, sino que también tienen menor eficiencia
y resolucion que las columnas capilares utilizadas habitualmente en GC. Para superar
estas deficiencias, Yan y col. reportaron la primera columna capilar recubierta con MOF
(MIL-101(Cr)), fabricada por un método de recubrimiento dinamico. Esta columna
capilar ofreci6 una alta resolucion para xileno y etilbenceno en un corto tiempo de analisis

[92].

El empaquetamiento eficiente de las columnas cromatograficas requiere de grandes
cantidades de los microcristales, asi como de un tamafio de particulas adecuado y
homogéneo para evitar problemas asociados con la caida de presion y con la forma
irregular de los picos cromatograficos. Inmovilizar las MOFs en una superficie inerte de
un polimero térmicamente estable, como el poli(dimetilsiloxano), para formar un
composito de tipo “polimero - MOF”, puede aumentar el tamafio de las particulas y

favorecer el empaquetado y, por lo tanto, la eficiencia de la separacion cromatografica.

Otro procedimiento para mejorar la eficiencia de las columnas, es el recubrimiento de la
pared interna del capilar mediante un "método dinamico" que consiste en el pasaje a través
del capilar de una suspension de la MOF para formar columnas de tubo abierto (Figura
12). También es aplicable el método de depdsito y ensamblado capa por capa (como el

descripto en 3.1.2) para la preparacion de MOFs sobre varias superficies [93,94].

Figura 12: Imagenes SEM del recubrimiento de MOF en la pared interna de la columna capilar

mediante el método dinamico [95].
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3.2.3. Columnas capilares con MOFs quirales en GC

El uso de ligandos organicos enantiopuros (aminoacidos quirales, acidos organicos
quirales, etc.) es el medio mas utilizado para producir columnas capilares quirales
recubiertas de MOFs para la separacion por GC. Como se observa en la Tabla 5 se han
utilizado varios materiales basados en MOFs quirales en GC de alta resolucion. Las

columnas se prepararon por revestimiento de la superficie interior de la pared del capilar.

Tabla 5: MOFs quirales incorporados en columnas capilares empleadas en GC.

Método de Analitos
MOF quiral Ref.
preparacion enantioseparados
o aminoacidos, 4cidos
3D - {Cu(sala)}n recubrimiento )
i ) ) ) o organicos, alcoholes, [96]
(Hpsala: N-(2-hidroxibenzil)-L-alanina) dindmico )
citronelal
o aminodcidos, acidos
3D - Ni(D-cam)(H20)2 recubrimiento ]
) ) o organicos, alcoholes, [97]
(D-cam: acido D-(+)-canférico ) dindmico
citronelal
3D - [(CH3):NHz][Cd(bpdc)15]-:2DMA recubrimiento aminoacidos, [95]
(Hzbpde: acido 4,4-bifenildicarboxilico) dindmico citronelal
Co(D-cam)i2(bdc)12(tmdpy) recubrimiento alcoholes, aldehidos,
(bdc: acidol,4-benzenodicarboxilico; dinamico aminoécidos [98]
tmdpy: 4,4’-trimetilenedipiridina)
o aminoacidos,
[CA(LTP)z2]n recubrimiento )
) o ) o alcoholes, citronelal, [99]
(LTP: acido L(—)-tiazolidincarboxilico) dindmico )
limoneno
o citronelal,
InH(D-C10H1404)2 recubrimiento ) )
) ) o aminoécidos, [100]
(D: 4cido D-canforico) dinamico
alcoholes
halohidrocarburos,
cetonas, ésteres,
ID - [Co-L-GG(H:0)] recubrimiento éteres, acidos Ho1]
(L-GG: dipéptido H-Gly-L-Glu) dindmico orgénicos,
epoxialcanos,
alcoholes y sulfoxidos
o alcoholes, limoneno,
[Zn2(D-Cam)2(4,4'-bpy)|n recubrimiento ] )
o o citronelal, 4cidos [102]
(bpy: 4,4-bipiridina) dindmico

organicos
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[Coz(man)2(bpy)3](NO3)2]

