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RESUMEN.
En el andlisis cuantitativo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia, es importante
analizar las diferentes fuentes de error presentes en el sistema cromatografico para
obtener resultados confiables. En este trabajo se evaldan los errores que se originan en el
inyector y en el detector de UV-visible que influyen en la precision y exactitud del
andlisis cuantitativo, asi- como en la determinacion del volumen de retencién vy
especialmente en el volumen muerto de la columna cromatografica.
Las fuentes de error del inyector que se estudian son la influencia del volimen, la
concentracién y el disolvente de la muestra. Basados en las dreas de los picos
cromatogréficos, se compara la repetibilidad de los resultados obtenidos con el inyector
automdtico y con la vdlvula de inyeccion Rheodyne.
En cuanto al detector, primero se evaliian sus pardmetros caracteristicos como el ruido y
el intervalo lineal, para posteriormente examinar la influencia de los grupos croméforos
de la muestra, la velocidad de flujo y la composicién de la fase moévil en la precision del
andlisis cuantitativo.
Debido a que en los equipos cromatograficos la identificacién de los componentes de la
muestra se lleva a cabo con los tiempos de retencion, se estudia la repetibilidad de éstos y
su influencia en la determinacion del volumen muerto. En la literatura se han propuesto
varias definiciones de volumen muerto, de ellas, se considera que la mds apropiada es la
que lo define como el volumen total del liquido en la columna. De acuerdo con esta
definicién se discute la validez de dos de los métodos més empleados para la medicién
del volumen muerto: el de la sustancia orgénica no retenida y el método de linealizacién
de series homdlogas. En esta tesis se demuestra que ninguno de estos dos métodos
proporciona un valor de Vg dnico, independiente del flujo y de la composicién de la fase
moévil . Esto no se debe al error en la obtencién de los tiempos de retencién sino a que
con el primer método, la sustancia no retenida es excluida parcialmente de la fase

estacionaria, lo que da como resultado volimenes de retencién menores que el volumen



muerto; y con el método de linealizacién de las series homdlogas, la relacién entre el
coeficiente de retencion y el nimero de dtomos de carbono de la cadena del homélogo no

es lineal.
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1. INTRODUCCION.

La Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia (CLAE) es una de las técnicas
cromatograficas mds empleadas, debido a su gran versatilidad y confiabilidad. Una gran
variedad de solutos pueden ser analizados con esta técnica, la purificacién de los
componentes de mezclas complejas es una de las aplicaciones de la CLAE, lo mismo
pueden aislarse moléculas de bajo peso molecular que biomoléculas, sin pérdida de la
actividad bioldgica, esto ha traido como consecuencia que los cromatégrafos de liquidos
hayan experimentado un rapido desarrollo a partir de la aparicién del primer equipo
comercial en 1960, y que se empleen en todas las ramas de la ciencia y la industria. Con
el desarrollo de bombas mas eficientes y detectores mds sensibles se han incrementado la
reproducibilidad y exactitud de los resultados. Estos avances junto con las columnas de
alta eficiencia de que se dispone actualmente, hacen de la CLAE una técnica de
separacion muy poderosa.

El desarrollo alcanzado en la instrumentacion y la teoria de la CLAE han ampliado las
aplicaciones a una gran variedad de sustancias que incluyen polimeros, productos
farmacéuticos y bioldgicos.

El objetivo del proceso cromatogrifico es la separacion de los diferentes componentes de
una mezcla para su identificacion y cuantificacion. Esto se lleva a cabo mediante el
desarrollo sistemdtico de un método, que depende de la naturaleza de la mhestra, las
propicdades y concentraciones de los compucstos. El desarrollo del método involucra
varias etapas que incluyen: tratamiento de la muestra, eleccion del detector y condiciones
de deteccidn, cleccién de la columna y de la fase moévil. Una vez elegidas las
condiciones, se realiza una corrida preliminar y a partir del resultado se estiman las
condiciones Optimas para la separacion, la cuantificacion y finalmente, la validacién del
método para su empleo en el laboratorio I. Como en cualquier ‘otra técnica analitica, cada
etapa del proceso cromatogrifico estd sujeto a errores sistemdticos que deben ser

eliminados para obtener resultados confiables. Con un estudio detallado de las fuentes de



error en cada partc del sistema cromatografico pueden éstos ser controlados y con ello
alcanzar altos niveles de precision y exactitud en la determinacion en los parametros de
retencion y las arcas de los picos cromatograficos. La exactitud y precisidon que se
obtienen en los analisis cromatograficos esta sujeta a errores en la preparacién de la
muestra, en la técnica de inyeccion, en la columna, en la deteccion y en el procesamiento
de los datos.

Las fuentes de crror presentes en los cromatdgrafos de liquidos, han sido ya objeto de
publicaciones en los afios 80, pero los avances en el disefio y la fabricacion de equipos mas
precisos y confiables requiere que éstas se revisen sistematicamente, y se determine la
confiabilidad y limitaciones de los cromatografos de liquidos actuales.

En la CLAE son muchas las fuentes de error que afectan la reproducibilidad de los
resultados del analisis cuantitativo desde que se inyecta la muestra hasta que se obtiene el
resultado, por tanto es necesario aislar e identificar la contribucién de cada una de las
partes del equipo a la precision de la cuantificacion. Una vez logrado este primer objetivo,
debe ser posible establecer las condiciones Optimas en las cuales se obtenga mayor
precision que la reportada hasta ahora. En el inyector los parametros que afectan la
repetibilidad son principalmente: el volumen de inyeccion, la concentracion de la muestra y
la composicion del disolvente de la muestra; en ¢l detector de UV-visible, son importantes
los errores debidos a la no linealidad de la respuesta, a la influencia de los grupos
cromoforos, a la velocidad de flujo y a la composicion de la fase movil. Debido a que con
los equipos modernos la cuantificacion de las sustancias se lleva a cabo automaticamente
identificando los compuestos en base a sus ticmpos de retencion, es importante evaluar la
repetibilidad, c¢n este aspecto. La falta de precision de los tiempos de retencién es
particularmente importante en el calculo del volumen muerto (V,) de la columna

cromatografica.



