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ARTICULO

RESUMEN

El desarrollo de metodologias analiticas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente implica entre
ofros objetivos el consumo reducido de reactivos y disolventes, asi como la disminucion de los residuos
generados o la reutilizacion de los mismos en un proceso circular. Si hay una téenica analitica con mds Polabros Clove:
amplia utilizacién tanto en los laboratorios de la industria farmacéutica como en los laboratorios de
conirol, esta es la cromatografia de liquidos. En este trabajo se realiza una breve revision de las estra-
tegias a sequir para lograr unas metodologias de separacion sostenibles sin renunciar a las caracteristicas
de sensibilidad, selectividad, eficacia, precision y exactitud que acompaiian a una técnica sélida y esta- | * i
blecida como es la HPLC. Ademds, se demuestra la utilizacion de fases estacionarias de silice superfi- férmocos anitumorales
cialmente porosa tipo “core-shell’, que, por sus caracteristicas de tamaiio y porosidad, puede suponer
un ahorro de un 50% en el volumen de los residuos generados, o el empleo de fases méviles modificadas Keywords:
con liquidos idnicos que permite la reduccion de los tiempos de andlisis con el objetivo de lograr una
cromatografia respetuosa con el medio ambiente. Se discuten estas alternativas en el contexto del andlisis

modificadores de fases moviles
liquidos i6nicos
particulas superficialmente porosas

mobile phase additives

de farmacos. ionic liquids
superficially porous silica particles
anti-cancer drugs

ABSTRACT

The development of sustainable and environmentally friendly analytical methodologies involves, among
other objectives, the reduced consumption of reagents and solvents, as well as the reduction of the waste
generated or the reuse of the same in a circular process. If there is one analytical technique that is more
widely used in both pharmaceutical industry laboratories and control laboratories, it is liquid chromatog-
raphy. In this work, a brief review is made about the strategies fo be followed to achieve sustainable
separation methodologies without renouncing the characteristics of sensitivity, selectivity, efficiency, pre-
cision and accuracy that accompany a solid and established technique such as HPLC. In addition, the use
of stationary phases with superficially porous silica particles, "core-shell” type, which, due to their size
and porosity characteristics, can lead to a saving of 50% in the volume of waste generated. Furthermore,
the use of modified mobile phases with ionic liquids allows the reduction of analysis times with the aim
of achieving an environmentally friendly chromatography. These alternatives are discussed in the confext
of drug analysis .
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1. INTRODUCCION

Los dltimos treinta afios se han caracterizado por una me-
jora de los estandares de calidad de vida en los paises industriali-
zados. En determinados aspectos, ello tiene consecuencias negativas
en el medio ambiente. De ello surge la motivacion y la bisqueda
de mefodologias respetuosas con el medioambiente (“environmen-
tally-friendly”) (1,2). En el campo de la quimica analitica, se han
ido introduciendo metodologias, procedimientos y técnicas cuya fi-
nalidad es reducir el impacto medioambiental que de los distintos
métodos analiticos se derivan (3). Desde el control de calidad de
materias primas y productos terminados en la industria farmacéu-
tica, las determinaciones analiticas en laboratorios de control ofi-
ciales (Agencias Estatales y Europeas, de control de medicamentos,
alimentos, contaminantes ambientales...) hasta en la rutina de los
laboratorios de andlisis clinicos, se ha intentado buscar métodos ca-
lificados como “verdes” o “sostenibles”, que tiendan a disminuir los
residuos generados en el proceso analitico. En los dltimos afios dis-
tintas publicaciones cientificas de revision en el campo de la quimica
analitica sostenible (4,5,6) analizan cdmo las metodologias que,
desarrolladas para un formato que podriamos denominar conven-
cional, se han transformado en metodologias sostenibles. Asi, una
gran parte de los procedimientos de pre-tratamiento analitico se
ha transformado en sus equivalentes “micro” o miniaturizados (7,8).