recubrimiento

o alcoholes y nitrilos [103]
(man: S-mandelato o R-mandelato) dindmico
MIL-101-S-2-Ppa
(S-2-Ppa: acido (S)-2-fenilpropidnico)
MIL-101-R-Epo
o o alcoholes, nitrilos,
(R-Epo: (R)-1,2-epoxietilbenceno) recubrimiento
o citronelal, aminas, [104]
MIL-101-(+)-Ac-L-Ta dinamico
) o ) ésteres
(Ac-L-Ta: anhidr. (+)-diacetil-L-tartarico)
MIL-101-L-Pro
(L-Pro: L-prolina)
Zn(ISN)2.2H20 recubrimiento citronelal, alcoholes, [105]
(ISN: acido isonicotinico) dindmico aminoacidos
[In3O0(obb)3;(HCO2)(H20)] recubrimiento limoneno, alcoholes, [106]
(obb: 4cido 4,4-oxibisbenzoico) dindmico aminoacidos
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4. Observaciones, conclusiones y perspectivas futuras

A partir de una amplia busqueda bibliografica, se desprenden las siguientes

observaciones y conclusiones:

» Definimos la quiralidad molecular y las relaciones que pueden presentarse entre
los isdbmeros Opticos de una molécula;

» Apreciamos la importancia del estudio de la quiralidad en distintas areas de la
ciencia;

» Analizamos las distintas técnicas analiticas que permiten la determinacion
enantiomérica;

» Nos enfocamos en los métodos cromatograficos de liquidos y de gases, y
describimos los selectores quirales mas utilizados;

» Estudiamos la tendencia a la reduccion en las dimensiones de los sistemas, que
es acompafiada por el desarrollo de nuevas columnas cromatograficas. En este
sentido, se estudio el desarrollo de materiales monoliticos de distinta naturaleza
quimica, evaluando comparativamente su capacidad para el desempefio
cromatografico;

» Estudiamos las virtudes y falencias de los monolitos organicos como fases
estacionarias en cromatografia de liquidos, y también una estrategia para
mejorar su desempeio;

» Hallamos ocho publicaciones de aplicacion en cromatografia de liquidos, en
escala miniaturizada, de compoésitos de monolitos organicos con redes
organometalicas;

» Encontramos que los materiales monoliticos son muy escasamente empleados en
cromatografia de gases, donde prevalecen las columnas capilares de tubo

abierto.

En relacion al empleo de redes organometalicas quirales, encontramos que:

v" En cromatografia de liquidos miniaturizada, pueden incorporarse a los monolitos
poliméricos organicos para aportar simultdneamente, funciones quirales y
mejoras en las propiedades porosas del lecho. Hallamos solamente una
publicacion al respecto.
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v En cromatografia de gases, se emplean directamente como relleno de columnas
que presentan baja eficiencia; o en forma de recubrimiento de las paredes del

capilar (doce publicaciones).

Perspectiva futura

Aunque el desarrollo de materiales porosos quirales, especificamente de redes
organometdlicas quirales es muy incipiente, éstas muestran un gran potencial como
selectores quirales para ser incorporadas a columnas con aplicaciones en cromatografia

de liquidos en escala miniaturizada y en cromatografia de gases de alta resolucion.

Por lo tanto, parece razonable y posible proyectar futuros estudios centrados en el
desarrollo de nuevas columnas capilares para cromatografia de gases y de columnas
monoliticas para cromatografia de liquidos, preparadas mediante la incorporacion de
redes organometalicas quirales, derivadas por ejemplo, de un ligando natural
(estreoquimicamente puro) y cationes de transicion divalentes, para ser empleadas en la

resolucion enantiomérica de distintas familias quimicas de analitos quirales.
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Anexo I: Estudio de las variables que inciden en la sintesis de monolitos

poliméricos organicos

La gran simplicidad, versatilidad y bajo costo de la preparacion de los lechos monoliticos
organicos, hacen que estas columnas se puedan obtener facilmente en cualquier longitud
y didmetro. Ademads, pueden prepararse a partir de diversos monomeros, y esta

flexibilidad permite realizar ajustes sencillos para conseguir la columna deseada.