2. OBJETIVQS.
Los objetivos de este trabajo se enlistan a continuacidn:
I.-Estudiar las fuentes de error en e} inyector y en el detector de UV-visible.
2.-Establecer las condiciones 6ptimas en las cuales se obtenga mayor precisién que la
reportada hasta ahora (desviacién estdndar relativa menor de 0.5% en cada una de las
partes estudiadas).
3.-Estudiar los errores en la medicién de los tiempos y volimenes de retencién y en
particular en el del volumen muerto cuando se emplean los métodos de "la sustancia no

retenida” vy de "linealizacidn de las series homoélogas" (LSH).



3. ANTECEDENTES Y TEORIA.
3.1. Exactitud y precisién,
Para los cromatografos de liquidos se han pubicado reproducibilidades hasta del £0.25%
de desviacion estandar relativa (DER) en condiciones dptimas, sin embargo, en la mayoria
de las publicaciones y en el trabajo con muestras reales, el valor promedio de DER no ¢s
menor al 1.5%. Este valor puede reducirse significativamente si se identifican y controlan
los errores.
Los crrores se evalian a partir de la exactitud y la precision. La exactitud se define como
la diferencia entre el valor real v el experimental y se calcula estadisticamente con la
prueba t de Student 2. Depende de factores que incluyen: el muestreo, la matriz que
contiene a la muestra, la sensibilidad del método, la precision en el funcionamiento del
equipo, los patrones y el método de calibracion, entre otros.
La precision estd definida como la reproducibilidad y repetibilidad de las medidas y
depende del instrumento, del método v de la téenica de medicion empleada.  Se calcula
como la desviacion estandar de los datos experimentales. La desviacion estdndar de un

conjunto de mediciones S, da un criterio de precision de los datos y estd definida por:

s, =P;(i“? ()
| n--1

La precision también puede ser expresada como la desviacion estandar relativa (Y%eDER)
también llamado coeficiente de variacion, que es la desviacion estandar dividida por la

media;

-

%DIER = ”ch x 100 )



Para comparar las desviaciones estandar de dos poblaciones de datos se emplea la prueba

F en la que se calcula el valor de "F" como el cociente de las dos varianzas muestrales:

an =" (3)
(n,ny) 82

donde n; n, son los grados de libertad de cada una de las muestras. Siempre se eligen Sy
y S, de tal forma que la razon sea > 1. La hipotesis nula que se propone es que las
poblaciones sean normales y que sus varianzas sean iguales, la diferencia con respecto a
uno se debe a variaciones aleatorias o bien a que las varianzas son diferentes. Si el valor
obtenido de F excede el critico, la hipotesis nula se rechaza con un nivel de significacion?.

Otra prueba que permite comparar las varianzas de varias muesiras a la vez es la de

Bartlett ? en la que se calcula el parametro "M" :

M= i(xi ~Dlog, S ~i(ni ~Dlog,S! (4

j=1 i=1

Si es la varianza del procedimiento i con n; determinaciones y nj -1 grados de libertad y

S2 es:

Y, DS’
SZ — __l__lp RS — (5)
Z(ni -1)
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M presenta una distribucién 2 con p-1 grados de libertad, p es el nimero de
procedimientos que se evaldan. Al igual que en la prueba F un valor de M mayor que el
valor critico de %2 indica que las varianzas son diferentes.

Por 1ltimo, el error estandar (Ec) o precision de la media, es una medida de la confianza
que se puede tener en la media calculada a partir de un conjuto de medidas 3. Estd

definido como:

_S
Ee /J; (6)

De acuerdo con las reglas de propagacion de los errores al azar 2, si se conoce la precision
de cada ctapa del proceso cromatogrifico, inyeccion, deteccién, integracion y separacion
en la columna, es posible calcular la precision total del andlisis con relaciones
matematicas simples 2.

La mayor precision en el andlisis cromatogrifico sc obtiene cuando los picos
cromatograficos son cstrechos, simétricos y de una altura por lo menos diez veces mayor
que el ruido en la linea base. Estos picos ideales so6lo se obtienen cuando los
cromatégrafos estin provistos de sistemas de inycccion, bombas y detectores de
funcionamiento preciso y cuando se trabaja con columnas de alta eficiencia con
conexiones de bajo volumen, y las muestras estdn en una concentracion superior al limite
de deteccion.

La forma de los picos cromatogrificos se ve fuertemente afectada por el ensanchamiento
de las bandas debido a los volimenes de las conexiones. Por este motivo ¢l volumen (o
longitud) de la tuberfa que une al sistema de inyeccidén y al detector con la columna debe
ser minimo. Se puede calcular ¢l volumen médximo que puede tencer, para que el ancho
del pico no se incremente en mds de un 5% + relacionando el didmetro del tubo, la

velocidad de flujo, la difusividad de la fase mévil, el volumen de retencion del soluto y la



eficiencia de la columna; las precolumnas también contribuyen a incrementar el ancho del
pico cromatogréfico. Finalmente, el volumen de la celda del detector produce el mismo
efecto en la precision por el ensanchamiento de los picos cuando éste es mayor al 10% del
volumen del pico detectado, pero es insignificante para celdas entre 6y 10 pL.
3.2.Fuentes de error en los inyectores.

3.2.1.Tipos de Inyectores.

El objetivo del inyector es introducir una cantidad conocida de muestra en la columna en
forma de una banda estrecha sin afectar la eficiencia de la columna. Hay varios tipos de
inyectores para CLAE: inyectores con septum, inyectores sin septum, vilvulas de
inyeccion e inyectores automaticos. Los errores se presentan en los instrumentos con los
que se mide el volumen de inyeccién por el volumen de las conexiones y por la técnica
del operador. En los dos primeros tipos de inyectores, el volumen a introducir es medido
con una microjeringa y la méxima reproducibilidad reportada es de 2% de DER °. En las
valvulas de inyeccién, el volumen de muestra se puede medir de dos maneras:
introduciendo volumenes parciales del rizo. en cuyo caso, la precision es la misma que la
que se obtienc cuando se usa microjeringa; o bien, usando rizos de inyeccién de
diferentes volimenes. La reproducibilidad que se puede obtener cuando se introduce el
volumen total del rizo de inyeccion es mayor al 0.2% 3. ya que con esta técnica, la
precision en la inyeccion es independiente del operador. En ocasiones, algunas muestras
presentan adsorcidn en la superficie metdlica, lo que afecta la reproducibilidad.

