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Influencia de un campo | Influence of an oscillating | Influéncia “de/ um campo
magnético oscilante en | magnetic field on polymeric | magnético,, oscilante em
columnas poliméricas con | columns with magnetic | colunas’ poliméricas com
nanoparticulas magnéticas nanoparticles manoparticulas magnéticas
Resumen Abstract Resumo

Las nanoparticulas magnéticas de magnetita Magnetite magnetic nanoparticles/ (MNP) As nanoparticulas de magnetita

(MNP) presentan comportamiento
superparamagnético, lo que les confiere
propiedades importantes como bajo campo
coercitivo, facil modificacion superficial y
niveles de magnetizacién aceptables. Esto
las hace dtiles en técnicas de separacién. Sin
embargo, pocos estudios han experimentado
con las interacciones de las MNP con campos
magnéticos. Por tanto, el objetivo de esta
investigacion fue estudiar la influencia
de un campo magnético oscilante (CMO)
en columnas monoliticas poliméricas con
nanoparticulas magnéticas vinilizadas
(VMNP) para cromatograffa liquida capilar
(cLC). Para ello, se sintetizaron MNP
mediante coprecipitacion de sales de hierro.
La preparacion de las columnas monoliticas
poliméricas se realizé por copolimerizacién
y la agregacion de VMNP. Aprovechando
las propiedades magnéticas de las MNP,
se estudié la influencia de los pardmetros
como frecuencia de resonancia, intensidad y
tiempo de exposicién de un CMO, aplicado.a
las columnas sintetizadas. Como resultado se
obtuvo una mejor separacién de la muestra
segln los parametros medidos, de modo
que se logré una resolucion de la columna
(R) de 1,35. Las propiedades. morfoldgicas
de las columnas fueron evaluadas mediante
microscopfa electrénica de barrido (SEM). Los
resultados de las propiedades cromatogrificas
revelaron que lamejorseparaciénde lamuestra
de alquilbencenos se daen condiciones de 5,5
kHz y 10 min de exposicion en el CMO. Este
estudio constituye una primera aplicacion en
técnicas de separacion cromatograficas para
futuras investigaciones en nanotecnologfa.

exhibit superparamagnetic behavior, which
gives them important properties such as
low coercive field, easy surface modification
and acceptable levels of{ magnetization,
making them useful in separation techniques.
However, few studies/ have experimented
the interactions they have. with magnetic
fields. For this reason, in this research, the
influence of an/oscillating magnetic field
(CMO) on polymeric monolithic columns
containing vinylized ~magnetite magnetic
nanoparticles (VMNP) for capillary liquid
chromatography was studied. For this, MNP
were synthesized, by co-precipitation of
iron salts. The preparation of the polymeric
monolithic columns was carried out by the
copolymerization method and the subsequent
aggregation of VMNP. Taking advantage of
the._magnetic properties of the MNPs, the
influence of various parameters (resonance
frequency, intensity, and exposure time) of an
CMO applied to the synthesized columns was
studied. As a result, a better separation of the
sample according to the measured parameters
was obtained. Thus, achieving a column
resolution (R) of 1.35. The morphological
properties of monolithic columns were
evaluated using scanning electron microscopy
(SEM). The results of the chromatographic
properties showed that the best separation
of the sample of alkylbenzenes (ABS) in
cLC occurs under conditions of 5.5 kHz
and 10 min of exposure in the CMO. This
study constitutes the first application in
chromatographic separation techniques for
future nanotechnology research.