Como se mencioné anteriormente, la mezcla de polimerizacion es una combinacion de
precursores entre los que se encuentran un monomero funcional y un entrecruzante, una
mezcla porogénica de disolventes y un iniciador radicalario. La mezcla polimeriza en la
mayoria de los casos por calentamiento en un bafio de agua u horno, por la accion de
iniciadores quimicos, térmicos o mediante radiacion (UV, rayos v) (Figura A.1). Para
evitar que la fase movil desplace al lecho monolitico a lo largo de la columna, es necesario
un adecuado anclaje del polimero a la pared interna del capilar, recurriéndose a menudo
a la silanizacién de la misma, empleando metacrilato de 3-(trimetoxisilil)propilo (y-

MAPS).

H CH,
H (@]
(0]
\
R
. . Solventes
monémero funcional . .
porogénicos s Tiempo
+ —_— ‘II —
Iniciador \ T
o} CH, radicalario
HsC o} .
OM CH3 capilar pretrateado Columna monolitica
CH, o orgdnica

agente entrecruzante

Figura A.1: Representacion esquematica de la fabricacion de una columna capilar monolitica

organica. (R = sustituyente de diferente naturaleza quimica en el monomero funcional).
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Los monomeros funcionales, determinan la hidrofobicidad y las caracteristicas quimicas
del lecho. Existe una gran variedad de monémeros, pero los derivados de metacrilato son
los méas utilizados, especificamente el glicidilmetacrilato (GMA) [1] que permite la
derivatizacion post sintesis a través de su grupo epédxido y el 2-hidroxietilmetacrilato
(HEMA) que contiene grupos OH™ que le confieren un caracter polar al lecho monolitico

12,3].

Los primeros trabajos destinados a la preparacion de los monolitos, identificaron
variables esenciales para el control de las propiedades resultantes, como el tipo y cantidad
de disolventes pordgenicos, la temperatura de polimerizacion, el tiempo de iniciacion
radicalario, el contenido del agente entrecruzante, las dimensiones del capilar para

sintetizar la columna, entre otros [4,5].

A continuacidn, se proporcionan lineamientos generales para mejorar la estructura del
soporte monolitico con el fin de ser utilizado en separaciones cromatograficas de alta

velocidad y eficiencia.

Composicion de los disolventes porogénicos

El método mas eficaz para ajustar el tamafo de los macroporos y los glébulos consiste en
seleccionar los disolventes porogénicos adecuados y ajustar sus respectivas proporciones,
dado que la formacion de la estructura macroporosa es una interaccidon compleja de
efectos termodindmicos y cinéticos. Los pordgenos deben tener preferentemente un alto
punto de ebullicion y ser quimicamente inertes. Ademas, debe obtenerse una solucion

homogénea al disolver los monoémeros [6].

2

Se considera que el solvente utilizado como pordgeno puede ser un “buen” o un “mal
solvatante: el “buen’ solvatante se prefiere generalmente para formar micro/mesoporos,
mientras que el “mal” solvatante se usa para generar un polimero meso/macroporoso
[7,8]. Esto se debe a que la propiedad solvatante del disolvente porogénico afecta
significativamente la separacion de fases que ocurre en un determinado momento del
transcurso de la reaccion de polimerizacion, y que influye en las propiedades finales del

polimero.

Por lo general, se emplea una mezcla binaria de solventes de diferente polaridad como

“formadores” de la estructura meso/macroporosa del monolito. Esta mezcla debe disolver
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a los mondmeros, pero no al polimero formado, por lo que, cuando la mezcla llega al
punto de saturacion, se produce una separacion de fases. Si la separacion de fases es
temprana, es decir que los solventes porogénicos disuelven bien a los mondémeros, las
pocas cadenas entrecruzadas que precipitaron quedan solvatadas preferencialmente por
los mondmeros atn en solucion; de esta manera, los globulos siguen creciendo y la
estructura resultante es de globulos grandes y con poros grandes (Figura A.2.A). Por el
contrario, si la separacion de fases es tardia, lo cual ocurre con una mezcla de solventes
que solvate bien al polimero, éste crece en solucion y forma un monolito mas compacto,
con glébulos mas pequefios y poros mas chicos, lo que resulta en un monolito menos
permeable al pasaje de solvente (Figura A.2.B) [9]. Cabe sefalar que también se han
creado entidades monoliticas, en las que el diametro de los glébulos y de los macroporos
disminuyo al aumentar la cantidad de "mal" solvente en la mezcla porogénica. En este
caso, parece que la cinética de la reaccion se acelera y se forma un mayor nimero de
glébulos mas pequenos que conducen a una estructura con un tamafio de macroporo mas
pequefio (Figura A.2.C) [6].