Los inyectores automdticos tienen la ventaja de que permiten la introduccién de gran
nimero de muestras de forma ininterrumpida sin necesidad de operador. En este tipo de
inyectores las conexiones tienen, por lo general, un volumen muerto mayor que las
valvulas. Parte de la muestra se queda en estos tubos y ocasionan el problema de residuo
de muestra en ¢l rizo de inyeccion, que afecta la reproducibilidad. Para evitarlo es
necesario lavar el inyector después de cada inyeccién.  Este procedimento mejora la

reproducibilidad sobre todo cuando se trabaja con muestras muy diluidas, pero también



incrementa el tiempo de analisis. Rehman et al © describe un procedimiento para probar el
funcionamiento correcto de los inyectores automaticos, y reporta valores de DER de los
tiempos de retencion y areas de los picos cromatograficos del fenol y anisol menores al
0.3% para seis diferentes cromatografos de liquidos comerciales.

La precision en la determinacion de las areas varia con el volumen inyectado cuando se
emplean inyectores automaticos. La presion también influye en la reproducibilidad cuando
¢sta es mayor de 2000 psi .

Para cualquier tipo de inyector, la exactitud en el volumen inyectado depende de la calidad
y precision de los rizos de inyeccion y de las jeringas, asi como del volumen interno del
inyector. Por ello, cuando se trabaja con cromatografos de liquidos se debe prestar
atencion al volumen muerto de las conexiones entre el inyector y la columna, entre ésta y
el detector y al volumen de la celda del detector.

3.2.2. Tamaito de muestra.

La exactitud del volumen y concentracion de la muestra inyectada estd sujeta a la
exactitud de las diferentes mediciones involucradas en su preparacién y en la preparacion
de los patrones. Los métodos pueden ser muy diferentes de una muestra a otra, lo que
hace dificil hacer una generalizacion.

La reproducibilidad varia también con el tamafio de la muestra, éste debe ser escogido de
acuerdo a la linealidad y a la cantidad minima detectable, que son diferentes segun el tipo
de detector y a la capacidad de la columna.

Done 7 publicé una relacion entre la capacidad relativa (peso de la muestra por gramo de
adsorbente) y la eficiencia de la columna cromatografica. Se ha demostrado que la
eficiencia de la columna disminuye cuando la masa inyectada aumenta, por sobrecarga de
la misma. La integracion de los picos asimétricos y anchos, caracteristicos de estos casos,
presenta muchos problemas y es imprecisa. Para evitar una pérdida significativa de
eficiencia , el autorS recomienda introducir menos de 10 pug de cada compuesto por gramo

de adsorbente en las columnas de silica y fase reversa de tamafio de particula de 10 pm.



En las columnas de alta eficiencia la cantidad mdxima que se puede introducir para
obtener resultados reproducibles debe ser determinada experimentalmente.

La mayoria de los cromatdgrafos comerciales modernos, equipados con un inyector
automatico o con una valvula Rheodyne estdn provistos de conexiones de volumen
muerto minimo, su operacion es sencilla y priacticamente independiente del operador, por
lo que los pardmetros importantes a estudiar para establecer el intervalo de éstos que
permita una buena reproducibilidad, son la influencia de la concentracién y del volumen
de inyeccion de la muestra. A la combinacién del volumen y la concentracién de la
muestra que se introduce en el equipo, le llamaré "tamaiio de la muestra".
3.2.3.Disolvente de la muestra.

Se ha publicado en la literatura®? que el disolvente empleado para diluir la muestra en
Cromatografifa Liquida en fase reversa (CLFR) afecta tanto la forma y altura de los picos
como el tiempo de retencién de los solutos. Hoffman 8 observé una disminucion gradual
de la altura del pico y la aparicién de mas de un pico para un sélo compuesto cuando el
disolvente de la muestra tiene una fuerza eluyente mayor que la que presenta la fase
movil. La altura de los picos se incrementa en compuestos con factores de capacidad (k')
mayores a 3 cuando se usa un disolvente mds débil que la fase movil, en el caso de
mezclas eluyentes que contengan de 40 a 60% de metanol en agua Y. Este efecto es muy
atil en algunos casos, porque mejora la confiabilidad en la cuantificacion, ya que
disminuye los errores asociados con la integracién de picos pequefios, y se puede aplicar,
por ejemplo, al andlisis de trazas de compuestos solubles en agua. El andlisis cuantitativo
de trazas no fue considerado en este estudio ya que la precision en este tipo de andlisis es,

en general, muy pobre.
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3.3.Fuentes de error en ia deteccion por UV,
3.3.1. Tipos de detectores de UV-visible.
El detector de UV se eligié para este trabajo por ser el mas empleado en CLAE. Los
detectores de UV son considerados por algunos autores como casi universales, debido a
que muchos compuestos organicos que son analizados por CLAE muestran absorcion en
la region UV-visible del espectro. El uso de estos detectores esta limitado a longitudes de
onda mayores a los 200 nm, region en la que los disolventes comunmente empieados
como fase movil son transparentes.
Hay cuatro tipos de detectores de UV-visible:

a) Detectores de longitud de onda fija.

b) Detectores de longitud de onda multiple.

c) Espectrofotometros.

d) Detectores de arreglo de fotodiodos.

Es obvio que el funcionamiento del dctector es de gran importancia para la exactitud del
analisis por CLAE, la exactitud en la longitud de onda, la vida media de la lampara, asi
como las constantes de la celda y su disefio son importantes para la exactitud y
repetibilidad del analisis cuantitativo. Para un detector dado, los parametros que indican
su buen funcionamiento son: el ruido, su respuesta y su sensibilidad. La precision del
analisis cuantitativo depende de que la relacion entre la respuesta del detector sea lineal,
pero en la practica esta relacion no es lineal para todas las concentraciones sino que esta
restringida a un intervalo llamado intervalo lineal.

3.3.2.Definiciones.

Ruido. Hay tres clases de ruido: el ruido a corto plazo, el ruido a largo plazo y el
desplazamiento de la linea base. Las definiciones de la American Society for Testing and

Materials (ASTM) !9 son las siguientes:
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"Ruido a corto plazo es la amplitud mdxima, en unidades de absorcién, para todas las
variaciones al azar de la sefial del detector, de una frecuencia igual o mayor a 1 ciclo por
minuto, normalizado a una longitud de celda de 10 mm".

"Ruido a largo plazo es toda variacion de la frecuencia en el intervalo comprendido entre
6y 60 ciclos por hora".

"Desplazamiento de la linea base es la pendiente promedio del ruido expresada en
unidades de absorcion por hora". El desplazamiento representa la sefial que puede ser
confundida con un pico ancho a tiempos de retencién muy largos.