En los dltimos afos se han ido introduciendo diferentes
formas de evaluar la sostenibilidad de los métodos analiticos (9)
como: NEMI (National Environmental Method Index), GAP! (Green
Analytical Procedure Index), AMGS (Analytical Method Greenness
Score), y AGREE (Analytical greenness), entre otros. La reduccion
del nimero y del tamafio de la muestra, la eleccion de las técnicas
de muestreo directo tratando de evitar aquellas que impliquen un
pre-tratamiento, la miniaturizacion en las medidas, las determina-
ciones analiticas “in situ”, asi como la utilizacion de disolventes y
reactivos “renovables” y “reutilizables”, la disminucion de residuos
generados, o bien, el descenso del consumo de energia, son algunas
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de las variables a considerar para que una técnica analitica pueda
ser calificada como sostenible.

Pocas técnicas instrumentales han alcanzado tanto grado
de madurez y aplicacién para los andlisis de rutina como la croma-
tografia de liquidos de alta eficacia (HPLC). Ello se debe en parte
a la gran diversidad de las aplicaciones de esta técnica en aspectos
tan significativos como el andlisis y purificacion de farmacos, la de-
terminacion de pardmetros de inferés en clinica y toxicologia o el
andlisis y la cuantificacion de numerosos compuestos de inferés hio-
l6gico, nutricional y medioambiental. Hoy en dia, la cromatografia
de liquidos de alta eficacia (HPLC) es la técnica analitica mds em-
pleada rutinariamente en la industria farmacéutica. Aunque la can-
tidad de residuos de disolventes orgdnicos generada por un equipo
de HPLC utilizado a pleno rendimiento no es demasiado grande
(aprox. 0,5-1 L/dia), el efecto acumulativo de cientos de miles de
equipos de HPLC de fodo el mundo hace que el volumen de residuos
generados a nivel global sea preocupante (10). Por ello, cada vez
son mayores los esfuerzos por hacer de la cromatografia de liquidos
una técnica analitica “verde” (11) dentro de lo que se denomina
quimica sostenible. En el caso de la cromatografia, estos esfuerzos
se basan en reducir el volumen de los disolventes de desecho, rem-
plazar los disolventes no respetuosos con el medio ambiente por
otros que si lo son (agua y alcoholes (12)), y reciclar (13) los disol-
ventes a través de procesos respetuosos con el medio ambiente. Por
todo ello, los profesionales que trabajamos en cromatografia y sa-
bemos de su gran eficacia y versatilidad como técnica analitica de-
bemos preguntarnos: é(émo podemos convertir la cromatografia
de liguidos en una metodologia mds respetuosa con el medio am-
biente?La respuesta mds sencilla a esta pregunta se basa en el di-
sefio y desarrollo de metodologias en las que el volumen de los
residuos generados sea minimo y, ademds, éstos sean respetuosos
con el entorno. Si nuestra muestra a analizar contiene compuestos
contaminantes, se tratard de tomar medidas para evitar que con-
tamine en gran escala a los residuos generados en el andlisis. Esta
idea se esquematiza en la Figura 1.
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Figura 1. Tipos de residuos generados en cromatografia en funcion de la naturaleza de la muestra y de los disolventes empleados en la fase mévil. El color rojo simboliza
la situacion desfavorable, y el color verde indica un resultado favorable desde el punto de vista medioambiental.
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“A priori”, en cromatografia de liquidos, la forma mds
sencilla de reducir el consumo de disolventes y residuos, es reducir
el tiempo de andlisis, lo que a su vez conlleva un importante ahorro
energético. En equipos convencionales de HPLC se puede lograr re-
ducir el tiempo de andlisis y por tanto el consumo energético:

- Reduciendo la longitud de la columna (por ejemplo 50 mm
frente a 150 mm convencionales)

- Reduciendo el didmetro interno de la columna (por ejemplo
2,1 mm frente a 4,6 mm convencionales)(10, 14).