A formacion de

temprana macroporos/globulos

separacion de
fases de \
polimero ; . . T
Mondémeros 1 wk_/ — \v}\/’
Iniciador o
Porogeno/s 'v\-/
B
tardia formacion de micro/meso

separacion de
fases de

poros/globulos

< porogeno
temprana
separacion de —_—
fases de
polimero
A4 formacion de
tardia mMeso/Mmacroporos y

separacion de meso/macrogléobulos
fases de '

macroporos/globulos

Figura A.2: Representacion esquematica de la formacion de poros en polimeros monoliticos.

Adaptado de Mane y col. [9].
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La Figura A.3 muestra mediante micrografias SEM el efecto de la relacion de solventes
porogenicos (1-dodecanol / ciclohexanol) sobre la estructura de un monolito polimérico
de poliHEMA-co-EDMA). Un menor contenido del solvatante “malo” (1-dodecanol) da
lugar a una competencia entre el mejor solvatante (ciclohexanol) y los mondémeros por la
solvatacion de los nucleos. A medida que se incrementa el contenido de 1-dodecanol en
el sistema porogénico se obtiene una separacion de fases mas temprana del polimero. En
este sentido, se observa que los globulos se hacen mas grandes y compactos al aumentar

la polaridad en la mezcla porogénica [2].

Figura A.3: Micrografias SEM del monolito poli(HEMA-co- EDMA) con diferentes contenidos

de 1-dodecanol en la mezcla porogénica.

Temperatura de polimerizacion

La cinética de reaccion esta influenciada por el tipo y la cantidad de iniciador utilizado y
también por las condiciones de polimerizacion, como la temperatura o la intensidad de
la irradiacion. Durante una polimerizacion térmica, se genera un exceso de calor durante
la reaccion de polimerizacion, y el flujo de calor se puede controlar mejor con un diametro
interno pequefio de los recipientes de reaccion, dando lugar a estructuras mas
homogéneas. En general, la polimerizacién se completa mas rapidamente con luz
ultravioleta (10-20 min) que en un sistema iniciado térmicamente (20-24 h); por lo tanto,
los fenémenos relacionados con la sedimentacion que inducen la falta de homogeneidad,
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deberian ser menos evidentes en el caso de una fotopolimerizacion [6].

Sin embargo, la iniciacion térmica sigue siendo la mas utilizada, debido a su facil acceso
y costo. En este sentido, para obtener monolitos con estructuras porosas uniformes y
reproducibles, si se incrementa la temperatura de reaccion, hay dos efectos que ocurren
en simultaneo. Por un lado, se generan mas nucleos de polimerizacion debido a una mayor
rapidez de descomposicion del iniciador radicalario, lo cual da lugar a un mayor numero
de gldbulos pequetios y por lo tanto un material menos permeable [10]. Por otro lado, al
incrementar la temperatura aumenta la solubilidad del polimero en los solventes
porogénicos, lo cual retrasa la separacion de fases. Cuanto mayor es el grado de avance
de la polimerizacion en solucidon, mas compacta sera la estructura final, y por lo tanto,
menor el tamafio de los macroporos [11]. En el caso de una temperatura de polimerizacion
baja, el tamafio de los poros sera mayor. La Figura A.4 muestra el efecto de la
temperatura sobre la distribucion de tamafio de poro de capilares monoliticos de

poli(GMA-co-EDMA) preparados a 55y 70°C [4].

AV/ia(log P)

i 10 100 1000 10000
Pore diameter, nm

Figura A.4: Distribucion del tamafio de poros obtenida mediante MIP, para poli(GMA-co-
EDMA) a una temperatura de 55°C (puntos llenos) y a 70°C (puntos vacios).

Se observa que la temperatura incide directamente sobre la cinética de polimerizacion, y
que su control es vital en la fabricacion de fases estacionarias monoliticas, debido a su
fuerte influencia sobre la distribucion de tamafio de poros y velocidad de crecimiento de

los nucleos [12].
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Tiempo de polimerizacion

La variacion del tiempo de polimerizacion tiene un impacto considerable sobre las
propiedades porosas de los monolitos organicos preparados mediante reacciéon con
iniciacion térmica. La reduccion del tiempo de polimerizacion permite el pasaje de una
distribucion monomodal de macroporos a una distribucion de poros bimodal con
presencia de una cantidad suficientemente alta de mesoporos; resultando en fases
estacionarias para HPLC que pueden utilizarse para separar eficientemente compuestos

de bajo peso molecular.