magnética (MNPs) tém comportamento
superparamagnético, o que lhes confere
propriedades importantes como baixo campo
coercitivo, facil modificagdo da superficie e
niveis aceitdveis de magnetizacdo, tornando-
os Uteis nas técnicas de separacdo. No
entanto, poucos estudos foram realizados
experimentando as interacdes exercidas pelos
campos magnéticos. Portanto, o objetivo da
presente investigacdo foi estudar a influéncia
de um campo magnético oscilante (CMO) em
colunas monoliticas poliméricas contendo
nanoparticulas magnéticas vinilizadas
(VMNPs) para cromatografia liquida capilar
(cLC). Para isso, MNPs foram sintetizados por
co-precipitagdo de sais de ferro. A preparagao
das colunas monoliticas poliméricas foi
realizada por copolimerizacdo e subsequente
agregacdo de VMNPs. Em  seguida,
aproveitando as propriedades magnéticas
do MNPs, estudou-se a influéncia de vérios
parametros (frequéncia de ressonancia,
intensidade e tempo de exposicdo) de uma
CMO aplicada nas colunas sintetizadas,
obtendo vantagens como uma melhor
separac¢ao da amostra e uma resolucdo (R, de
coluna de 1,35. As propriedades morfolégicas
das colunas monoliticas foram avaliadas por
microscopia eletronica de varredura (SEM). Os
resultados das propriedades cromatogréficas
mostraram que a melhor separacdo da
amostra de alquilbenzenos (ABS) em cLC
ocorre em condicdes de 5,5 kHz e 10 min de
exposi¢ao na CMO. Este estudo constitui uma
primeira aplicagdo em técnicas de separacdo
cromatografica para futuras investigacdes em
nanotecnologia.

Palabras clave: cLC; frecuencia de oscilacién;
nanoparticulas; superparamagnético.

Keywords: cLC; nanoparticles; oscillation
frequency; superparamagnetic.

Palavras-chave: cLC; frequéncia de oscilagdo;
nanoparticulas; superparamagnetic.
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Influencia de un campo magnético oscilante en columnas poliméricas con nanoparticulas magnéticas

Introduccion

La cromatografia liquida capilar (cLC) es una de las técnicas analiticas
mas utilizadas para el analisis cualitativo y cuantitativo de numerosos
compuestos quimicos. Por tal motivo, el desarrollo de columnas para cLC
ha evolucionado de manera significativa. Dentro de la gran diversidad de
columnas, las monoliticas sobresalen, pues permiten trabajar con flujos
elevados y, por tanto, obtener separaciones rapidas, sin que ello conlleve
el uso de presiones elevadas en el sistema [1,2]. Ademas, el lecho se ancla
directamente a la pared del soporte, por lo que no es necesario el empleo
de fritas de retencion. Estas columnas han sido usadas ampliamente para
separar los componentes individuales de diversas muestras [3,4].

Existen dos tipos de columnas monoliticas: las poliméricas, que
consisten en la obtencion de polimeros organicos mediante polimerizacion
in-situ de una mezcla organica o hidro-orgénica, y las monoliticas de base
de silice, preparadas a partir de un proceso de sol-gel [5,6]. Los monolitos
poliméricos presentan algunas ventajas sobre los de silice, tales como su
rapida y sencilla preparacion, su versatilidad en la funcionalizacion del
polimero y su mayor estabilidad quimica en un amplio intervalo de pH (2-
12) [7]. Estos monolitos fueron ampliamente utilizados en el analisis de
proteinas, moléculas de elevado peso molecular y moléculas pequeiias, en
areas como la alimentaria, la medioambiental y la farmacéutica [8-11].

Por ello, este ultimo tipo de monolitos fue seleccionado para este
estudio. Sin embargo, pese a las ventajas de las columnas monoliticas
poliméricas, hay que tener en cuenta que su limitacion reside en los bajos
valores de area superficial (<10 m%/g) en comparacion con las columnas de
silice. Para resolver este inconveniente, en los ultimos afos, se incorporaron
diversos nanomateriales a dichas fases estacionarias. Asi, por ejemplo, se
describieron monolitos de glicidil metacrilato (GMA), funcionalizados
con diversos tipos de nanoparticulas metalicas de Au, Ag y Ni—Co, lo que
produce una manipulacion en la retencion de proteinas y otras moléculas
pequeiias [12,13].

A medida que avanza la nanotecnologia, los nuevos nanomateriales
estan destinados a emerger como potentes materiales que permitan
determinaciones analiticas con mejor sensibilidad. Los mas utilizados en
técnicas de separacion incluyen: nanoparticulas (NP) de silice y carbono
(principalmente fullerenos y nanotubos de carbono) y metalicas (NP de
oxido de hierro, oro, plata y europio) [14]. Entre las aplicaciones de estas NP
se encuentra su empleo como adsorbentes en extraccion y microextraccion
en fase solida [5,12], asi como el desarrollo de fases estacionarias que
incorporen estos materiales nanoestructurados. Por ejemplo, recientemente
se incorporaron micronanoparticulas vinilizadas a columnasmonoliticas de
GMA, lo que proporcioné un aumento del area superficial de los monolitos.

