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Resumen 

En esta sección, de acuerdo con la normativa sobre depósito, evaluación y 

defensa de la Tesis Doctoral de la Universidad de Valencia aprobada por 

Consejo de Gobierno el 29 de noviembre de 2011 y con última modificación 

el 31 de octubre de 2017, se presenta un resumen global de la temática, de los 

principales resultados y de las conclusiones del trabajo. 

Objetivos 

La presente Tesis Doctoral contempla dos grandes líneas de actuación 

enmarcadas a su vez dentro de las líneas de investigación del grupo de 

investigación Cromatografía Líquida, Electroforesis Capilar y 

Espectrometría de Masas (CLECEM). La primera de ellas consiste en la 

síntesis, caracterización y modificación de materiales porosos para su uso 

como sorbentes en técnicas miniaturizadas de extracción en fase sólida (Solid-

Phase Extraction, SPE) de analitos de interés biológico y medioambiental 

(fármacos, péptidos, proteínas, y contaminantes) utilizándose para ello 

diferentes formatos o soportes de extracción de uso común en el laboratorio 

químico tales como jeringas, columnas de centrífuga, etc. con diversos 

materiales híbridos desarrollados a este respecto (Objetivo i). La segunda 

línea de actuación consiste en la puesta a punto de metodologías sencillas y 

fiables en técnicas de separación miniaturizadas como la electrocromatografía 

capilar (Capillary Electrochromatography, CEC) empleándose para ello 

monolitos poliméricos como fases estacionarias capaces de ofrecer altas 

eficacias en la separación cromatográfica de solutos pequeños de diferentes 

polaridades y naturaleza química (Objetivo ii).  

Así pues, para la consecución de los objetivos planteados en la presente 

memoria se ha considerado la experiencia previa del grupo de investigación 

en el diseño, síntesis y desarrollo de materiales poliméricos y su aplicación en 

el campo del tratamiento de muestra y de separación miniaturizadas.  

De entre todas las etapas de un análisis químico, la etapa de tratamiento de 

muestras tanto de muestras biológicas como medioambientales constituye una 
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tarea complicada, debido al amplio espectro de interferentes que se pueden 

presentar en dichas matrices. Por lo que, el aislamiento, separación y 

preconcentración de los analitos de interés (fármacos, péptidos, proteínas y 

contaminantes) pueden verse comprometidas por las posibles interacciones de 

éstos con la matriz de la muestra dificultando así su extracción y posterior 

análisis. En este sentido, los métodos de extracción miniaturizados 

desarrollados en esta memoria (Objetivo i) suponen una interesante y 

prometedora alternativa al empleo de las metodologías tradicionales de 

extracción disponibles, las cuales suelen ser tediosas, poco selectivas y de 

dudosa sostenibilidad medioambiental. El resultado de este primer objetivo se 

traduce en el desarrollo de dispositivos miniaturizados para SPE eficaces con 

prestaciones mejoradas (selectividad, coste o reutilización, entre otros) y en 

consonancia con los principios de la Química Verde, que los hacen 

enormemente atractivos para ser empleados en laboratorios analíticos de 

rutina. Por otro lado, la metodología desarrollada en el Objetivo ii), 

relacionada con el empleo de una técnica de separación miniaturizada, 

presenta un gran interés debido a los buenos resultados que se han obtenido 

con el uso de monolitos poliméricos como fases estacionarias en nuestro 

grupo de investigación en la separación de moléculas pequeñas, tratándose de 

alcanzar mejores prestaciones (eficacia y tiempo de análisis) en el ámbito 

(electro)cromatográfico. Asimismo, el procedimiento desarrollado es sencillo, 

sostenible, y de bajo coste, lo cual podría permitir abordar el análisis de este 

tipo de solutos de una forma competitiva frente a técnicas cromatográficas 

más convencionales. 

Estructura 

La presente memoria de Tesis Doctoral se divide en tres grandes bloques. 

El primer bloque consta de una breve introducción, donde se muestra en el 

Capítulo 1, una visión general del fundamento de la SPE y los posibles 

formatos miniaturizados de ésta, así como los tipos de sorbentes disponibles, 

centrándose en la descripción de aquellos que han sido empleados en esta 
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Tesis: los materiales porosos, incluyéndose por un lado, los materiales 

monolíticos de naturaleza orgánica sin modificar como modificados con 

nanopartículas de oro (gold nanoparticles, AuNPs), derivados de ácido 

borónico y líquidos iónicos (ionic liquids, ILs), y por el otro, las redes metalo-

orgánicas (metal–organic frameworks, MOFs). Ambos tipos de materiales 

porosos han supuesto en los últimos años un avance significativo en el 

desarrollo de nuevas estrategias competitivas y prometedoras en el ámbito del 

tratamiento de muestra. A continuación, en el Capítulo 2 se abordan las 

técnicas de electroseparación miniaturizadas, centrándose en la 

electrocromatografia capilar (capillary electrochromatography, CEC), 

describiendo brevemente su fundamento teórico y la instrumentación 

necesaria para llevarla a cabo. Además, se recogen las fases monolíticas 

comúnmente empleadas en CEC, así como las posibles estrategias que se 

pueden llevar a cabo para mejorar sus prestaciones, entre las que se 

encuentran modificaciones en la mezcla de polimerización y condiciones de 

reacción, el empleo del hiper-entrecruzamiento y la incorporación de 

nanomateriales. Estas estrategias han resultado esenciales de cara a poder 

desarrollar de manera relativamente sencilla la manipulación de las 

propiedades cromatográficas (eficacia, retención, selectividad) de las fases 

estacionarias y su adaptación a la separación de los analitos de interés. 