- Reduciendo el tamaiio de las particulas que forman la fase es-
tacionaria (por ejemplo 3 pum frente a 5 Lum)

La modalidad denominada UHPLC (“ Ultra-High Pressure
Liquid Chromatography'), proporciona separaciones rdpidas y efi-
caces con un ahorro de hasta un 80% en el consumo de disolventes,
dado que el tiempo de andlisis puede reducirse a la décima parte
en comparacién con los sistemas convencionales de HPLC. De esta
manera son posibles separaciones rdpidas sin sacrificar la resolucion,
gracias a la utilizacion de columnas empagquetadas con particulas
de didmetro inferior a 2 m. Sin embargo, la reduccion del tamafio
de particula conlleva el aumento en la presion en la columna asi
como el calentamiento por friccion debido a las presiones elevadas.
Ademds, se hace necesario el empleo de bombas capaces de trabajar
a presiones mds elevadas (max. 1300-1500 bares, UHPLC) que las
utilizadas en separaciones convencionales (mdx. 400-600 bares,
HPLC). Asi, mientras que columnas empaquetadas con particulas
totalmente porosas con tamaiios de particula de 3-5 m dan sepa-
raciones robustas independientemente del equipo instrumental de
HPLC empleado, sin embargo, la eleccion del equipo instrumental
para UHPLC trabajando con particulas totalmente porosas con did-
metro inferior a 2 m resulta determinante (15). Por todo ello hay
que considerar: a) los volimenes exira columna, e intentar redu-

cirlos o minimizarlos, b) las caracteristicas técnicas de las bombas y
los inyectores, y ¢) la importancia de los hornos para columnas en
la eficacia y selectividad de las separaciones. La Figura 2 muestra
una comparacion de las caracteristicas de las columnas rellenas con
particulas superficialmente porosas.

Una alternativa respetuosa con el medio ambiente y cuyas
condiciones de trabajo no implican presiones tan elevadas como el
UHPLC, es la utilizacion de columnas empaquetadas con particulas
de silice superficialmente porosa, tipo “core-shell’. Estas particulas
estdn constituidas por un nicleo duro de silice fundida rodeado de
una serie de capas de silice porosa que les confieren caracteristicas
idoneas desde el punto de vista cromatogrdfico.

Las fases estacionarias de nicleo de silice fundido (16,17,
18) se conocian desde mediados de los afios 90 del siglo pasado,
pero se empezaron a comercializar en 2006. Estdn disponibles en
una variedad quimica considerable de rellenos con un gran potencial
en la resolucion de problemas analiticos (19), y, ademds, presentan
significativas ventajas con respecto a las particulas totalmente po-
rosas; asi, particulas superficialmente porosas de 5 pm poseen la
eficacia de las separaciones comparable a la de particulas totalmente
porosas de 2 pm permitiendo trabajar a presiones bajas similares
a las presiones de trabajo en HPLC pero con eficacias semejantes a
las de UHPLC, lo que conlleva una disminucion en el tiempo de and-
lisis de 3-10 veces y un ahorro en el consumo de energia y disol-
ventes que varia entre el 50-80 % segin las condiciones de
separacion. Ademds, a diferencia de las fases estacionarias de par-
ticulas sub-2 pm totalmente porosas utilizadas en UHPLC, las fases
estacionarias de particulas superficialmente porosas pueden utili-
zarse en equipos de HPLC convencionales y sélo requieren adapta-
ciones sencillas como la reduccion en el didmetro interno de las
conexiones para reducir el volumen muerto, ya que volimenes

Figura 2. Comparacion de las caracteristicas de las separaciones en cromatografia de liquidos (HPLC y UHPLC) segin el tamaiio de las particulas de silice totalmente

porosa empleado en las columnas analiticas.
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muertos significativos contribuyen a la disminucion de la eficacia.
Presentan la desventaja de que su capacidad de carga es sensible-
mente menor por lo que hay que inyectar disoluciones suficiente-
mente diluidas. En la Figura 3 se muestran dos cromatogramas
correspondientes a la separacion de los dos mismos compuestos en
una fase superficialmente porosa y totalmente porosa. Se puede
apreciar que la refencién de los analitos en las fases “ core-shell' es
significativamente menor como se ilustra con las flechas, y ello se
traduce en menores tiempos de refencion con eficacias mayores.