Esto, a su vez, se traduce en un aumento de la retencion y eficacia
de la columna cromatografica [15]. Sin embargo, la incorporacion de
nanoparticulas magnéticas (MNP) a este tipo de fases estacionarias ha sido
poco estudiada [15,10]. De ahi el objetivo de la presente investigacion, que
busca aprovechar el comportamiento superparamagnético de las MNP, en la
eficiencia de las separaciones cromatograficas.

El campo magnético oscilante (CMO), uno de los diferentes tipos de
campos magnéticos, es producido por electroimanes de corriente alterna con
un cambio periddico de intensidad que depende de la frecuencia del iman y
el tipo de onda. Los CMO, que se-aplican en forma de pulsos de polaridad
inversa, pueden ser homogéneos, en el area encerrada por la bobina del
campo magnético,© bien heterogéneos, donde la intensidad disminuye a
medida que aumenta la distancia desde el centro de la bobina [16].

Aplicando la teoria de.clectromagnetismo y las leyes de Biot-Savart,
Ampere, Ohm y de Kirchhoff, se obtiene el movimiento de las particulas
afectadas por un CMO. La ley de Biot-Savart manifiesta que si una corriente
I pasa por un hilo conductor, se genera un campo magnético [17]. Para
denotar la presencia de un campo magnético en una region dada del espacio,

se debe trabajar con la intensidad de campo magnético H. Esta relacion
es lineal en la mayoria de los materiales (ecuacion 1).

B=uH (1)

Donde: B es la densidad de flujo magnético (Teslas) y p la permeabilidad
magnética del material (T-m-A-).

Con esta ley, puede encontrarse la relacion del campo magnético para
cualquier punto del espacio con corriente I [18]. Por otro lado, la ley de la
circulacion de Ampere esta representada por la ecuacion 2.

fﬁ-cﬁ =gl

Donde: dles el diferencial de longitud de la curva; p, es la permeabilidad
magnética en el vacio(j,=4m:107 T-m-A-).

Las lineas de campo de B son circunferencias concéntricas que yacen
en planos perpendiculares al eje del hilo, con centro en este. Si se dispone
de una region del espacio, entonces la cantidad de vectores del campo, que
atraviesan una superficie;da las condiciones del flujo magnético. Al aplicar
la doble integral, se divide el flujo entre cierta area de superficie S, y se
obtiene B, seglin se muestra en la ecuacion 3 [19].

=uH (3)

Donde: @ es el flujo magnético a través de un area S en producto escalar
con B, con unidades en Weber.

Sivhay mas de una fuente de campo magnético, se proporcionaran
movimientos intensivos de las NP en diferentes direcciones y, en
consecuencia, mejora la transferencia de masa [20,21]. El campo magnético
genera el movimiento de las MNP contenidas en el monolito de la columna
polimérica (Figura 1).

a b

Figura 1. Movimiento de las MNP generado por un campo magnético: (a) posicion
de las MNP en ausencia de campo magmético y (b) desplazamiento de las MNP de
acuerdo con la direccion de las lineas de campo.

En la presente investigacion se estudio la influencia de un CMO en
columnas monoliticas poliméricas con nanoparticulas magnéticas de
magnetita vinilizadas (VMNP) para cLC. Para ello, se prepararon columnas
monoliticas poliméricas por el método de copolimerizacion con monémeros
de butil metacrilato (BMA) y etilenglicol dimetacrilato (EDMA), mediante
iniciacion térmica y agregacion posterior de VMNP. A continuacion,
aprovechando las propiedades magnéticas de las MNP, se estudio la
influencia de diversos parametros (frecuencia de resonancia, intensidad y
tiempo de exposicion) de un CMO aplicado sobre las columnas sintetizadas.
La influencia de dichos parametros sobre las propiedades morfologicas fue
evaluada mediante microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas
en inglés). Mientras que, para monitorear el efecto sobre las propiedades
cromatograficas, se estudi6 la separacion de una muestra de alquilbencenos
(ABS) en cLC en modo reverso de elucion.