Por su parte, el segundo bloque de la presente Tesis engloba los Capítulos 

3-6, en los cuales se muestra la puesta a punto de diferentes sorbentes para su 

uso en SPE en diferentes formatos de extracción competitivos y sostenibles. 

Los materiales desarrollados se basan en materiales porosos de diferente 

naturaleza, como los monolitos poliméricos de metacrilato de glicidilo 

(glycidyl methacrylate, GMA), los cuales fueron posteriormente modificados 

químicamente con AuNPs e ILs. También, se describe el uso de otros 

materiales porosos como los MOFs para su posterior aplicación como 

sorbentes de extracción. A lo largo de estos capítulos se desarrollarán 

dispositivos extractivos en diversos soportes de uso común en el laboratorio 



Resumen 

 

incluyéndose desde los cartuchos y jeringas convencionales de 1 mL, hasta 

minicolumnas de centrífuga. A su vez, los materiales desarrollados se han 

aplicado a diferentes familias de compuestos (β-bloqueantes, péptidos, 

glicoproteínas y benzomercaptanos) presentes en muestras de naturaleza 

biológica (orina, saliva y suero) y medioambiental (aguas y suelos).  

El tercer bloque engloba el Capítulo 7, el cual se centra en el desarrollo de 

un método cromatográfico miniaturizado, en concreto de CEC, para la 

separación de moléculas pequeñas de diferente polaridad (alquilbencenos, 

sulfonamidas y compuestos organofosforados), empleando una fase 

estacionaria monolítica polimérica hiper-entrecruzada. 

Resultados y conclusiones 

En este apartado, se describen los principales resultados obtenidos y las 

conclusiones derivadas de cada uno de los trabajos incluidos en la Tesis 

Doctoral. Los trabajos han sido divididos en dos grandes grupos (A y B), 

correspondientes a los bloques II y III de la presente memoria, donde se indica 

de forma desglosada por capítulos (cada capítulo corresponde a una 

publicación), la metodología adoptada en cada uno de ellos para alcanzar los 

objetivos planteados, así como los resultados y conclusiones más relevantes 

obtenidos de los mismos. 

 

A. Evaluación del potencial de nuevos materiales porosos en 

técnicas de microextracción 

A.1. Diseño y aplicación de soportes poliméricos modificados con diversos 

nanomateriales o ligandos selectivos 

En estos trabajos (Capítulos 3-5 de la memoria) se desarrollaron y 

evaluaron diferentes materiales monolíticos porosos como sorbentes de SPE 

para el aislamiento de diferentes analitos (fármacos, péptidos y 
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glicoproteínas). En concreto, los materiales seleccionados incluyen un 

monolito polimérico de GMA modificado con AuNPs (Capítulo 3), un 

monolito de GMA funcionalizado con un derivado del ácido borónico y 

posteriormente con AuNPs (Capítulo 4), y por último un monolito de GMA 

funcionalizado con un IL de tipo alquilpiridinio (Capítulo 5). 

En el primer estudio que abre el bloque II (Capítulo 3) se llevó a cabo la 

síntesis de materiales poliméricos de GMA modificados con AuNPs y se 

evaluó su aplicación como sorbentes de SPE en formato jeringa para el 

aislamiento del polipéptido glutatión (GSH) en fluidos biológicos. Para ello, 

en primer lugar se prepararon sorbentes a partir de monolitos genéricos de 

GMA modificados con tres ligandos diferentes (amoníaco, cisteamina y 

cistamina) con el fin de dotar la superficie del sorbente de grupos amino 

(amoníaco) y grupos tiol (cisteamina y cistamina), para poder así modificar 

posteriormente la superficie de dicho sorbente con AuNPs. Para llevar a cabo 

la síntesis de los diferentes materiales poliméricos en el interior de jeringas, 

las paredes interiores de éstas fueron previamente vinilizadas para permitir el 

anclaje covalente de la fase monolítica, y así evitar su desprendimiento 

durante las operaciones de carga de muestra, lavado y elución. El tratamiento 

de la superficie interior de la jeringa se llevó a cabo en dos etapas. En primer 

lugar, se realiza una reacción de vinilización del polipropileno de la jeringa 

para facilitar el posterior anclaje del monolito, seguido de una polimerización 

in-situ de la fase monolítica en la jeringa mediante radiación UV. El resultado 

es un monolito híbrido unido covalentemente a la superficie interior de la 

jeringa, pero que presenta a su vez la suficiente estabilidad y permeabilidad 

para facilitar el proceso de extracción. Una vez realizada la modificación de la 

pared de la jeringa y generado el monolito de GMA, este polímero base 

conteniendo grupos epóxido en su superficie se funcionaliza con los ligandos 

anteriormente mencionados y posteriormente con AuNPs, Los materiales 

resultantes fueron caracterizados mediante técnicas tales como SEM (para 

evaluar la morfología) y microanálisis (para confirmar la presencia de Au). De 
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los tres materiales preparados, el material funcionalizado con cistamina fue el 

que proporcionó el mayor contenido de Au (entre 22 y 29%), y por ello se 

seleccionó este material para los estudios posteriores. Esto puede ser debido a 

que la cistamina produce mayor número de grupos reactivos (en este caso, 

tiol) sobre los cuales se puede depositar o inmovilizar mayor cantidad de 

AuNPs. Para demostrar la aplicabilidad del sorbente desarrollado, se 

seleccionó como analito diana, el GSH. Este compuesto es un tripéptido de 

vital importancia a nivel biológico que se produce dentro de los organismos y 

desempeña la función de antioxidante. Además, puede ser un marcador de 

algunas enfermedades como artritis reumatoide, distrofias musculares o 

Alzheimer. Por ello, su extracción de matrices complejas tales como fluidos 

biológicos y su posterior determinación resulta de enorme interés.  