Asimismo, se pueden lograr separaciones sostenibles
utilizando fases estacionarias convencionales y modificando las fases
méviles mediante la utilizacion de disolventes respetuosos con el
medio ambiente, asi como el empleo de agua a temperaturas
elevadas y en condiciones de temperatura sub-critica (20). Estas
alternativas han sido revisadas detalladamente (4). La sustitucion
de acefonitrilo por etanol y ofros disolventes eco-compatibles ha
sido exhaustivamente revisada y aplicada al andlisis de farmacos
(21). Por ejemplo, la separacion isocrdtica de rosuvastatina utili-
zando fases estacionarias de octilsilano y como fase mévil
etanol:metanol:acetato de efilo (6:3:1) altamente eco-compatible
proporciona una buena sensibilidad y exactitud para la determina-
(ion de este principio activo en formas farmacéuticas (22).

El empleo de aditivos en las fases moviles fundamental-
mente tensioactivos (23, 24), ciclodextrinas (25, 26) o liquidos i6ni-
cos (27, 28) permite la utilizacién de fases méviles mayoritariamente
acuosas con columnas y equipos de HPLC convencionales, lo que
convierte las separaciones en metodologias sostenibles.

Los liquidos i6nicos (ILs) lo constituyen un amplio y com-
plejo grupo de compuestos, sales liquidas a temperatura inferior a
100°C. La singulares propiedades que poseen se deben a que son
compuestos completamente ionicos semejantes a las sales cldsicas
como el NaCl, por ello difieren significativamente de los liquidos
moleculares (disolventes en general). Tienen muy baja volatilidad,
buena estabilidad térmica, buena conductividad eledtrolitica, amplio
intervalo de viscosidades, buena miscibilidad y ademds no son in-
flamables (29). Estdn constituidos por un catién orgdnico (alquilpi-
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ridinio, alquilpirrolidino, alquilimidazolinio, alquilfosfonio, alqui-
lamonio) y un contraién que suele ser inorgdnico, desde cloruro a
tetrafluoroborato. Los ILs poseen un gran potencial de aplicacion
en las distintas técnicas analiticas; en cromatografia de liquidos,
puesto que son miscibles con una gran variedad de disolventes uti-
lizados en HPLC, tanto agua como disolventes orgdnicos. Asi se ha
descrito la significacion de la adsorcion de estos liquidos idnicos
sobre los grupos silanol (30) de las fases estacionarias que no ha
sido recubierfos de forma efectiva en el proceso de “end-capping’
lo que conlleva a un significativo incremento de la eficacia de la se-
paracion. Incrementan la selectividad de las separaciones debido a
la interaccion con los analitos y generan separaciones mds eficaces
debido a su adsorcion sobre las fases estacionarias. Reducen la re-
tencion de los analitos bdsicos sobre las fases estacionarias al mismo
tiempo que favorecen la simetria de los picos e incrementan la re-
solucion de numerosos compuestos (31, 32).

En el presente articulo se describe la separacion de anti-
tumorales inhibidores de topoisomerasas utilizando fases estacio-
narias superficialmente porosas y se compara con la separacion en
fases estacionarias convencionales utilizando liquidos ionicos como
aditivos en las fases méviles y se valoran las ventajas y limitaciones
no solamente desde las condiciones analiticas de la separacion sino
también desde el punto de vista de la sostenibilidad.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Instrumentacion y reactivos

Para la verificacion de la concentracion de las disoluciones
patron de los antitumorales a separar se ha empleado un especiro-
fotdmetro de absorcion UV-Vis de doble haz Kontron Uvikon 810P
y un especirofotdmetro de absorcion UV-VIS Cary 60 de Agilent con-
trolado mediante el software Cary WinUV8, siempre se han utili-
zando cubetas de cuarzo de 1 cm de paso éptico. Se utilizé un
pH-metro Crison Micro-pH 2001 calibrado diariamente con disolu-
ciones reguladoras de pH 4,00 y 7,00, para la preparacion de las
disoluciones tampdn empleadas en las separaciones.