Al mismo tiempo, la porosidad total aumenta debido a la disminucion en la conversion
del mondmero que, a su vez conduce a la ampliacion del tamaiio de los canales de flujo

y, por lo tanto, a una mayor permeabilidad de la columna.

De esta forma, el tiempo de reaccion ayuda a extender la aplicabilidad de los monolitos
organicos mas alla de la separacion de biomacromoléculas, haciéndolos adecuados a
separaciones de moléculas pequefias [13]. En este mismo sentido, Nischang y
Bruggemann estudiaron la influencia del tiempo de polimerizacion en el rendimiento de
columnas monoliticas de poli(BMA-co-EDMA) [14]. La Figura A.S muestra que la
columna monolitica sintetizada durante un lapso de 30 min separa alquilbencenos con
suficiente resolucion (N ~ 67.000 platos/m), mientras que una columna similar
polimerizada durante 48 h carece de separacion para estos analitos. Los autores también
observaron una disminucion en la permeabilidad con el aumento del tiempo de
polimerizacion, respaldado por las micrografias SEM que también se muestran en la

misma figura.

U]

Absorbance, mAu
Absorbance, mAu
n

Retention time, min

Figura A.5: Cromatogramas y micrografias SEM para una serie homologa de alquilbencenos en
una columna monolitica de poli(BMA-co-EDMA) obtenida luego de 30 min (izq.) y luego de 48

h (der.) de polimerizacion térmica.
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En la sintesis de estos monolitos, especificamente cuando se finaliza la polimerizacion a
tiempos cortos de reaccion, no solo se logra un monolito con glébulos mas pequefios, sino
que muchas veces €stos poseen el exterior mesoporoso. Esta estructura mesoporosa se
debe a que, a bajas conversiones, el polimero en crecimiento tiene un alto grado de
entrecruzamiento [15], permitiendo separar de manera eficiente compuestos de bajo peso

molecular.

Aunque los estudios sefialados anteriormente han demostrado buenos rendimientos de
separacion, es probable que intentar detener una reaccion de polimerizacion en la parte
mas empinada de la curva de conversion conduzca a problemas con la repetibilidad en la

morfologia de los monolitos [6].

Contenido de entrecruzante

Otro de los factores a tener en cuenta, es el contenido de agente entrecruzante en la mezcla
de monomeros, que afecta tanto a la composicion quimica del lecho monolitico como a
sus propiedades porosas. De modo que, en general un incremento del contenido de
entrecruzante produce una disminucion del tamano de poro debido a la temprana
formacion de microglobulos con un alto grado de entrecruzamiento. Ademas, el

porcentaje de entrecruzante puede afectar la rigidez y homogeneidad del monolito [10].

La polimerizacion de mezclas con un alto contenido de entrecruzante puede resultar util
para obtener lechos monoliticos de elevada 4rea superficial, mas de 100 m?gr!. Esta
propiedad se asigna por un mayor volumen de poros pequefios, lo cual conduce a mejorar
la eficiencia de la columna para separaciones de moléculas pequefias. Sin embargo, estos
monolitos presentan una permeabilidad bastante limitada, por lo que su uso en HPLC y
CEC se encuentra muy restringido. Por ello, debe usarse un bajo porcentaje de
entrecruzante en la mezcla de polimerizacion, tipicamente menos del 30%, para obtener

monolitos con una permeabilidad aceptable [16].
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Dimensiones del “molde”

Se ha estudiado el efecto del tamafio del recipiente contenedor o “molde” en el que se
realiza la reaccion de polimerizacion sobre la morfologia resultante de los monolitos.
Bystrom y col. sintetizaron estructuras monoliticas mediante reacciones de
polimerizacion iniciadas térmicamente en columnas capilares de 250 um d.i., y en tubos
de vidrio de 4,4 mm d.i.(microviales de 100 uL) y 9,7 mm d.i. (viales de 2 mL) [17]. Si
bien las imagenes SEM no revelaron diferencias significativas, se observaron diferencias
en el didmetro de los poros y la distribucion del tamafio de los macroporos aplicando
porosimetria de intrusion de mercurio (Figura A.6), observiandose que, con la

disminucioén del didmetro interno de la columna, aumentaba el tamafio de los macroporos.