Con respecto al procedimiento SPE, se optimizó el pH de la muestra y la 

composición de la fase eluyente. Se obtuvieron las mejores condiciones de 

extracción ajustando la muestra a un pH final de 6, y usándose como eluyente 

una disolución de ditiotreitol (DTT) de una concentración de 500 mM. Si bien 

se ensayaron otros reactivos para producir la desorción del GSH del material 

híbrido diseñado, el DTT proporcionó rendimientos elevados así como no 

produjo interferencia, tras la reacción de derivatización oportuna con o-

ftalaldehído, con el pico cromatográfico del analito. A continuación, se 

obtuvieron los parámetros de calidad del dispositivo, obteniéndose un 

satisfactorio volumen de ruptura (1,5 mL), una buena capacidad de carga 

(2,93 mg de GSH por g de sorbente polimérico modificado), y una adecuada 

reutilización del sorbente (hasta 15 ciclos de carga y desorción sin obtener 

pérdidas significativas en las recuperaciones del analito).  

Tras llevar a cabo la optimización de las diferentes etapas del proceso de 

extracción, se analizaron muestras reales de saliva, lográndose valores de 

recuperación comprendidos entre 86 y 105%, y un LOD muy bajo (1,5 ng mL-

1). Estos resultados pusieron de manifiesto la buena efectividad del sorbente 

sintetizado tanto en el proceso de “clean-up” de la muestra como en la 
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preconcentración del GSH. El mecanismo de retención de este analito en el 

sorbente diseñado radica principalmente en la elevada afinidad que existe 

entre el grupo tiol presente en la molécula de GSH y las AuNPs que se 

encuentran localizadas en la superficie del monolito durante la etapa de 

extracción. 

En comparación con otros métodos actuales que emplean nanomateriales 

para la preconcentración de GSH en diferentes muestras, la metodología aquí 

desarrollada resultó ser más simple y económica, gracias a la buena 

reutilización del material. Así pues, la metodología propuesta representa una 

alternativa alentadora para la extracción de compuestos relevantes que 

contengan grupos tiol en su estructura presentes en diferentes muestras 

biológicas. 

En lo referente a los materiales monolíticos funcionalizados con grupos 

boronato (Capítulo 4), se sintetizaron dos materiales a partir de un monolito 

genérico de GMA en jeringas para su posterior uso como sorbentes en la 

extracción de glicopéptidos derivados de una proteína estándar, la proteína del 

rábano picante (Horseradish peroxidase, HRP), y las glicoproteínas presentes 

en suero humano. Para ello, se seleccionó el polimercaptopropilmetilsilosano 

(PMPMS) como politiol para reaccionar con los grupos epoxi presentes en la 

molécula de GMA, para posteriormente introducir el ácido vinil fenil 

borónico (vinyl phenyl boronic acid, VPBA) mediante una reacción de 

química click (reacción de acoplamiento tiol-alqueno). En concreto, en el 

primero de los materiales sintetizados, se partió del polímero de GMA, el cual 

se funcionalizó con PMPMS y VPBA de forma sucesiva. El polímero 

resultante de esta estrategia se designó como GMA-PMPMS-VPBA. Por su 

parte, el segundo material utilizó como polímero base un monolito de GMA 

modificado con cistamina (véase capítulo anterior), el cual fue funcionalizado 

con AuNPs. Posteriormente, este material híbrido se modificó con PMPMS y 

seguidamente con VPBA. El material híbrido obtenido siguiendo esta segunda 

estrategia se designó como GMA-SH@AuNP@PMMPS-VPBA. Se procedió 
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a llevar a cabo la caracterización de ambos materiales mediante SEM y 

microanálisis. Los resultados de esta caracterización morfológica condujo a la 

presencia de estructuras globulares en ambos materiales (características de los 

monolitos poliméricos), y además se obtuvo un contenido de silicio y boro de 

2,48 y 2,78% en el primer material, y de 2,02% y de 3,04, en el segundo 

material. También, se determinó la cantidad de boro presente en el polímero 

total, no únicamente en la superficie, mediante espectrometría de masas con 

plasma acoplado inductivamente (ICP-MS), obteniéndose 0,10 y 0,45% en 

peso para el monolito GMA-PMPMS-VPBA y GMA-SH@AuNP@PMMPS-

VPBA, respectivamente. Estos datos demuestran que los grupos boronato se 

anclaron de forma satisfactoria sobre la superficie del monolito. No obstante, 

la presencia de VPBA en el material resultante se confirmó/corroboró 

mediante las bandas de absorción en el infrarrojo características del derivado 

de ácido borónico. La alta cantidad de boro inmovilizado en el segundo 

material puede ser atribuido al mayor número de AuNPs disponible en este 

material, causado por el alto grado de recubrimiento que ofrece el ligando 

PMPMS, obteniéndose así un mayor número de sitios activos disponibles de 

NPs para una mayor inmovilización del VPBA. 

En lo que respecta al protocolo SPE, los materiales preparados se 

emplearon como sorbentes SPE para el aislamiento de glicopéptidos tras la 

digestión de la proteína HRP. El material GMA-SH@AuNP@PMMPS-

VPBA fue el que mostró una mayor eficacia extractiva de los glicopéptidos, 

lo cual puede ser atribuido a la mayor cantidad de grupos boronato presente 

en su estructura del polímero, tal y como se ha comentado anteriormente. 