Rev. Colomb. Quim., vol. 49, no. 3, pp. 28-35, 2020
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Materiales y métodos

Obtencién de columnas monoliticas poliméricas

Las columnas monoliticas se prepararon utilizando capilares de silice
fundida, con recubrimiento externo de poliimida de 794 um de diametro
externo y 500 um de diametro interno, suministrados por Polymicro
Technologies (Phoenix, EE. UU.). Con la finalidad de asegurar la union
covalente con el monolito, la pared interna del capilar de silice fundida
se modificd con 3-(trimetoxisilil) propil metacrilato (y-MPS) de Sigma-
Aldrich (Milwaukee, EE. UU.). Para ello, se adoptd el procedimiento
descrito por Petro, Svec y Fréchet [22].

La preparacion de las mezclas de polimerizacion se realizo en vitrina,
utilizando una balanza analitica OHAUS® modelo EX224 (México D.F.,
México). La mezcla de polimerizacion estuvo compuesta de BMA de Sigma-
Aldrich (Milwaukee, EE. UU.) como mondmero funcional. Como agente
enlazante EDMA de Sigma-Aldrich (Milwaukee, EE. UU.) y un disolvente
porogénico ternario, formado por la mezcla de 1,4-butanodiol de Sigma-
Aldrich (Milwaukee, EE. UU.), 1-propanol de Scharlau (Barcelona, Espafia)
y agua ultrapura, obtenida a partir de un sistema de purificacion Nanopure 11
de Barnstead (Boston, EE. UU.). Se empled azobisisobutironitrilo (AIBN)
de Fluka (Buchs, Suiza) como iniciador de la reaccion de polimerizacion.

A la mezcla de polimerizacion, se anadieron VMNP hasta una
concentracion final del 2% en peso. El método seleccionado para dispersar
las VMNP en la mezcla de polimerizacion fue sonicacion, debido a que es
el mas recomendable para la distribucion homogénea de nanomateriales en
medios acuosos. Para esto, una vez preparada la mezcla en un vial, se agito
en un vortex Heidolph, modelo REAX 2000 (Schwabach, Alemania), se
sonicd en un bano de ultrasonidos Bransonic® modelo 2510R-MT (Beston,
EE. UU.) durante 15 min y se purgd con nitrogeno, de acuerde con el
método propuesto por Carrasco, Ramis y Herrero [15]. En la Tabla 1 se
indica la composicion de la mezcla de polimerizacion estudiada.

Tabla 1. Composicion de la mezcla de polimerizacion utilizada.

Componentes Concentracién
(% peso)

Butil metacrilato (BMA) 17,9
Etilenglicol dimetacrilato (EDMA) 12,0
1,4-Butanodiol 34,6
1-Propanol 28,2
Agua (H,0) 6,9
Azobisisobutironitrilo (AIBN) 0,4

A continuacion, los capilares de silice fundida de 10 cm de longitud,
tratados previamente, sé rellenaron por capilaridad en su totalidad con la
mezcla de polimerizacion y se sellaron sus extremos. La polimerizacion
térmica se realizo en una estufa Pol-Eko-Aparatura® modelo SRN 115 STD
(Wodzistaw Slaski, Polonia);a-70 °C durante 20 h. Finalizado el proceso de
polimerizacion, se hizo pasar metanol de VWR-Prolabo Chemicals (Paris,
Francia) a través de las columnas monoliticas obtenidas, durante 15 min,
con la finalidad de eliminar disolventes porogénicos y posibles monémeros
sin reaccionar, utilizando una bomba de Shimadzu® LC-10AS (Columbia,
EE. UU.).

30

Sintesis y caracterizacion de MNP

Esta seccion describe la sintesis y caracterizacion de MNP con vinilizacion
y sin ella. La preparacion de las MNP se realizo por coprecipitacion, segiin
el procedimiento descrito en la literatura [23]. Finalizada la reaccion, se
recogio el precipitado con la ayuda de un.iman; se lavé repetidas veces con
agua y etanol de VWR-Prolabo Chemicals (Paris, Francia) y el producto se
seco en una estufa, a 60 °C durante42 h. Para modificar la superficie de las
MNP con grupos vinilo, se afiadieron 4 mL del reactivo y-MPS sobre 50
mg de MNP; luego, se agregd l-mL de una mezcla agua-etanol 1:1 (v/v). La
reaccion se realizé bajo atmosfera de nitrogeno a una temperatura de 40 °C
durante 12 h. Por altimo, las VMNP se lavaron varias veces con etanol y se
secaron en la estufa, a 60 °C durante 6 h.