Respuesta. Es la senal generada por una cantidad de muestra dada. Esta sefial depende,
de los grupos cromoforos de los componenetes de la muestra y de la longitud de onda a
la que se obtiene.

Cantidad minima detectable (CMD). Estd definida como aquella concentraciéon que
produce un pico con una absorcion del doble del nivel del ruido a corto plazo.
Sensibilidad. La sensibilidad de la deteccién definida como el cociente entre el tamafio de
la sefial y la cantidad de sustancia detectable. Depende de la absorcion molar de los
compuestos en la muestra para una cierta longitud de celda. Esta absorcién depende a su
vez del cromoforo y de la longitud de onda a la que se haga la determinacion.

Intervalo lineal.  Algunos autores!! tomaron el término intervalo lineal de los
procedimicntos establecidos por la ASTM para la evaluacion de los detectores que se
emplean en Cromatograffa de gases y lo trasladaron a los detectores de UV. La ASTM 10
definié el término "intervalo dindmico" como el intervalo de concentraciones de una
sustancia que produce un cambio en la sefial del detector e intervalo lineal como aquél en
el cual la respuesta del detector es lineal con una desviacién estdndar menor de £5%. El
limite inferior del intervalo lineal recibe el nombre de (CMD).

3.3.3.Métodos y determinaciones.

Rheman® sugiere procedimientos para medir el ruido y el intervalo lineal. El ruido se

determina mediante una prueba estética, que se realiza con el detector separado del
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cromatografo, y otra dindmica, con el disolventé fluyendo en la celda. El funcionamiento
del cromatdgrafo (bombas, inyector y columna) se evaliia comparando los resultados de Ia
prueba estatica con la dinamica. Una vez que se mide el ruido se puede calcular el
intervalo lineal y por tanto la cantidad minima detectable. Para determinar el intervalo
linealll, se inyecta una serie de soluciones de diferente concentracion de un estandar y se
obtienen primero las areas (respuesta del detector). Se traza una grafica concentracion vs
area y se calcula el intervalo lineal aplicando el método de minimos cuadrados,como
recomienda la ASTM. En cuanto a los detectores de longitud de onda fija, recomienda el
uso de sustancias que muestren una banda espectral ancha en la vecindad de la longitud de
onda escogida para el analisis. El analista debe tener presente que el intervalo lineal es
menor si se trabaja con compuestos cuya banda espectral es angosta. En la practica, es
raro encontrar que una longitud de onda coincida en la zona del maximo o en una banda
espectral ancha para cada compuesto de la mezcla que se analiza, por tanto, el elegir para
esta prueba un compuesto cuya banda espectral sea estrecha, da una idea mas precisa de
las limitaciones del detector en cuanto a linealidad se refiere 12.

Hay varios reportes en la literatura!? que indican que algunos detectores de UV a pesar de
mostrar una relacion lineal con coeficientes de correlacion mayores a 0.99 tienen una
respuesta no lineal en alguna zona de su intervalo dinamico, lo que ocasiona, en algunos
casos, errores hasta de 4000%. I.a falta de linealidad de la respuesta del detector conduce
a resultados erroneos solo si ésta no c¢s tomada en cuenta. Cuando se trabaja con un
detector no lineal se pueden aplicar algunos tratamientos matematicos para calcular la
concentracion de los solutos 'Y Uno de éstos son las curvas de linealidad propuestas por
Dorschel 13 Dichas curvas se obtienen trazando una grafica del cociente que resulta de
dividir la respuesta del detector entre la concentracion de cada una de las soluciones,

llamada "sensibilidad" "(S)" vs el logaritmo de la concentracion de las diferentes



soluciones del estdndar. El intervalo lineal sc selecciona de acuerdo con la concentracién
del soluto en la muestra a cuya concentracion se desca determinar.

En esta tesis se comparan los intervalos lineales para el benzeno, el tolueno vy el
antraceno, determinados siguiendo el procedimiento propuesto por ASTM y con las
curvas de linealidad propuestas por Dorschel para evidenciar una posible fuente de error
que afecta de manera importante la exactitud de la cuantificacion.

Ademds de los errores debidos a la linealidad de la respuesta del detector, existen otros
como los publicados por Bakalyar en 1976!5. Este autor encontré que cuando el
porcentaje del disolvente orgdnico en la fase mévil se incrementa en 1%, las alturas de los
picos cromatograficos disminuyen, pero las dreas de los picos permanecen iguales. La
dependencia de la altura de los picos en la composicion de la fase mévil fue mayor para
los tiempos de retencion mds largos. En otro experimento, el autor encontrd que las dreas
de los picos aumentaron al disminuir la velocidad de flujo, mientras que las alturas de los
picos no cambiaron, ni en el andlisis isocrdtico ni en el que emplea gradientes.
3.4.Fuentes de error en la determinacién de los voliimenes de retencién.

La identificacion de los componentes de una muestra, empleando s6lamente la CLAE no
es tarea fécil, requiere de informacion sobre los componentes que pudieran estar presentes
en la muestra y de patrones para comparar los tiempos de retencion. Alternativamente., se
puede aislar una pequena cantidad de cada compuesto para ser identificado por métodos
espectroscdpicos, o aun mejor, se puede llevar la separacion a la escala preparativa, para
caracterizar los compuestos por métodos quimicos. Recientemente, el avance en el
desarrollo de instrumentos acoplados a espectrofotometros de IR, o espectrometros de
masas facilitan el andlisis en serie de las bandas correspondientes a los componentes de la
muestra.  Los tiempos de retencién no solamente s¢ emplean para identificar los
componentes de una muestra por comparacion con patrones sino que son la medida
bdsica de la retencion de un compuesto y permiten la optimizacion de las condiciones