Además, el material mostró una preconcentración selectiva de glicopéptidos 

(24 glicopéptidos de un total de 27), una elevada capacidad de adsorción (25 

mg g-1), alta sensibilidad (0.5 fmol/μL) y selectividad, así como una buena 

reproducibilidad y reutilización (hasta 10 ciclos sin pérdidas apreciables en 

los valores de recuperación). También, se evaluó las prestaciones del material 

GMA-SH@AuNP@PMMPS-VPBA a la preconcentración de glicopéptidos 
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en una muestra de suero humana. El empleo de este material junto con el 

protocolo de extracción óptimo y con el análisis mediante nano-LC–MS/MS 

permitió obtener la identificación de un total de 85 péptidos N-glicosilados 

derivados de 42 proteínas N-glicosiladas sin necesidad de eliminar ninguna 

proteína abundante. La capacidad de preconcentrar e identificar péptidos del 

sorbente monolítico desarrollado en este trabajo fue ligeramente superior a 

otros monolitos de tipo hidrofílico descritos en bibliografía. Sin embargo, el 

rendimiento en la identificación de péptidos resultante fue menor que el 

obtenido utilizando monolitos híbridos con AuNPs inmovilizados y 

modificados con cisteína.  

Los buenos resultados obtenidos en este trabajo hacen que la metodología 

propuesta represente una alternativa sencilla para el aislamiento y 

preconcentración de glicopéptidos en matrices biológicas complejas. 

En este trabajo (Capítulo 5) se prepararon sorbentes monolíticos 

funcionalizados con IL de tipo imidazolio (cloruro de 1-alil-3-

metilimidazolio, [AMIM] [Cl]) en columnas de microcentrífuga para su 

posterior aplicación en la extracción de β-bloqueantes en muestras de orina 

humana. Estos analitos generalmente se emplean en el tratamiento de algunas 

enfermedades cardiacas, y actúan relajando los músculos cardiacos y 

disminuyendo la frecuencia cardiaca. Por ello, se emplean de forma 

fraudulenta en algunos deportes siendo necesario llevar a cabo un control 

estricto de estas sustancias en muestras biológicas. Con el fin de desarrollar 

un sorbente capaz de extraer dichos analitos de muestras complejas, en primer 

lugar, se optimizó la relación monómeros/porógenos, proporcionando la ratio 

60/40% (p/p) los mejores resultados en cuanto a estabilidad mecánica y 

resistencia durante la etapa de centrifugado. En segundo lugar, se llevó a cabo 

la incorporación del IL al monolito mediante su generación in situ sobre la 

superficie del monolito base (GMA). Esta estrategia dio lugar a sorbentes 

monolíticos frágiles los cuales se rompían durante la etapa de centrifugación. 

Por ello, se abordó una estrategia alternativa para llevar a cabo la introducción 
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del IL en el monolito que consistía en incorporar el IL a la mezcla de 

polimerización. El material resultante mostró una buena resistencia mecánica 

y unas propiedades de permeabilidad y porosidad apropiadas. Así pues, se 

seleccionó este segundo polímero como sorbente y se optimizó el protocolo 

SPE en términos de contenido de [AMIM] [Cl], el pH de carga de la muestra 

y la composición del eluyente con el fin de obtener el mayor rendimiento de 

extracción posible.  

Así pues, la presencia de [AMIM] [Cl] en el sorbente polimérico resultante 

causó una mayor retención de los β-bloqueantes (en comparación con el 

polímero base de GMA) debido a interacciones electrostáticas, enlaces por 

puente de hidrógeno, interacciones π-π, y fuerzas hidrofóbicas. Bajo las 

condiciones óptimas del procedimiento SPE, el sorbente desarrollado mostró 

altas recuperaciones (> 90 %), LODs entre 1,4 y 40 μg L-1, una capacidad de 

carga de 2.5 μg por mg sorbente y una reutilización de hasta 20 ciclos sin 

apreciar pérdidas de analitos significativas.  

El método desarrollado se aplicó a la extracción del β-bloqueante 

propranolol en muestras de orina humana, observándose una limpieza efectiva 

(clean up) de la muestra, pudiéndose determinar de forma satisfactoria.  

Por último, cabe destacar que, el método de tratamiento de muestra 

propuesto no sólo implica una reducción en la cantidad de reactivos necesaria, 

sino que, debido a la simplicidad asociada al manejo del material requerido, 

permite el procesamiento de un mayor número de muestras respecto a 

métodos de SPE tradicionales. 

Los resultados de estos trabajos se encuentran publicados en:  

Ó. Mompó-Roselló, M. Vergara-Barberán, E.F. Simó-Alfonso, J.M. 

Herrero-Martínez, In syringe hybrid monoliths modified with gold 

nanoparticles for selective extraction of glutathione in biological fluids prior 

to its determination by HPLC, Talanta 209 (2020) 120566. 
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Ó. Mompó-Roselló, M. Vergara-Barberán, M.J. Lerma-García, E.F. Simó-

Alfonso, J.M. Herrero-Martínez, Boronate affinity sorbents based on thiol-

functionalized polysiloxane-polymethacrylate composite materials in syringe 

format for selective extraction of glycopeptides, Microchem. J. 164 (2021) 

106018. 