Las VMNP se caracterizaron utilizando un espectrofotometro FTIR de
Jasco, modelo 4100 (Oklahoma; EE. UU.).

Preparaciofl de lagmuestra de andlisis

Como analito se empleé una muestra de ABS, compuesta de tolueno,
etilbenceno, propilbenceno y butilbenceno de Riedel de Haén (Hannover,
Alemania). La disolucion madre de ABS se prepard a partir de una
concentracion de 1000 pg/mL en acetonitrilo (MeCN) de VWR Prolabo
Chemicals (Paris, Francia), y se conservd a —20 °C. A partir de esta, se
prepard una mezcla test de uracilo (Sigma-Aldrich, Milwaukee, EE. UU.)
y ABS de 10 pg/mL.

Instrumental en la generacion del CMO

Para generar el CMO y provocar la vibracion de las MNP de las columnas
monoliticas, se utilizé un electroiman, constituido por una bobina de 500
espiras de alambre de cobre, enrolladas alrededor de un ntcleo de ferrita, y
por dos trozos de hierro que forman una ranura de 5 mm de ancho y 9,5 cm
de longitud, donde se colocaron las columnas monoliticas.

La corriente eléctrica suministrada para generar el campo magnético
provino de un generador de funciones RS PRO model GFG-8255A
(Northants, Inglaterra), conectado a un amplificador de banda ancha Krohn-
Hite model 7600/7602 (Massachusetts, EE. UU. Para almacenar las cargas
eléctricas y modificar la frecuencia de salida, se utilizaron capacitores
electroliticos (Tabla 2).

La intensidad de corriente se midié con un multimetro Fluke modelo
serie 179. Se conectd al sistema un osciloscopio Lab-Volt model® AC
793G (New Jersey, EE. UU) para obtener una representacion grafica de
las sefiales eléctricas, su variacion con el tiempo, y monitorear el voltaje
de la sefial. La Figura 2 muestra el circuito disefiado en Matlab con la
representacion mencionada.

Tabla 2. Capacidad de los condensadores utilizados, las frecuencias de resonancia y
las densidades de los flujos magnéticos obtenidos.

Capacidad de | Frecuencia de | Intensidad de Densidad de
condensador resonancia Corriente flujo magnético
C(F) f. (Hz) 1(A) B, (mT)

4,7%103 2 1,15 8,028
1,0x10 8 0,79 5,515
1,010 198 0,10 0,698
1,0x10* 5500 2,1x10°¢ 1,466x10°
1,0x10712 228000 No medido No medido
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Figura 2. Circuito utilizado en la generacion del CMO. A y B: terminales; G: generador de corriente alterna; C: condensador variable; R: resistencia; RB: resistencia de la bobina;

L: inductor.

A su vez, en la Tabla 3, se presentan los parametros y condiciones de
trabajo del CMO, considerados en el estudio de las columnas monoliticas
preparadas con VMNP.

Tabla 3. Parametros y condiciones de trabajo del CMO empleados en el estudio.

Condensadores Capacidad 4700 pF - 1 pF
. Numero de espiras 500
Bobina
Resistencia 14,6 Q

Sefial de salida Onda sinusoidal

Generador de

funciones Frecuencia 2,3 Hz - 228 kHz
Amplitud 20 Vpp
Amplificador Tipo de corriente eléctrica Alterna
Amplitud 25 Vpp

Condiciones cromatograficas

Las columnas monoliticas, a 25/°C con VMNP, se conectaron al equipo
de cLC con detector UV-VIS de Shimadzu® modelo SCL-10A (Columbia,
EE. UU.), y se acondicionaron con la fase movil, hasta observar una linea
de base estable, es decir, una mezcla.de MeCN:agua (30:70 v/v) en elucion
isocratica a un flujo de 0;15 mL/min. Se utiliz6 una mezcla de ABS en
concentracion de 10 pg/mL como analito, un volumen de inyeccion de 2 pL
y deteccion espectrofotométrica @214 nm.