Figura 3. Cromatogramas obtenidos en las separaciones de dos analitos en fases estacionarias de particulas de silice totalmente porosa (A) y particulas de silice superfi-

dalmente porosa, “core-shell” (B). R: respuesta del detector, f;: tiempo de retencién
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En las separaciones cromatogrdficas se ha utilizado un
cromatégrafo de liquidos HPLC de la firma Merck-Hitachi provisto
de una bomba de gradiente cuaternario (L-7100), un sistema de
termostatizacion por efecto Peltier para columnas (Horno L-2300),
el cual se programé para mantener la temperatura a 25 °C para
todos las separaciones. El equipo posee un detector de fluorescencia
(L-7485). Como condiciones de deteccion se utilizo A, = 370 nmyy
Lo = 440 nm ya que a estas longitudes de onda tanto la campto-
tecina como la luotonina A se excitan y emiten. El control del sistema
cromatogrdfico fue realizado por ordenador a través del software
HPLC System Manager, version 4.1. En los experimentos con colum-
nas de silice fotalmente porosa se emplearon capilares de acero in-
oxidable de 1000 x 0,2 mm (longitud X didmetro interno) del
inyector a la columna y de PTFE de 450 < 0,2 mm (longitud X
didmetro inferno) de la columna al detector. En estas condiciones
experimentales, se empled un inyector Rheodyne 7725i con bucle
de 20 L. En el caso de las columnas de silice superficialmente po-
rosa se ufilizaron capilares Viper (Dionex) de 750 X< 0,13 mm (lon-
gitud X didmetro interno) y de 350 x 0,13 mm (longitud X
didmetro interno) como conexiones del inyector a la columna y de
la columna al detector respectivamente, con el fin de reducir el vo-
lumen muerto y minimizar el ensanchamiento de los picos. En estas
condiciones experimentales, se empled un inyector Rheodyne 7725i
con bucle de 5 L con la finalidad de adaptarlo a la capacidad de
carga de las columnas de silice superficialmente porosa. Las colum-
nas empleadas fueron: a) columna analitica para elucion en fase
inversa Luna C18 (silice totalmente porosa, 5 um, 150 x 3 mm; ta-
mafio de particula, longitud X didmetro interna) de Phenomenex;
y b) columna analitica para elucion en fase inversa Kinetex C18 (si-
lice superficialmente porosa, 2,6 LLm, 50 x 3 mm; tamaiio de parti-
cwla, longitud X didmetro interno) de Phenomenex, equipada con
una pre-columna de seguridad también (18 de Phenomenex.

Todos los disolventes utilizados fueron calidad espectros-
copia o calidad cromatografia. El agua ultrapura se obtuvo gracias
al equipo Milli-Q Direct 8 de Millipore. Los antitumorales campto-
tecina y luotonina A fueron suministrados por Sigma. Los liquidos
i6nicos cloruro de 1-butil-3-metil-imidazolinio y cloruro de 1-butil-
1-metil-pirrolidinio también se adquirieron en Sigma-Merck.

Las fases maviles se filtraron con ayuda de vacio, a través
de filtros de membrana de poliamida de tamaiio de poro de 0,45
pmy 47 mm de didmetro (GPH, Waters) en el caso de las columnas
Luna (18, y filiros de membrana de nylon de tamafio de poro de
0,22 um y 47 mm de didmetro (Phenomenex) en el caso de las co-
lumnas Kinetex C18. En ambos casos seguidamente se aplicd soni-
cacion durante 30 min para facilitar su desgasificacion.

2.2 Preparacién de patrones, liquidos iénicos y disoluciones
tampon

Se prepararon disoluciones patrén de camptotecina y luo-
tonina A, pesando una cantidad apropiada y disolviéndola en di-
metilsulfoxido en concentracion 1,0 x 103 M. Se verificd el valor de
la concentracion de estas disoluciones mediante la determinacion
especirofotométrica de disoluciones 100 veces diluidas en etanol o
acetonitrilo. Se determind exactamente el valor de la concentracion
a través de la absorbancia medida en los mdximos de absorcion y
teniendo en cuenta los valores de las absortividades molares, para
la camptotecina (1., = 368 nm, &= 27530) (33) y la luotonina
A (x,,= 342 nm, £ = 16218) (34). Estas disoluciones se alicuo-
taron y se mantuvieron a -20 °C. Las disoluciones de camptotecina
y luotonina A se prepararon independientemente en concentracion
1,0x 107 M en las fases méviles, segin las condiciones experimen-
tales a estudiar y seguidamente se filiraron a través de filtros de
muestras de 45 m de tamaiio de poro. Las disoluciones de camp-
totecina se mantuvieron en bafio de hielo para reducir al minimo
la formacion del carboxilato de la camptotecina.