Ó. Mompó-Roselló, A. Ribera-Castelló, E.F. Simó-Alfonso, M.J. Ruiz-

Ángel, M.C. García-Álvarez-Coque, J.M. Herrero-Martínez, Extraction of β-

blockers from urine with a polymeric monolith modified with 1-allyl-3-

methylimidazolium chloride in spin column format, Talanta 214 (2020) 

120860. 

A.2. Diseño y aplicación de sorbentes basados en redes metalo-orgánicas 

(MOF) 

En este trabajo (Capítulo 6) se sintetizaron y caracterizaron nanocristales 

de MOF con topología zeolítica, empleándose grupos imidazolato como 

ligandos orgánicos (Zeolite imidazolate frameworks, ZIFs). En concreto, el 

MOF sintetizado fue el ZIF-8, el cual se modificó con grupos amino 

empleándose como moduladores aminas orgánicas (concretamente, la n-

butilamina, BA). El MOF resultante se evaluó como sorbente en SPE para la 

extracción de benzomercaptanos en muestras de agua y suelo.  

En primer lugar, se estudió la influencia de la cantidad del modulador BA 

(en la mezcla de síntesis) sobre el tamaño de los cristales resultantes además 

de la capacidad de retención del MOF. La caracterización morfológica del 

material sintetizado por SEM mostró la estructura poliédrica característica de 

los nanocristales ZIF-8. Además, se determinó el tamaño de partícula 

mediante microscopía de transmisión electrónica (Transmission electron 

microscopy, TEM), situándose entre 47 y 89 nm. Asimismo, se apreció que un 

incremento del contenido de BA se tradujo en un aumento del tamaño de 

partícula. También, la presencia de grupos amino (proporcionados por la 

molécula BA) en los materiales obtenidos se confirmó mediante 
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microanálisis. Además, se determinó el área superficial de todos los 

materiales sintetizados mediante las isotermas de adsorción-desorción de 

nitrógeno, obteniéndose en todos los casos valores superiores a 1000 m2 g-1. 

Todos los materiales sintetizados se testaron como sorbentes en SPE, y se 

obtuvieron los mejores resultados con ZIF-8 que contenía 10 mmol de BA 

como modulador.  

Además, se investigaron varios parámetros experimentales del protocolo 

SPE que influyen en el rendimiento de extracción (pH de la muestra, 

composición y volumen del disolvente de elución o reutilización). Para llevar 

a cabo este estudio, se utilizaron 20 mg del material seleccionado y se 

colocaron en un cartucho convencional de 1 mL. Para poner de manifiesto la 

aplicabilidad del material fabricado como sorbente, se seleccionó una mezcla 

de benzomercaptanos como disolución test. Como resultado de este estudio, 

se estableció que el pH de la muestra no era un factor que implicara cambios 

significativos en la retención, mientras que la composición del eluyente si 

afectaba a la retención de los solutos. En concreto, los mejores rendimientos 

de extracción (97-108%) se obtuvieron con un eluyente compuesto por 0,5 M 

NaOH en 50/50 % (v/v) MeOH/H2O, y un volumen de 250 μL. Además, cabe 

destacar que el método propuesto permitió alcanzar factores de 

preconcentración de 100, obteniéndose LODs comprendidos entre 1,6 y 2 μg 

L-1. Por último, se aplicó la metodología desarrollada a la extracción de los 

benzomercaptanos en muestras de agua y suelos, alcanzándose unos 

rendimientos comprendidos entre 74 y 117%.  

Este trabajo representa el primer estudio sobre la influencia del contenido 

de modulador en la morfología del sorbente, así como en el rendimiento de 

extracción de contaminantes orgánicos. La satisfactoria aplicación del 

material a la extracción de benzomercaptanos abre la puerta, sin duda, a su 

extensión a otro tipo de contaminantes como otras posibles aplicaciones de 

interés industrial. 

Los resultados de estos trabajos se encuentran publicados en:  
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H. Martínez-Pérez-Cejuela, Ó. Mompó-Roselló, N. Crespí-Sánchez, C.P. 

Cabello, M. Catalá-Icardo, E.F. Simó-Alfonso, J.M. Herrero-Martínez, 

Determination of benzomercaptans in environmental complex samples by 

combining zeolitic imidazolate framework-8-based solid-phase extraction and 

high-performance liquid chromatography with UV detection, J. Chromatogr. 

A 1631 (2020) 461580. 

B. Aplicación de materiales monolíticos en técnicas 

cromatográficas miniaturizadas 

En el trabajo descrito en el Capítulo 7 se sintetizaron y caracterizaron una 

serie de columnas monolíticas basadas en polietilenglicol diacrilato (PEGDA) 

para la separación de moléculas pequeñas de diferentes polaridades mediante 

la técnica CEC. En este caso, el empleo de monómeros de PEGDA de 

diferentes longitudes de cadena del grupo alquilo permitió modificar la 

hidrofobicidad de la fase estacionaria resultante, así como también una 

manipulación en las eficacias de separación obtenidas. En primer lugar, se 

optimizó la composición de las mezclas de polimerización (concentración y 

longitud de cadena del PEGDA, concentración de porógenos y temperatura de 

polimerización). Se caracterizaron morfológicamente las fases monolíticas 

mediante SEM, y se evaluó la eficacia de separación cromatográfica de las 

columnas sintetizadas empleando una mezcla de alquilbencenos como soluto 

test, obteniéndose valores cercanos a 76.000 platos m-1 con una mezcla 

compuesta por el monómero de PEGDA 700.  

Posteriormente, se demostró la viabilidad de esa misma fase estacionaria 

en la separación mediante CEC de pequeños solutos polares de naturaleza 

diferente como son los compuestos organofosforados, derivados del ácido 

benzoico y sulfonamidas, que se emplearon como soluto test en este trabajo. 