Caracteriza@iénmge columnas monoliticas

poliméricas

El estudio morfologico de los materiales monoliticos se realizd empleando
el microscopio electronico de barrido JEOL modelo JSM-IT100 (Tokio,
Japoén). Un aspecto importante aqui fue la estabilidad de la dispersion de
VMNP en la mezcla de polimerizacion y, en consecuencia, una distribucion

Rev. Colomb. Quim., vol. 49, no. 3, pp. 28-35, 2020

homogeénea de las mismas en la matriz polimérica. Por lo anterior, se decidio
estudiar el grado de dispersion de las VMNP en los lechos monoliticos
obtenidos por via térmica. Para ello, se pusieron mezclas que contenian 2%
de VMNP en varios viales, polimerizados por via térmica. Enseguida, se
tomaron muestras a diferentes tiempos de polimerizacion. Como resultado
de este procedimiento, se obtuvieron imagenes en el microscopio dptico
Zhunma® modelo XSZ 107BN-T (Ningbo, China) de lechos monoliticos
con VMNP, tomados a 5 y 60 min después de la polimerizacion.

Resultados y discusion

Caracterizacion de MNP vinilizadas

En la Figura 3 se muestran los espectros infrarrojos de las MNP no
vinilizadas (trazo A) y las VMNP (trazo B). Ambos muestran una banda
de absorbancia a 562 cm!, correspondiente a la vibracion Fe—O del nucleo
magnético. En las VMNP (trazo b) se observa una banda intensa a 1718
cm!, caracteristica de la vibracion de tension del carbonilo del éster
de y-MPS. Las bandas encontradas a 1633 y 3004 cm! se deben a las
vibraciones (tensiones) de los enlaces C=C y C-H del compuesto y-MPS.

Las condiciones de preparacion de los monolitos con VMNP se
establecieron considerando una investigacion previa [14]. El contenido de
VMNP seleccionado fue del 2% en la mezcla de polimerizacion (Tabla 1).
En dicho estudio se utilizo radiacion UV como modo de iniciacion de la
polimerizacion, la cual puede ser realizada en tiempos cortos (15 min). Esto
evita posibles problemas de sedimentacion de las VMNP. Sin embargo, en
la presente investigacion, los capilares empleados (diametro interno de 500
wm) no son transparentes a la radiacion UV, por lo que debid recurrirse a la
iniciacion por via térmica, que implicé tiempos de 20-24 h.

Caracterizacion de los monolitos con VMNP

Para efectuar la presente caracterizacion, se estudi6 el grado de
dispersion de las VMNP en lechos monoliticos obtenidos por via térmica.

31



V. M. Dalgo-Flores1, G. C. Chango-Lescano & J. G. Vera-Luzuriaga

Absorbancia

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 3. Espectros infrarrojos de la superficie de las MNPs: (A) sin vinilizar y (B)
vinilizadas con y-MPS.

Las muestras se tomaron a diferentes tiempos de polimerizacion, para ser
observadas a través del microscopio. Como resultado, se determind una
distribucion al azar de VMNP en la matriz polimérica, lo cual sugiere una
distribucion homogénea de las VMNP. Esto puede explicarse por la rapida
formacion de nucleos de polimerizacion (oligdmeros), los cuales actiian
como soporte (host) de las VMNP, de modo que evitan asi su sedimentacion,
propiedades mencionadas en el trabajo de Yu, Dave, Zhu, Quevedo y Pfeffer
[24], investigadas a profundidad por Ommen, Valverde y Pfeffer [25].

Caracterizacion cromatografica y morfolégic
del monolito con VMNP

La Figura 4 muestra la separacion de la muestra de ABS, utilizando la
columna monolitica con contenido de VMNP en ausencia de CMO, segiin

ISmUA

Absorbanciaa 214nm

T
16
Tiempo (min)

Figura 4. Separacion de ABS utilizando una columna monolitica polimérica con
2% de VMNP en ausencia de campo magnético. Picos: 1, uracilo; 2, tolueno; 3,
etilbenceno; 4, propilbenceno; y 5, butilbenceno.

las condiciones de trabajo de cLC indicadas previamente. Estas condiciones
presentaron los mejores resultados de separacion entre varios ensayos
realizados, en los que se midieron parametros como composicion y flujo de
la fase movil, volumen de inyeccion y concentracion de analito.

En el cromatograma, se observo una separacion parcial entre el par
tolueno y etilbenceno (picos 2 y 3, respectivamente). Se pretende mejorar
esta separacion al aplicar un campo magnético extérno a las columnas
monoliticas con VMNP.