He y col. estudiaron con columnas capilares transparentes de 50, 20, 10 y 5 um d.i. los
efectos sobre la morfologia de los monolitos en polimerizaciones iniciadas mediante
radiacion UV [18]. Concluyeron que el grado de deformacion de la estructura porosa
depende de la relacion entre el didmetro del capilar y el tamaio de los poros del monolito.
Para un tamafio de capilar menor a 10 um, la morfologia se ve afectada al limite, dando

lugar a la formacion de una capa de polimero en la pared de la columna.

Cumulative Intrusion (cm’/g)

Pore Diameter (nm)

Figura A.6: Volumen de intrusién de mercurio acumulativo en funcion del diametro de poros

para los diferentes moldes.
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Los experimentos realizados por Nischang y col. reconfirmaron que la disminucion del
diametro interno de 75 pm a 5 um condujo a estructuras monoliticas con morfologias
claramente diferentes (iniciacion térmica), y se observé una disminucién en el ancho de
pico registrado en modo de elucion con gradiente [19]. Para evitar la formacion de una
capa densa de polimero en la pared de la columna capilar, se propuso optimizar la sintesis

mediante la modificacion de la superficie (antes de la polimerizacion).

Los resultados presentados por diferentes grupos hasta la fecha sugieren que la
morfologia y estructura homogénea a lo largo del lecho monolitico se ve afectada por las
dimensiones del molde. Aunque no existe una explicacion certera y clara del efecto sobre
la distribucion del tamafio de los poros, esto podria deberse al mecanismo basico de

polimerizacion [4].

La evaluacion de las columnas monoliticas preparadas en el laboratorio puede realizarse
por medios fisicos, quimicos y cromatograficos. La caracterizacion morfoldgica se realiza
mediante microscopia electrénica de barrido (SEM), porosimetria de intrusiéon de
mercurio (MIP), adsorcion/desorcion de nitrégeno evaluada mediante la ecuacion de
Brunauer-Emmet-Teller (BET) y medidas de permeabilidad cromatografica (Bo), que
permiten determinar la porosidad, area superficial, volumen y distribucion de tamafio de
poros del lecho monolitico. Ademas, se pueden caracterizar quimicamente por medio del
analisis elemental C, H, N, O y S y espectrometria infrarroja (IR) para determinar grupos
funcionales organicos. La performance cromatogréfica se evalua a partir de la eficiencia

(N), selectividad (o) y capacidad de separacion (Rs) de las columnas monoliticas.
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Anexo II: Nomenclatura y estructura quimica de MOFs

Tabla A.II: Nombres y composicion quimica de MOFs mas tipicos [20].

Interpretacion de

Designacion Formula la abreviatura
MOF-74 Zn,DOT
MOF-101 Cu2(BDC-Br)2(H20)2 Redes
MOF-177 Zn;O(BTB), organometalicas
MOF-235 [FesO(BDC)3(DMF)s][FeCls] (DMF)s
MOF-253 Al(OH)(BPYDC)
IRMOF-1 Redes
(MOF-5) Zn4O(BDC)3 7DEF-3H,0 organometalicas
[RMOF-16 ZnO(TPDC)y 17DEF2H:0 isoreticulares
UiO-66 Zrs0s(BDC)s Universidad de
Ui0-67 Zr0s(BPDC)6 Oslo
Ui0-68 Zr606(TPDC)s
MIL-53 AI(OH)(BDC)

MIL-53(Al)-NH,
MIL-88A
MIL-88-Fe

MIL-88B-4CH3
MIL-100-Fe
MIL-101

HKUST-1
(MOF-199)

Al(OH)(BDC-NH,)
Fe;0(MeOH)3(0,CCH=CHCO,)yMeCO,1nH20

Fes0(MeOH)3(02C(CH2)2C0O2)3AcO(MeOH)4.5

2Fe3;O(OH)(H20)2(BDC-Me»)3
Fe'''s O(H,0),F(BTC),1nH,0
CI‘30(H20)2F'(BDC)3'1’1H20

Cus(BTC),

Materiales del

Instituto Lavoisier

Universidad de
Ciencia y
Tecnologia de
Hong Kong
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LIC-1