Cabe destacar la elevada eficacia cromatográfica que se obtuvo en la 

separación de sulfonamidas, en concreto 144.000 platos m-1. Además, las 

columnas sintetizadas exhibieron excelentes reproducibilidades con valores de 

coeficiente de variación por debajo del 2,5 %, lo que confirma los beneficios 
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de utilizar el monómero de PEGDA en las mezclas de polimerización debido 

al alto grado de entrecruzamiento que genera. 

Asimismo, cabe destacar que el empleo de PEGDA como único monómero 

en la mezcla de polimerización, sin la necesidad de recurrir a ningún otro 

agente entrelazante, facilita la preparación y la optimización de las diferentes 

variables que afectan a las propiedades morfológicas y cromatográficas del 

monolito resultante. 

Los resultados de este trabajo se encuentran publicados en la siguiente 

referencia:  

M. Vergara-Barberán, Ó. Mompó-Roselló, J.M. Herrero-Martínez, E.F. 

Simó-Alfonso, Poly (ethylene glycol) diacrylate based monolithic capillary 

columns for the analysis of polar small solutes by capillary 

electrochromatography, J. Sep. Sci. 41(12) (2018) 2632-2639. 
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columns with MeOH for 30 min to remove the pore-forming solvents and 

possible unreacted monomers, and finally pumped with the mobile phase.  

 7.2.4. CEC  

Prior to use, all mobile phases for CEC were degassed by sonication. The 

monolithic column, placed in the CEC instrument, was equilibrated with the 

mobile phase by progressively increasing the applied voltage from 0 kV to -

30 kV, until a constant current and a stable baseline were observed. 

Separations were performed at 25 °C (at several voltages). In all cases, the 

inlet and outlet vials were pressurized at 1 MPa with nitrogen. The test 

mixtures were injected electrokinetically under -30 kV for 7 s. The mobile 

phase was composed by 50:50 (v/v) ACN-water containing 5 mM 

acetic/acetate buffer at pH 3.0. Detection was performed at 214 nm. 



Capítulo 7: Polímeros hiperentrecruzados como fase estacionaria en electrocromatografía 

225 

  a V
alues obtained for hexylbenzene 

b Evaluated as 
, w

here L is the colum
n length, 

 is the the m
obile phase viscosity (50:50, v/v A

C
N

:H
2O

), u the linear 

flow
 velocity, and 

P is the pressure drop across the colum
n 

C
olum

n 
M

onom
er:Porogen 

(w
t:w

t, %
) 

M
eO

H
:E

t2 O
 

(w
t:w

t, %
) 

Polym
erization 

C
onditions 

H
m

in a (μm
) 

Perm
eability 

(K
0 ) b (10

-14 m
2) 

PEG
D

A 250 
 

 
 

 
 

C
1 

32.2:67.8 
100:0 

10 m
in, 0ºC 

- 
- 

C
2 

28.5:71.5 
100:0 

10 m
in, 0ºC 

- 
- 

C
3 

28.4:71.6 
99.1:0.9 

10 m
in, 0ºC 

165 
8.1 

C
4 

21.4:78.6 
98.3:1.7 

10 m
in, 0ºC 

107 
11.1 

C
5 

21.4:78.6 
95.9:4.1 

10 m
in, 0ºC 

35.2 
13.0 

PEG
D

A 575 
 

 
 

 
 

C
6 

21.4:78.6 
17.1:82.9 

10 m
in, 0ºC 

- 
- 

C
7 

21.4:78.6 
17.1:82.9 

10 m
in, R

T 
43.4 

4.2 
PEG

D
A 700 

 
 

 
 

 
C

8 
21.4:78.6 

0.7:99.3 
10 m

in, R
T 

13.2 
2.8 

T
able 7.1. C

om
position of polym

erization m
ixtures, experim

ental conditions used for polym
erization, efficiency and 

perm
eability for the PEG

D
A

-based m
onoliths investigated in this study. 



Bloque III: Aplicación de monlitos en técnicas cromatográficas miniaturizadas 

226 

7.3. Results and discussion 

7.3.1. Preparation and characterization of UV-polymerized poly(ethylene 
glycol) diacrylate-based monoliths 

To prepare the PEGDA-based monolithic columns, UV-polymerization 

was selected since presents some advantages over thermal initiation such as 

fast preparation, higher bed uniformity, and easy selection of polymerization 

regions by using masks [18, 19, 21, 25]. The conditions to prepare PEGDA-

based monoliths were adapted from a previous work [19]. Thus, PEGDA 250 

was firstly investigated, and the initial composition of the polymerization 

mixture was 32.2 wt.% monomers (99.6 wt.% PEGDA 250 and 0.4 wt.% 

META) and 67.8 wt.% porogens (100 wt.% MeOH and 0 wt.% Et2O). A 1 

wt.% DMPA with respect to the monomer was also added. The 

polymerization was carried out at 0ºC. However, the resulting column (Table 

7.1, Column C1) showed a very low permeability, due to the highly dense 

polymeric bed formed. This is well evidenced in the SEM micrograph of this 

monolith (Figure 7.1A). For this reason, polymerization mixtures containing 

higher porogen weight fraction were prepared. When the porogenic solvent 

was increased to 78.5 wt.% (column C2), the bed permeability also remained 

low. The interpretation of this morphological behaviour could be explained by 

considering that the formation of monolithic bed is highly depending of 

solvating conditions for the growing polymers of PEGDA monomer [19, 21]. 