para su separacion, de aqui la importancia de medirlos con un buen nivel de precision.
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tiempos de retencion en CLAE estan fuertemente afectados por la velocidad de flujo v la
composicion de la fase movil, es obvio entonces, que para comparar los datos de retencién
de un compuesto, la velocidad de flujo y el la composicion del eluyente deban ser
controlados estrictamente. En CLAE la comparacion directa de los datos obtenidos en
diferentes laboratorios es dificil porque los volumenes de retencion de los solutos
dependen de la eleccion del sistema de separacion, es decir, de la columna (dimensiones y
caracteristicas del empaque), de la fase movil, de la velocidad de flujo y de la temperatura.
Ademas, es bien sabido que los tiempos de retencion y la resolucion varian ampliamente
en columnas procedentes de diferentes fabricantes, aun cuando se usen condiciones
idénticas. Para evitar estos problemas, en vez de los tiempos de retencion, se emplean los
factores de retencion (k') que permiten la identificacion y ayudan a predecir la retencién de
los solutos, para optimizar el método de analisis. El factor de retencién (k') es el
parametro adimensional mas util para la caracterizacion de los picos durante el desarrollo
del método de analisis. El conocimiento del valor del tiempo muerto t, o volumen muerto
V, es indispensable para el calculo de k' y de la selectividad (o) para la optimizacion de la
separacion. La determinacion del volumen muerto y su definiciéon han sido objeto de més
de 100 publicaciones 1 pero ain no hay un método ni una definicién universalmente
aceptados. A continuacion se presentan las definiciones y se describen tres de los métodos
propuestos por varios autores!® @ 23 para la determinacion de V por ser los mis
frecuentemente empleados: 1) el método estatico; 2)los métodos que hacen uso de
sustancias no retenidas y 3)el método de linealizacion de las series homologas.
3.4.1.Definicion de V

El término volumen muerto fue definido en principio para cromatografia de gases como el
volumen de retencion de una cantidad infinitesimal del gas no adsorbido por la fase
estacionaria que viaja a través de la columna. Esta definicion no puede ser directamente
trasladada a la cromatografia de liquidos en fase reversa (CLFR) debido a las propiedades

de la fase movil, tan diferentes a las de la fase gaseosa. Estas propiedades incluyen la



difusion de los liquidos que es menor que la de los gases y la interaccidn que existe entre
las fases estacionaria y mévil en la CLAE. Esta interaccién provoca la formacién de un
lecho estacionarioc formado por el modificador organico de la fase mévil que se adsorbe
sobre la fase estacionaria 4, fenémenc que no ocurre en cromatografia de gases. Bsie
lecho cambia de volumen y composicién con la composicion de ia fase movil. La
ausencia de una frontera bien definida entre las fases moévil y estacionaria hace la
definicion de V 5 muy dificil.

Algunos investigadores 1719 aceptan que la porosidad total de la columna es el pardmetro
que tiene un significado fisico, pero su determinacion es dificil e imprecisa.

Méckel and Freyholdt 20 definen V ; como el producto del tiempo que pasa una molécula
de muestra en la fase movil por el flujo, cuando éste Gltimo es constante. Ellos calculan
V como la suma del volumen intersticial y el volumen total de los poros del adsorbente
en la columna. En esta aproximacién, no se considerd la exclusion parcial o total que
presentan algunos compuestos, por tanto Scott y Kucera 22 proponen que se considcre
s6lo el volumen intersticial y de los poros que es accesible a las moléculas de 1a muestra.
Esta proposicion implica que, como es comun, en una muestra con moiéculas de diferente
volumen se obtienen varios valores de V, para la misma columna. Los mecanismos de
exclusién han sido estudiados por Knox 23, que los diferencia en dos clases: mecanismo
ent‘r(’)pico, debido a efectos estéricos y mecanismo entdlpico, debido a efectos energéticos.
Smith et al '3 proponen que se tome como valor de V, el volumen de exclusion total.
Laub y Madden 24 establecen que el soluto que se emplee para la determinacién de V,,
debe tener el mismo volumen hidrodindmico que el compuesto que se analiza, ya que el
valor de V, depende del tamafio de la molécula. Como en el caso anterior, esta condicion
es dificil de cumplir cuando se analizan mezclas complejas ya que ese volumen cambia
con la composicion de la fase movil.

Dreyer '¢ define V, como el volumen accesible a las moléculas no adsorbidas vy

parcialmente excluidas durante la cromatografia de la muestra. Esta definicion es
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inadecuada puesto que en CLFR no se dispone de compuestos que no muestren alguna
interaccién con la fase estacionaria. Cuando se emplean solutos total o parcialmente
excluidos para determinar V; el problema es el mismo : Vg no es constante para una
columna dada, y en ocasiones puede ser mayor que el tiempo de retencién de algunos
componentes de la muestra, dando como resultados valores de k' negativos.

Por dltimo, Kazakevich?’ propone que V, debe tomarse como una constante que
depende solamente de los pardmetros geométricos de la columna cromatografica. Esta
condicién es congruente con la descripcidon termodinamica del proceso de separacion,
pero es incompatible con la mayoria de las definiciones propuestas, en las que el valor de
V, depende del compuesto y de la fase mévil empleados para su determinacion.
3.4.2.Medicién de V.

V,» considerado como el volumen intersticial, puede ser calculado a partir del volumen
de los poros del adsorbente, estimando la densidad y la porosidad el empaque. pero los
resultados obtenidos de esta forma son imprecisos. En la literatura se han propuesto
varios métodos para la medicion de V, que pueden ser clasificadas en dos categorias
principales: estdticos y dindmicos.

3.4.2.1.Metodos estaticos.

En uno de estos métodos, se determina el volumen méaximo accesible a las moléculas del
disolvente. Consiste en dos etapas principales: 1) llenar la columna empacada con un
disolvente y 2) pesarla una vez que esté llena. El proceso se repite con otro disolvente de
diferente densidad. Para este procedimento se han empleado diferentes pares de
disolventes como acetonitrilo-tetracloruro de carbono 26, acetonitrilo-metanol 27,
metanol-tetracloruro de carbono?8-30 . Fini 3! propone una variante de ésic
método,después de pesar la columna con cada uno de los disolventes, la pesa vacia, lo
cual es imprdctico.

La exactitud en la medicién del valor de V , con el método estdtico es baja, y en €l no sc

consideran los efectos de solvatacion de los componentes de la muestra, por lo tanto, este
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Hay varios métodos dinamicos3. 51-54 para la determinacion de V5, aqui sélo se describen
los mas cominmente empleados, y se dividieron en dos categorias: métodos que usan
compuestos no retenidos y la linealizacion de las series homologas.

3.4.2.2.1.Métodos con compuestos no retenidos. En Cromatografia de gases el valor de
V, se calcula como el producto del tiempo de retencion de un compuesto no retenido por
el flujo. Este método fue trasladado a la CLAE en la que se han empleando diferentes
tipos de compuestos. En general, estos compuestos se pueden dividir en cuairo
categorias: componentes de la fase movil, compuestos marcados isotGpicamente,
compuestos inorganicos y compuestos organicos.