Se prepararon disoluciones acuosas de 1-butil-3-metil-
imidazolinio, y cloruro de 1-butil-1-metil-pirrolidinio en concentra-
cion 0,5 M (500 mM) y a partir de estas se ensayaron las
concentraciones de 10, 20, 30,40 y 50 mM en tampén acético/acetato
de amonio 10 mM (pH = 3,0) como parte acuosa integrante de la
fase movil.

La separaciones se realizaron en elucion isocrdtica, ace-
tonitrilo:agua; 40:60 y 35:65; v:v utilizando un caudal de 0,5
mL/min en el caso de las columnas de silice totalmente porosa y con
una fase movil acetonitrilo:tampdn acetato; 35:65; v:v utilizando
un caudal de 0,5 mL/min en las columnas de silice superficialmente
porosa.

Para evaluar la eficacia de la separacion se determind el
nimero de platos tedricos, siguiendo el criterio de la Farmacopea
Europea.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados previos de nuestro grupo de investigacion
en las separaciones cromatogrdficas de antitumorales inhibidores
de topoisomerasas permiten la separacion de camptotecina y un
grupo de andlogos de luotonina A (14, 34). Ademds hemos podido
demostrar la eficacia en la estabilizacion de la camptotecina me-
diante cromatografia de liquidos cuantificando las formas farma-
coldgicamente activas de camptotecina (lactona) y la forma carente
de actividad (carboxilato) gracias a la determinacion de ambas por
RP-HPLC y empleando la luotonina A como patrdn interno. En este
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Figura 4. Cromatogramas obtenidos en las separaciones de camptotecina en fases estacionarias C18 de particulas de silice fotalmente porosa (A) y particulas de silice su-
perficialmente porosa, “core-shell” (B). Caudal 0,5 mL/min. Fase mévil agua o tampdn acuoso de acetato aménico 0,15 M (pH 6,5) y acetonitrilo (ACN) en las proporciones

indicadas.

trabajo hemos puesto de manifiesto el incremento de la actividad
antitumoral de ambos productos naturales (camptotecina y luoto-
nina A) mediante la vehiculizacion de los mismos en forma de com-
plejos de inclusion con ciclodexirinas (35).

En el presente trabajo se describe la separacion de camp-
totecina en columnas de silice modificada y empaquetadas con par-
ticulas de ndcleo de silice superficialmente porosas y se compara
su comportamiento cromatogrdfico con las columnas convencionales
de silie totalmente porosa. Para ello se ha empleado
acetonitrilo:agua como fase mévil. En la Figura 4 se muestra la
comparacion de los cromatogramas obtenidos en la separacion de
camptotecina segin se utilicen fases estacionarias totalmente poro-
sas o superficialmente porosas (“core-shell’).,

Como se aprecia en la Figura 4 al pasar de una fase esto-
cionaria convencional a una fase superficialmente porosa, utilizando
andlogas condiciones de separacion, el tiempo de retencion de la
camptotecina se reduce entre 3,5 y 4 veces con respecio a las fases
estacionarias convencionales y sin que se sacrifique la eficacia de la
separacion. La reduccion del tiempo de andlisis significa un consi-
derable ahorro de tiempo y de disolventes orgdnicos, logrando unas
separaciones cromatogrdficas sostenibles al economizar en la ge-
neracion de residuos y en el consumo energético.