Indeed, these authors have demonstrated that MeOH is a good solvent for the 

growing polymer chains during polymerization, giving a polymer with 

extremely small pores. Consequently, the MeOH content in the porogenic 

solvent was reduced (Table 7.1, columns C3-C5). These monoliths showed 

better permeability (with values comprised between 8.1 and 13.0 10-14 m2, see 

Table 7.1) than columns prepared with MeOH (columns C1-C2). It was also 

confirmed in Figures 7.1B-D, where slightly larger globules were evidenced, 

and these columns were chromatographically tested. The column efficiency 

was evaluated by measuring the minimum plate height (Hmin) of hexyl 
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benzene as test solute. As observed in Table 7.1, with decreasing methanol 

content, a decrease in Hmin values in PEGDA 250 monoliths was obtained. 

 

Figure 7.1. SEM micrographs of PEGDA 250-based monolithic columns: C1 

(A), C3 (B), C4 (C) and C5 (D). Details of the polymerization composition 

and conditions are given in Table 7.1. 

However, monoliths prepared at contents 93.5 wt.% of methanol or even 

lower contents partially polymerized in small segments within the capillary, 

likely caused by a poor solvation of growing nuclei in the initial stages of 

polymerization. Figure 7.2A shows the electrochromatogram of a test mixture 

of alkyl benzenes obtained on the column C5 that provided the best Hmin.  

Once the PEGDA 250 monolithic column composition was optimized, the 

influence of other PEGDA monomers (PEGDA 575 and 700) containing 

different length of ethylene glycol chains or units was also investigated. For 

this purpose, using the best polymerization conditions found for PEGDA 250 

monoliths (column C5), but replacing this monomer by PEGDA 575, 

A B

C D C5D
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monolithic columns were prepared at ca. 0ºC. However, a transparent wax 

was formed with extremely small pores (data not shown).  

 

 
Figure 7.2. CEC separation of alkylbenzenes with different PEGDA-based 

monoliths: PEGDA 250 (column C5) (A), PEGDA 575 (column C7) (B); 

PEGDA 700 (column C8) (C). Details of the polymerization composition and 

conditions are given in Table 7.1. Experimental conditions: mobile phase, 

50:50 (v/v) ACN-water containing 5 mM acetic/acetate buffer at pH 3.0; 

electrokinetic injection, 10 kV × 7 s; separation voltage, -30 kV. Peak 

identification: 1, uracil; 2, toluene; 3, ethylbenzene; 4, propylbenzene; 5, 

butylbenzene; 6, pentylbenzene and 7, hexylbenzene. 
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This behavior can be explained by an increase in ethylene glycol units 

(from  4-5 to  9-10 from PEGDA 250 to PEGDA 575) making that MeOH 

be better solvent for the growing polymer chains during polymerization 

[19,21]. The content of MeOH was also reduced (up to 17.1 wt%, column 

C6); however, the permeability of the resulting column was really low. In 

order to improve this feature, polymerization of this monolith was conducted 

at room temperature. As already reported [19,26-29], temperature affects both 

the decomposition rate of initiator (nucleation rate) and solvating properties of 

the solvent of polymer. At room temperature, the formation of nuclei with 

longer chain lengths should be expected compared to polymerization at lower 

temperatures, which would translate into large globules and pores. Indeed, 

SEM pictures taken of columns C6 and C7 (Figures 7.3A and B, 

respectively) corroborated this behavior. This last column exhibited a plate 

height of 43.4 μm. Lower MeOH contents (up to 10.5 wt%) were tried; 

however, the columns gave efficiency values quite similar to column C7, 

accompanied by a slight reduction in its permeability (< 3.5 10-14 m2). Taking 

into account all these above considerations, a similar optimization study of the 

MeOH content in porogenic solvent was also performed for PEGDA 700. The 

conditions and composition details that provided the best permeability 

(Figure 7.3C) and efficient monoliths for PEGDA 700 (column C8) are 

indicated in Table 7.1.  

Then, mixture of alkylbenzenes was also carried out under the best 

polymerization conditions achieved for columns synthesized with PEGDA 

575 and PEGDA 700 (Figures 7.2B and C, respectively) under same 

separation conditions. As can be seen, when PEGDA 250 is used (Figure 

7.2A), a satisfactory separation of analytes was observed in reasonable short 

times (less than 15 min). When PEGDA 575 was selected, a loss of resolution 

in the separation of alkylbenzenes with a concomitant increase in retention 

time (ca. 30 min) was evidenced (Figure 7.2B). 
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Figure 7.3. SEM micrographs of several PEGDA-based monolithic columns: 

PEGDA 575 (column C6) (A), PEGDA 575 (column C7) C3 (B), and 

PEGDA 700 (column C8) (C). Details of the polymerization composition and 

conditions are given in Table 7.1. 

On the other hand, PEGDA 700 columns showed a good separation of test 

solutes, exhibiting better resolution than that obtained with PEGDA 250 at 

expense of longer analysis time. As suggested Lee and co-workers [19,21], 

these changes in retention and efficiency cannot be ascribed to the differences 

in the ethylene glycol chain length (from PEGDA 250 to PEGDA 700), and 

other factors such as the polymerization conditions may induce changes in 

retention but also changes in monolith morphology. Taking into account the 

higher performance of PEGDA 700 monolith, it was selected for further 

studies. The CEC column efficiencies (approx. 76,000 plates m-1) found for 

this polymer monolith were favorably compared to those reported by others 

for highly cross-linked monoliths evaluated using capillary LC [19,21]. For 

example, our column efficiencies were better than the values of 60,000 plates 

m-1 obtained by Liu et al. [18] for alkylbenzenes using poly(pentaerythritol 

B A 

C 
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tetraacrylate) monoliths. Also, our plate numbers were slightly lower than 

those reported (up to 100,000 plates m-1) for PEGDA-700 monolith using 

alkylparabens as test solutes [21].  