Componentes de la fase movil. Los componentes de la fase movil han sido empleados
para determinar V,, en lo que se conoce como el método del pico de perturbacion
menor?8, Este procedimiento involucra la inyecciéon de mezclas binarias de los mismos
disolventes usados como fase mévil en concentraciones ligeramente diferentes. Los picos
correspondientes a cada uno de los disolventes son detectados por indice de refraccion.
En este método, los volimenes de retencion dependen de la isoterma de adsorcion de los
componentes de la fase movil.

Compuestos marcados isotOpicamente. Estos compuestos han sido utilizados en muchos
estudios para determinar el volumen muerto de columnas de CLFR, sin embargo la
necesidad de disponer de detectores y técnicas especiales para el manejo de compuestos
radiactivos hace que ésta técnica sea poco empleada. Los compuestos mas utililizados son
los deuterados, y entre ellos principalmente el D,O .

En un estudio llevado a cabo por Berendson 29 se comparan los tiempos de retencion del
agua con sus analogos deuterados empleando mezclas metanol-agua como fase moévil en
varias columnas empacadas con fases alquilsilicon quimicamente unidas. Asi se
obtuvieron valores de V, consistentes, excepto para muy bajas concentaciones de

compuestos deuterados. En este caso, los tiempos de elucion para el metanol vy el



18

obtuvieron valores de V consistentes, excepto para muy bajas concentaciones de
compuestos deuterados.  En este caso, los tiempos de eluciéon para el metanol y el
CD3OD. dependen de la composicién de la fase mévil y también, ligeramente, de la
temperatura.

Mc Cormick y Karger 28 al probar diferentes fases méviles compuestas por acetonitrilo-
agua, tetrahidrofurano-agua y metanol-agua y andlogos deuterados de estos tres
disolventes, encontraron que la inyeccion de la fase mévil enriquecida con compuestos
deuterados produce dos picos, cuando se usa un detector de indice de refraccién. Uno de
los picos corresponde al tiempo de retencién del disolvente no deuterado y el otro al del
deuterado. Cuando se inyecta una fase mévil enriquecida con D,O, desaparece el pico.
Esto lo explican suponiendo que cuando se establece un equilibrio entre la fase mévil y la
estacionaria en una columna de CLFR, el modificador organico es practicamente extraido
por la fase estacionaria debido a su hidrofobicidad. Si el equilibrio se¢ desplaza por la
inyeccién de un compuesto, la composicion de la fase que contiene el modificador
orgdnico extraido variard para contrarrestar los cambios en el equilibrio entre la fase
movil y la fase estacionaria. En este caso se observa un desplazamiento o la desaparicion
de una banda en el cromatograma. La desventaja de este método es la baja respuesta del
detector de indice de refraccién al D,O con ciertas composiciones de la fase movil,
reportada por Billet 32 quien para evitar este problema, recomienda usar un detector de
plasma inducido por microondas, que da mejores resultados, pero presenta algunos
problemas con fases compuestas de tetrahidrofurano, ademas su alto costo hace diffcil su
empleo.

Otra desventaja del uso del metanol deuterado, es que presenta interacciones con los
grupos silanol residuales de la fase estacionaria cuando la fase mévil es agua pura. En
este caso particular, los valores de Vi, que se obtienen son mayores que la porosidad

méxima de la columna.
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En conclusion, la identificacion del pico del D>O es dificil. y en el mejor de los casos éste
método da una aproximacion del valor de V, sélo con algunas composiciones de la fase
movil.

Compuestos inorgdnicos. Este método consiste en inyectar soluciones diluidas de sales
ionizables en fases mdéviles acuosas no tamponadas. Se han probado muchas sales
inorgdnicas con resultados no satisfactorios 29, las dificultades se presentan a causa de la
dependencia del valor de V  en el tipo de sal, su concentracién en la fase mévil y la poca
solubilidad de estas sales en soluciones metanol-agua.

Compuestos orgdnicos. Algunos compuestos orgdnicos que se han empleado para medir
1335

el V., son: uracilo

o Bencensulfonatos 36, nitrobenceno 37, B-caroteno 8

tetracloroetano 39, tartrazina, floroglucinol 49, acetona 4142, 4cido benzoico 43, fructosa
4445 fluoreno 2, citosina ¥, dimetilformamida 47 y algunos alcanos . De éstos, el
uracilo es el mds frecuentemente empleado, a pesar de que Wells 49 reporta que el valor
de V4 medido por este método depende de la composicion de la fase movil,

3.4.2.2.2. Linealizacién de los datos de retencion de las series homoélogas (LSH). Se
ha encontrado una relacion lineal entre el logaritmo natural de k' y el nimero de carbonos
del soluto para series homélogas. El In k' de un compuesto dado esta relacionado con la
fraccion molar del modificador orginico en la fase mévil. Esta linealidad puede ser
explicada con base en la aditividad de la interaccidn superficial entre cada dtomo o grupo
en la molécula del soluto con la fase estacionaria. En este caso, el In k' debe representar
la energia libre asociada al sistema soluto-fase estacionaria. Esta proposicion debe ser
probada experimentalmente. tomando en cuenta y estimando los diferentes errores
experimentales en la determinacion de k. Los mecanismos de retencion de un compuesto
formado de un nicleo y una séla cadena hidrocarbonada fueron estudiados por Martin 9,
quicn propone una ccuacion que predice una relacion lineal entre la energia libre (AG)
involucrada en el paso del compuesto de la fase mdvil a la fase estacionaria y el nimero

de dtomos de carbono de la cadena.  Ya que la energia libre estd relacionada con la
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retencion del soluto, ésta puede relacionarse asimismo, con ¢l factor de retencion (k'), por
medio de una relacion lineal entre el In k' y el niimero de dtomos de carbono de la cadena
del soluto. La pendiente de la curva obtenida corresponde a la disminucién de la energia
libre asociada con la adicién de cada metileno a la cadena del soluto. Esta linealidad ha
sido observada en las fases alquilo quimicamente unidas 3!. El principal mecanismo de
retencién en este caso, es el efecto solvofdébico 32. La energia libre de transferencia de un
soluto de una fase a otra es proporcional a la reduccion del drea superficial de la molécula
de soluto y la cadena quimicamente unida a la fase estacionaria inmersa en la fase mévil y
resulta de la asociacion del soluto con la cadena unida a la fase estacionaria 3.