Las separaciones de compuestos bdsicos (por ejemplo, al-
caloides) por HPLC contindan presentado ciertas dificultades, como
asimetria de los picos cromatogrdficos, mostrando “colas” debido a
la adsorcion de los compuestos bdsicos sobre los grupos silanol libres
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Figura 5. Cromatogramas obtenidos en las separaciones de camptotecina y luotoninina A en fases estacionarias C18 de particulas de silice totalmente porosa y empleando
liquidos i6nicos, ILs, como aditivos en las fases moviles (A) cloruro de 1-butil-3-metil-imidazolinio, y (B) cloruro de 1-butil-1-metil-pirrolidinio. Caudal. 0,5 mL/min.
Fases méviles: (1) agua : acetonitrilo; 60:40; v:v; (2) tampén acuoso de acetato aménico 10 mM (pH 3,0): acetonitrilo; 60:40; v:v conteniendo IL en concentracién 20
mM; (3) tampdn acuoso de acetato aménico 10 mM (pH 3,0): acetonitrilo; 60:40; v:v conteniendo IL en concentracion 30 mM.
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Figura 6. Comportamiento de la eficacia y de la selectividad de las separaciones empleando dloruro de 1-butil-3-mefil-imidazolinio (IL) como aditivo en la fase mévil.
(A) Variacién de la eficacia, evaluada como ndmero de platos tedricos N, en funcién de la concentracién de IL en la fase mévil; y (B) Variacién de la selectividad (at) en

funcién de la concentracion de IL en la fase mévil

de las silices quimicamente modificadas. Algunos modificadores de
las fases moviles mejoran la eficacia de las separaciones debido a
su adsorcion sobre las fases estacionarias. Los liquidos idnicos se
encuentran en el grupo de compuestos que pueden “bloquear” los
grupos silanol. Estas interacciones con la fase estacionaria y también
con los analitos en las fases méviles conllevan modificaciones en los
tiempos de refencion de los solutos(36, 37). En la Figura 5 puede
apreciarse como en el caso de los liquidos idnicos utilizados, tanto
el derivado imidazolinio como el pirrolidinio producen un aumento
en el valor del tiempo de retencion de la camptotecina y de la luo-
tonina A. Ademds a medida que aumenta la concentracion de las
sales de imidazolinio y prirrolidinio el incremento en el tiempo de
retencion (t,) es mayor. El aumento en el tiempo de retencion de
estos solutos en presencia de liquidos iénicos, no tiene los efectos
buscados respecto a la sostenibilidad de las fases méviles, ya que
implica un incremento en el consumo de fase movil.

La presencia de liquidos i6nicos en la fase mévil conlleva
una mejora significativa en la eficacia de las separaciones, evaluada
como nimero de platos tedricos (N), asi al aumentar la concentra-
cion de ILs en la fase movil el ndmero de platos tedricos se duplica
tanto para la camptotecina como para la luotonina A. Teniendo en
cuenta esta mejora en la eficacia que se muestra en la Figura 6, se
podria incrementar la proporcién de disolvente orgdnico en la fase
mévil para lograr tiempos de retencion mds cortos, sin embargo,
ello supone un incremento en la proporcion de disolvente orgdnico
lo cual nos aleja de nuevo del objetivo de disefiar separaciones cro-
matogrdficas sostenibles. Asi, estas condiciones de separacion con
una proporcion de disolvente acuoso ligeramente superior al em-
pleado con las fases estacionaras tipo “core-shell”, nos mantiene
dentro de los objetivos de sostenibilidad buscados. En las separa-

ciones en las que se emplean ILs el papel mds relevante en la se-
paracion lo ejerce el cation orgdnico. En este caso se demuestra que
esto es asi, ya que los dos ILs estudiados presentan como anion do-
ruro, por tanto, las diferencias observadas en el tiempo de retencion
de la camptotecina y la luotonina A se deben a las interacciones del
cation del IL en la fase movil. Ambos cationes favorecen la retencion
de los analitos en la fase estacionaria aumentando también el factor
de selectividad de la pareja de analitos (Figura 6).

En conclusion de las dos alternativas propuestas para me-
jorar la sostenibilidad de las separaciones por cromatografia de li-
quidos, el empleo de fases estacionarias de particulas
superficialmente porosas reduce en casi un 50% el tiempo de and-
lisis, el consumo de disolventes y los residuos generados. El empleo
de liquidos i6nicos como aditivos en las fases méviles mejora la efi-
cacia de la separacion pero no logra los objetivos de sostenibilidad
de las separaciones. La combinacion de fases estacionarias de silice
superficialmente porosa y fases méviles que incluyan liquidos idnicos
como aditivos constituye un reto atractivo que podrd aunar una
buena eficacia cromatogrdfica con un reducido consumo de disol-
ventes y energia.
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