ZIF-8
ZIF-90

CPL-2

F-MOF-1

MOP-1

Instituto Leiden de
Gd2(BDC-NH;)3(DMF)4

Quimica
Zn(MIM), Redes Zeoliticas
Zn(FIM)2 de Imidazolatos

Polimero de
s coordinacién con
Cux(PZDC)»(4,4’-BPY) estructura de
pilares

Redes
[Cu(HFBBA)(phen):|(H2HFBBA);(H2O)(HCO;)  Organometélicas
Fluoradas

Poliedro Metal-

Cuz24(m-BDC)24(DMF)14(H20)10 Organico

DOT = 2,5-dihidroxitereftalato; BPYDC = 2,20-bipiridina-5,50-dicarboxilato; DEF = N,N-dietil-
formamida; TPDC = p-terfenil-4,40-dicarboxilato; BPDC = bifenil-4,40-dicarboxilato; MIM = 2-
metilimidazolato; FIM = 2-formilimidazolato; PZDC = pirazina-2,3-dicarboxilato; 4,4-BPY =

4,4-bipiridina; phen = 1,1-fenantrolina; HFBBA = 4,40-(hexafluoroisopropilideno)dibenzoato;
m-BDC = m-benzenodicarboxilato (para BDC, BDC-Br, BDC-NH,, BDC-Me,, BTB, BTC).
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(A)

s,

ok

M2(CO0)s
ZnsO(COa)s MaO(CO20s (M = Gu, Zn, Fe, ZrgQa(OH) .- Zrg0gCO2)y
(M = Zn, Cr Mo, Cr, Co, and (CO2)4z2
Im, and Ga) Ru}
M3O4(COz)s AOHNCO)2
\ 3 M = Zn, Mg, VO{CO2)z
Co, NI, Mn,
Cu{CNS), Zn{CsHzMz1a Nig{CaHaMNz)a Fea, and Cu)
In(CsHO 5Nz Ma(OH)2(S045)a
CB} COOH COOH COOH COOH COOH
COOH
o COOH X OH X
HDB""J" éiw " HOOC O0H
COOH COOH COOH X  HJBTE (X = C=C)
Oxalic acid  Fumaric  H.BDGC H-BDC-X HsDOT H-BDC-(X)s HaBTC HLBBC (X = CaHa)
acid (X =Br. OH (X = Me, Cl,
NO, and NHz) COOH, OC3Hs, X X
and OC7Hy) m'@) \@I\DUOH
HN=-MN
COOH oH
HO5S SO4H
"D&Sp‘:w “NH 2 e HOOC COOH
HOY CO0H N 1 H:’M”\g \@\&Ki‘,@’
HH Koo X
H ATC HiTHBTS HalmDC HLBTP DTOA HsBTB (X = CH)
HaTATE (X = M)
N
Hooc\@oom &3
HsADB TIP&
HeBTETCA
COOH coon sBTE
HGQC‘@‘;( ;;
HGOC‘@'EOD« 4
HTPETM (X = CONH) e Y e :
HgBTEI (X = C=C)
HgBTPI (X = CgHa)
HgBHEI (X = C=C-C=C)
HeBTTI (X = (CHaz) DCOPEN AAPA g:;ij
HgPTE! (X = CgHa=CEC)
HETTEI (X = G=C-CgH;-C=C)

HaBMETPI (X = CSC-CeHy—~C=C-CEC)

HgBHEHPI (X = (CgHy=CEC)z) BEPI4C10DA InfHZDPBPYDC) PPyt

HiDHIPhDC

H:DH11PhDC

Figura A.II: Unidades de construccion secundaria (A) y ligandos organicos (B).

Referencias: negro, C; rojo, O; verde, N; amarillo, S; purpura, P; verde claro, CI; poliedros azules,
iones metalicos. Los atomos de hidrogeno se omiten para mayor claridad. AIPA = tris (4-(1H-
imidazol-1-il)fenil)Jamina; ADP = acido adipico; TTFTB4 = 4,4',4".4""~([2,2"-bis(1,3-ditiolili-
deno)]-4,4',5,5'-tetrail )tetrabenzoato[21].
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