El factor de retencion representa la proporcion del tiempo que la molécula de soluto pasa
en la superficie y el que pasa en la fase movil. k' puede considerarse proporcional a la

constante de equilibrio de la siguiente reaccidn de intercambio en la superficie:
M!+ SA - >MA + S (7)

donde M! es la molécula de soluto en la fase mévil, S es la molécula de disolvente y A es
el sitio sobre la superficie de la fase estacionaria.

Berendson, basado en el comportamiento lineal de la relacion In k' - nimero de dtomos de
carbono del soluto, propuso 29 la siguiente ecuacién que permite calcular el tiempo
muerto conociendo los tiempos de retencidn de dos miembros consecutivos de una serie

homodloga.

tR(n—‘n: = AIR(I!) - (A - l)f“ (8)

donde 1, es el tiempo muerto. f; cs el tiempo de retencidon y A es una constante

Trabajando con mezclas metanol-agua como fase movil y fases estacionarias alquilsilil
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quimicamente unidas, encontr6 que t, disminuye al aumentar el contenido de metanol en
la fase mévil. Yonker 54 completé el estudio de Berendson al emplear acetonitrilo y
tetrahidrofurano como modificadores orgénicos en la fase moévil, y llegdé a la misma
conclusion: V, depende del modificador orgdnico empleado.

Para obtener exactitud aceptable con el método de LSH, se deben hacer varias
inyecciones de cada uno de los miembros de la serie homéloga elegida, procedimiento
tedioso y largo. Se han llevado a cabo muchos intentos para crear programas de cémputo
y procedimientos matematicos que, basados en pocas mediciones, permitan predecir el
comportamiento de toda la serie homéloga 43.

El comportamiento de las series homdlogas en CLFR ha sido estudiado por varios
autores. Colind! investigé las series de n-alquilbencenos, polimetilbencenos,
polimetilfenoles, clorobencenos y nitrobencenos usando diferentes columnas y fases
moviles. En este trabajo, las curvas de linealidad de log k' contra el niimero de dtomos de
carbono del soluto (n) es consistente sélo para la serie de alquilbencenos, pero en un
estudio posterior, el mismo autor emple6 un mayor nimero de mezclas binarias
conteniendo agua, metanol, tetrahidrofurano y acetonitrilo y también encontré relaciones
lineales. Ademds, encontr§ que las curvas correspondientes a cada serie homodloga
convergian en un punto de interseccion, con ligeras desviaciones que fueron ajustadas por
el método de minimos cuadrados para mejorar la convergencia. El sistema acetonitrilo-
agua presenté un comportamiento diferente, se obtuvieron dos puntos de interseccion uno
para las fases méviles con menos de 50% de agua y otro para las que contenfan mds de
50% de agua. Las diferencias en los puntos de interseccién y las pendientes de las
diferentes series homologas no son los unicos problemas que dan como resultado
diferentes valores de V,, algunos autores30 encontraron discontinuidades en las graficas
de In k' vs n en el punto en el que la longitud de la cadena unida al adsorbente de la fase

estacionaria es igual a la de la cadena del soluto. Este niimero de carbonos llamado
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“critico", muestra una dependencia en la composicion de la fase movil, pero es
independiente del grupo funcional que constituye el ntcleo de la serie homologa.

Colmsjo >3 obtuvo muy buenos resultados para cinco hidrocarburos poliaromaticos usados
como serie homologa con columnas de silice, de silice con grupos ciano y con grupos
amino. En contraste, algunos autores®®-33 sefialan que la linealidad no se aplica a los
miembros inferiores de las series homdlogas. En articulos separados, Smith y Burr,
Boguez y Anderjan .57 reportan estas desviaciones para los n-alquilbencenos y para los
nitroalcanos, respectivamente. Recientemente, Yamauchi 8 observd desviaciones de la
linealidad para los primeros miembros de la serie de los 4-hidroxibenzoatos.
Adicionalmente Krstulovic 26 demostro que el valor de V, depende criticamente en el
nimero de estructura de los homoélogos seleccionados para la determinacion, y que los
coeficientes de correlacion utilizados por Colin, no pueden ser usados como prueba de
convergencia porque dichos coeficientes son mayores si se emplean menos homélogos, lo
que es obviamente contradictorio. Estas observaciones fueron corroboradas por otros
autores 59,60,

Basado en los resultados mencionados , Mockel 2 concluyd que deben cumplirse tres
condiciones para que la relacion In k' vs n sea lineal:

1) La longitud de la cadena de los solutos debe ser menor que la unida a la fase
estacionaria.

2) Son necesarios por lo menos los datos de retencion de cinco homologos.

3) Los datos de retencion deben ser muy precisos.

Al igual que Mockel, otros investigadores!® sefialan que la causa principal de la
inconsistencia de los valores de V , obtenidos con el método LSH es la baja precisién en la
que se obtienen los tiempos de retencion. Esto hace de la reproducibilidad un factor

importante a determinar en este método.
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4. PARTE EXPERIMENTAIL.
4.1. Instrumentacion.
Se empled un cromatografo de liquidos Hewlelt Packard modelo 1050, (Palo Alto}, con
inyector automatico y detector de longitud de onda multiple con celda de 8 pi. Para las
inyecciones manuales se empled una véalvula Rheodyne modelo 7125 {Cotati, CA) con un
rizo de 20ul. Las areas y alturas de les picos se obtuvieron con un intergrador Hewlett
Packard modelo 3396.
4.2. Columnas.
Se eligieron columnas de fase reversa por ser éstas las mas empleadas, segin se ha
publicado recientemente 24. Las columnas empleadas fueron: Novapak Cyg, 150 x 3.9
mm, tamafio de particula 4 mm, Waters Assoc., Millford, MA (columna I); Bakerbond
Cyg, de 250 x 4.6 mm., tamafio de particula de 5 mm (columna II) y Bakerbond Cg de 250
x 4.6 mn1., tamafio de particula de 5 mm, J. T. Baker, Easton, PA(columna III}). No se
usaron precolumnas, para evitar, en lo posible, el ensanchamiento de las bandas. Las
conexiones entre la columna y el'detector y el inycctor se hicieron con tramos cortos de
tuberia de acero inoxidable de 0.0254 cm de d.i.
4.3. Reactivos.
Metanol y acetonitrilo (Baker Chemicals, Phillipsburg, NJ) y agua (Fisher Chemicals, Fair
Lawn, NJ) grado CLAE.
Fenol, benzaldehido, acetofenona, benzoato de metilo y tolueno (Fisher Chemicals, Fair
Lawn, NJ) y antraceno (Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, Wis) grado reactivo
Metil, etil, propil, amil, heptil, nonil, undiecil, tridecil, pentadecil y heptadecilfenona
(Aldrich Chemical Co. Inc) grado reactivo.
Metil, etil, propil, butil, amil, heptil, y nonilbenceno, 4-hidroxibenzoatos de metilo, etilo,
propilo, butilo, y n heptilo (parabenos) {Sigma Chemical Co) grado reactivo.
Floroglucinol (trihidroxifenol) (Aldrich Chemical Co. Inc. Milwaukee, WI) grado reactivo.