Por su parte, la Figura 5 muestrala morfologia de la columna, en la que
observa la estructura microglobular caracteristica de este tipo de polimeros.
No se aprecia la existencia de VMNP en la superficie, ya que se encuentran
embebidas (copolimerizadas) en la red.polimérica, lo cual se determiné con
base en el estudio del grado de dispersion de VMNP en el monolito.

20.0kV.46.1mm x25.0K ' 2 00um

Figura 5. Imagen SEM del monolito con 2% de VMNP, obtenida a 20 kV y
magnificacion de x25 k.

Influencia de la variaciéon de la frecuencia del
CMO a tiempo constante

Como se comentd, las NP de magnetita son superparamagnéticas, de
manera que son orientadas y atraidas por campos magnéticos. Por este
motivo, se estudio la influencia de la aplicacién del CMO en las columnas
poliméricas sintetizadas. Para ello, se colocaron las columnas en el hueco
del electroiman y se sometieron a distintos campos magnéticos a un tiempo
de exposicion fijo de 5 min. Los valores de campo magnético producidos
en el entrehierro (Bg) fueron medidos a partir de distintas frecuencias de
resonancia (fo), obtenidas desde los 2,3 Hz hasta los 228 kHz, para valores
variables de condensadores, con capacidades que van desde los 4700 pF
hasta 1 pF.

La variacion de la frecuencia de resonancia proporciona distintos
valores maximos de intensidad de corriente. Esta, a su vez, influye en la
densidad de flujo magnético. De acuerdo con Miranda, las ferritas resuenan
a frecuencias de resonancia cuando estan sometidas a la accion de un
campo magnético, lo que influye en la retencion cromatografica [26]. Al
ser este un estudio nuevo, se ha visto la tendencia de una mejor separacion
cromatografica en funcion a la resolucion de la columna, como se presenta
en los resultados.

En la Figura 6, se muestra la separacion de ABS a distintas frecuencias
de resonancia. Como se aprecia, al aumentar la frecuencia del CMO, se
produce un aumento del tiempo de retencion de los analitos, de acuerdo con
lo descrito por Carrasco, Ramis y Herrero [15]. También, se observa que la
resolucion de todos los pares de picos mejora, particularmente, la del par
tolueno y etilbenceno.
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Figura 6. Separacion de muestra de ABS utilizando una columna monolitica polimérica con 2% de VMNP. (A) En ausencia de CMO y (B) A diferentes frecuencias de resonancia:

(a) 2 Hz, (b) 8 Hz, (c) 198 Hz, (d) 5,5 kHz y (e) 228 kHz.

Aunque las imagenes SEM no permiten apreciar cambios claros anivel de
microglobulos, es evidente que la presencia de las NP superparamagnéticas
afecta la estructura del monolito. Esto produce aumento en el niimero de
meso- y microporos, lo cual se halla estrechamente relacionado con el area
superficial y la retencion de los analitos [15,27].

Influencia de la variacion del tiempoQde
exposicion del CMO a frecuencia constante

Siguiendo con la investigacion, se decidio estudiar la influencia del tiempo
de exposicion del CMO a frecuencia de resonancia constante. Para ello, se
eligio la frecuencia de 5,5 kHz, que proporciono los mejores resultados en el
apartado anterior. En la Figura 7, se observa que un aumento del tiempo de
exposicion conduce a un aumento del tiempo de retencion de los analitos y
a una mejora en la separacion del par tolueno-étilbenceno hasta los 10 min.
Valores de tiempo superiores a este suponen la disminucion de la retencion,
acompafiada de la pérdida de resolucion delpar tolueno-etilbenceno.

Con base en los resultados reportades, se establece que, en la separacion
del par tolueno y etilbenceno utilizando una columna monolitica polimérica
con 2% de VMNP en ausencia de campo magnético, la resolucion de la
columnaes de 1,02. Mientras que la separacion de este par de ABS utilizando
una columna monolitica polimérica con 2% de VMNP en presencia de
campo magnético, en condiciones de 5,5 kHz y 10 min de exposicion en
el CMO, la Rs se incrementa a 1,35. Este parametro cromatografico fue
cuantificado con base en la bibliografia [28] y analizado de acuerdo con
el trabajo de Bose [29]. Los datos de resolucion de los demas pares de
picos se muestran en la Tabla 4, donde puede evidenciarse que las variables
utilizadas en esta metodologia permitieron mejorar la resolucion en la
columna cromatografica.