7.3.2. Separation of small polar compounds 

The CEC performance of the PEGDA-700 monolithic columns containing 

was then evaluated using different mixtures of polar test analytes. Figure 7.4 

shows the separation of a mixture of OPPs under the mobile phase same 

conditions as in Figure 7.2. These compounds were satisfactorily resolved 

with column efficiencies of up to 64,000 plates m-1. These analytes also 

showed a decrease of retention when the ACN content increased (data not 

shown), thus indicating a predominant RP mechanism. Indeed, the plots of log 

retention factor versus the 1-octanol-water coefficient (log Po/w) of these 

solutes showed positive correlations (r > 0.999), which confirmed these 

findings. 

To further demonstrate the excellent performance of PEGDA-700 

monolith, mixtures of hydroxyl benzoic acids and sulphonamides were 

analyzed. Thus, the separation of four benzoic acids (including phthalic, 

salicylic, 2-iodebenzoic and benzoic acids) was accomplished (see Figure 

7.5). Under these conditions, the mixture of these acids was baseline resolved 

with large efficiency values (up to 80,000 plates m-1). In this case, the 

separation mechanism of these compounds on this column was a combination 

of electrophoretic mobility, electrostatic interactions of these solutes with the 

ionizable META moieties, and hydrogen bonding or dipole-dipole 

interactions with polar ethylene chains on the PEGDA monolith surface. In 

any case, the retention behaviour of this charged sample demonstrates that the 

main separation mechanism is still RP mechanism. 
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Figure 7.4. CEC separation of OPPs on a PEGDA 700 monolithic column 

(column C8). CEC conditions as in Figure 7.1, but the separation voltage was 

-20 kV. Peak identification: 1, uracil; 2, fensulfothion; 3, malathion; 4, 

prophenofos; 5, dialifos; 6, chlorpyrifos; 7, sulprofos. 

Sulfonamides, a group of commonly used veterinary drugs, was also used 

to evaluate the applicability of PEGDA-700 monolith. As can be seen in Fig. 

9.6, a satisfactory separation of seven sulfonamide antibiotics was evidenced 

with efficiency values up to 144,000 plates m-1 with very low tailing. At the 

mobile phase conditions selected (pH 3.0), the sulfonamides were mainly in 

their molecular form, and their elution order was strongly correlated with log 

Po/w, which supports again that the hydrophobic interaction with stationary 

phase played a key role in their separation. The efficient separation obtained 

here was better than those reported in previous studies [30, 31], where polar 
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monomers (such as hexanediol ethoxylate diacrylate or methacrylic acid) 

were incorporated to alkyl methacrylate monolithic columns failed in the 

capillary LC separation of these polar solutes. Recently, the same authors 

have described poly(alkyl methacrylate-co-divinylbenzene) monolithic 

columns under gradient elution mode, showing acceptable efficiencies (given 

in terms of peak widths below 21 s), which could be favourably compared 

with our results. 

 

Figure 7.5. CEC separation of benzoic acid derivatives on a PEGDA 700 

monolithic column (column C8). CEC conditions as in Figure 7.4. Peak 

identification: 1, phthalic acid; 2, salicylic acid; 3, uracil; 4, 2-iodobenzoic 

acid and 5, benzoic acid. 

The repeatability of monolithic columns prepared using PEGDA 700 was 

also evaluated. For this purpose, several CEC parameters (EOF time, retention 

factor and Hmin of hexylbenzene) were determined. The run-to-run 

repeatability was evaluated from series of three injections of the alkylbenzene 
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test mixture at the conditions given Figure 7.2C, while the column-to-column 

reproducibility was estimated from three columns prepared using the same 

polymerization mixture. For all tested parameters, the RSD values were below 

2.5%, which confirmed the good reproducibility of column fabrication 

process. 

 

Figure 7.6. CEC separation of sulfonamides on a PEGDA 700 monolithic 

column (column C8). CEC conditions as in Figure 7.4. Peak identification: 1, 

uracil; 2, sulfaguanidine; 3, sulfadiazine; 4, sulfathiazole; 5, sulfapyridine; 6, 

sulfamethazine; 7, sulfomonomethoxine and 8, sulfisoxazole. 
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7.4. Conclusions 

In this work, a series of PEGDA-based monolithic columns for CEC 

separation of small molecules have been synthesized and characterized. 

Different monomers of PEGDA with different PEG chain length (PEGDA 

250, 575 and 700) were investigated and thoroughly compared to separate 

efficiently small molecules. The results showed that PEGDA 700 monolithic 

column was found to provide the best separation performance with respect to 

efficiency, permeability and reproducibility. The feasibility of this column for 

separating small polar analytes (OPPs, benzoic acid derivatives and 

sulfonamides) has also demonstrated. Indeed, large chromatographic 

efficiencies (up to 144,000 plates m-1) were achieved, particularly, for certain 

“problematic” solutes (e.g. sulfonamides), where satisfactory separation 

performances were found compared to prior results obtained using other alkyl 

methacrylate-based monolithic columns containing highly hydrophilic 

monomers. Besides, the fabricated columns exhibited excellent 

reproducibility with RSD values below 2.5%, which strongly remarks the 

benefits of using this highly cross-linked single monomer.  
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