Con el fin.de aclarar la influencia del tiempo de exposicion en el
comportamiento cromatografico, se estudio nuevamente la morfologia
de las columnas.por SEM (Figura 8). Sin embargo, como sucedié con la
influencia de la variacion de la frecuencia del CMO, no se observaron
cambios morfologicos apreciables en el tamafio de los microglobulos al
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Figura 7. Separacién de ABS utilizando una columna monolitica polimérica con
2% de VMNP a frecuencia de resonancia constante (5,5 kHz) y diferentes tiempos
de generacion del CMO: (a) 1 min, (b) 5 min, (¢) 10 min, (d) 20 min y () 60 min.

aumentar el tiempo de exposicion. De acuerdo con Jiles y Atherton, el exceso
de tiempo de exposicion al campo magnético puede generar histéresis en
materiales ferromagnéticos [30].

En definitiva, a fin de establecer la reproducibilidad, cinco de las columnas
en ausencia de CMO se emplearon para la caracterizacion cromatografica.
Enseguida, para analizar la frecuencia de resonancia se emplearon 4
columnas por cada frecuencia, por lo que se determind un valor de 5,5 kHz
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Tabla 4. Separacion de muestra de ABS utilizando una columna monolitica polimérica con 2% de VMNP. (A) En ausencia de CMO y (B) A diferentes frecuencias de resonancia: (a)

2 Hz, (b) 8 Hz, (c) 198 Hz, (d) 5,5 kHz y (e) 228 kHz.

Ausencia de Variacién de la Variacion del tiempo de
CMO frecuencia del CMO™ | exposicion del CMO™
. Resolucion . _ .. _
Picos R, (n=4) Resolucion Rs (n=4) Resolucion Rs (n=4)

Uracilo-tolueno 1,03 1,13 1,45
Tolueno-etilbenceno 1,02 1,27 1,35
Etilbenceno-propilbenceno 1,12 1,78 1,86
Propilbenceno-butilbenceno 1,74 2,32 2,40

* Resultados obtenidos a 5,5 kHz.
** Resultados obtenidos a 5,5 kHz y 10 min de exposicion al CMO.

en la mejor separacion cromatografica. Finalmente, con base en este
ultimo factor, se utilizaron cuatro columnas monoliticas por cada tiempo
de exposicion al CMO. De este modo se evalud el tiempo de retencion, el
factor de separacion y la resolucion de la columna, con un valor éptimo de
1,35. Estos resultados son cercanos a los reportados por la literatura [15,31].

Figura 8. Imagenes SEM de monolitos con 2 % de VMNP obtenidos a frecuencia
de resonancia constante (5,5 kHz) y diferentes tiempos de generacion del CMO: (a)
1 min, (b) 5 min, (¢) 10 min, (d) 20 min y (¢) 60 min. Imagenes obtenidas a 20 kV y
magnificacion de x25 k.

Conclusiones

Se estudio la influencia/de la aplicacion de un CMO sobre monolitos
de metacrilato que contienen VMNP y los efectos en sus propiedades
cromatograficas y morfologicas. La aplicacion de frecuencias crecientes
del CMO produjo‘un aumento de retenciéon cromatografica. De forma
analoga, la influencia del tiempo de exposicion del CMO a una frecuencia
dada, supuso también cambios de retencién cromatografica, pero no se
evidenciaron'modificaciones morfologicas.

Las condiciones experimentales de preparacion de las columnas
monoliticas y las condiciones cromatdgraficas para el analisis fueron
cuidadosamente optimizadas. De ese modo se establecio la mejor separacion
de ABS a 5,5 kHz'y 10 min de exposicion en el CMO. La aplicacion de este
factor produjo un aumento en la resolucion de la columna de 1,02 a 1,35.
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Esto se traduce en-una mejor separacion de los componentes del analito.
sistemas miniaturizados de analisis y futuras investigaciones con el empleo
de otros solutos test para'la evaluacién de cambios en la selectividad,
aplicando diferentes pardmetros de CMO o en la determinacion del area
superficialtde monolitos con VMNP sometidos a distintas frecuencias y
tiempos de exposicion del CMO.
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