Uracilo de Sigma Chemical Co, (St Louis MO) grado reactivo.
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4.4, Procedimiento.

Todas las corndas fueron isocraticas, con flujo de 1 ml/min para la columna I y de 2
ml/min para la columnas Il y 1. Los disolventes fueron degasificados y mantenidos bajo
una corriente de helio duranie las corridas.

La deteccion se hizo a 280 nm para las pruebas de repetibilidad de la inyeccion, y a 254
nm para el resto de las pruebas.

En todos los experimentos descritos ¢! % DER se calculd con la ecuacion (2) utilizando
las areas de los picos. Se emplearon ademas de las areas, las alturas de los picos en las
determinaciones de la influencia del flujo y de la composicion de la fase movil.

4.4.1. Errores en la inyeccion.

Primero se realizd la prueba recomendada por Rheman © para comprobar el buen
funcionamiento del inyector automatico y de la valvula. Para esta prueba se hicieron
treinta inyecciones de 10 pl de una solucion que contenia 3.31 mg/mi de fenol y 1.91
mg/ml de benzaldehido en la columna 1, con una mezcla de metanol-agua 55:45(v/v)
como fase movil. Después de cada dos inyecciones se introdujo solo fase movil para
evaluar el residuo de muestra en el rizo de inyeccion.

Para obtener el ensanchamiento de las bandas producido por las conexiones, se construyo
una grafica el cuadrado del volumen de retencion contra el cuadrado del ancho del pico,
para cada uno de los componentes de la mezcla acetona, fenol, acetofenona y benzoato de
metilo, la raiz cuadarada de la orderada al origen de esta curva es el volumen de
dispersion debido a las conexiones ©.

Asi mismo, se probo la capacidad de las bombas para reproducir el gasto de fase movil
comparando los tiempos de retencion de la serie homologa del benceno.

A continuacion se cvalu6 la influencia del volumen de inyeccion, del tamafio de la muestra
y del disolvente de la muestra en [a precision de la inyeccion.

4.4.1.1 Influencia del volumen de inycccion.

Para estc experimento se uso la muestra dé prueba recomendada por ASTM ©! que consta
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de fenol 160 ppm, benzaldehido 224 ppm, acetofenona 204 ppm y benzoato de metilo
334 ppm disueltas ¢n la fase movil. Se myectaron 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 y 10.0 uL de esta
solucion (cinco veces cada uno) eﬁ la columna 1 con la mezcla metanol-agua 47:53(v/v)
como tase movil con el inyector automatico. Se repitié el mismo experimento inyectando
volumenes correspondientes al 5, 10, 25, 50 v 500% del volumen total del rizo con la
valvula de inyeccion.

4.4.1.2. Influencia del tamafio de la muestra.

Para esta prueba, se inyecté la misma mezcla en las mismas condiciones descritas,
variando la concentracion de tal manera que siempre se introdujera la misma cantidad de
muestra en la columna. Se inyecto cada mezcia cinco veces.

Para evaluar la influencia de la concentracion sc inyectaron soluciones de benzaldehido en
las siguicntes concentraciones 600, 400, 200, 100 y 10 ppm.

4.4.1.3. Influencia del disolvente de Ia muestra.

Para esta prueba se inyectaron seis soluciones de benzaldehido en concentracion 1.8
mg/ml disueltas en metanol 100% y en mezclas acuosas con 90, 80, 70, 60 y 50% de
metanol respectivamente. Se empled la columna 11 v metanol-agua 60:40(v/v) como fase
movil.

4.4.2. Errores en la deteccion por UV-visible.

Para caracterizar el detector de UV-visible y aislar las contribuciones de los diferentes
parametros en la precision, se evalud primero el ruido a corto y a largo plazo, asi como el
desplazainiento con el método descrito por Wolf 't a 210, 254 y 380 nm en las formas
estatica y dinamica. Una vez determinado el ruido, se calculo el intervalo lineal para el
benceno, el tolueno y el antraceno a 251 nin empleando la columna II.  Se inyectaron seis
soluciones de cada compuesto cuya concentracion se escogié de tal manera que se
obtuvieran picos de areas aproximadamente iguales con el mismo valor de atenuacion del
integrador. Dichas concentraciones fueron para el benceno 1110, 555, 277, 138, 69 y 35

ppm, para cl telucno 4285, 2142, 1071, 535, 267 v 134 ppm; y para el antraceno 99, 49,
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25, 12, 6 y 3 ppm. Todas las soluciones fueron preparadas en una mezcla metanol-agua
de la misma composicion que la fase mowil.

Para determinar la influencia de la fase movil en la deteccion, se inyecté una solucion que
contenia 200 ppm de cada uno de los miembros de la serie de las alquilfenonas arriba
anotados. La columna Il fue equilibiada con por lo menos 50 ml de cada una de las
diferentes mezclas eluyentes. Se hicieron diez inyecciones de las alquilfenonas en cada una
de las siguientes mezclas cluyentes 90:10, 80:20 70:30, 60:40, y 65:35(v/v) de
acetonitrilo-agua.

La influencia de la velocidad de flujo en la precision se evaluo inyectando una mezcla de
500 ppm de benceno y 560 ppm de tolueno disueltos en una mezcla de metanol-agua
80:20(v/v), con los siguientes flujos 0.67. 0.76, 0.83, 0.91, 1.00, 1.11, y 1.23 ml/min.
4.4.3. Errores en ¢l andlisis de los parimetros de retencion.

Las fases moviles se prepararon mezclando volumenes medidos de acetonitrilo y agua.
Después de mezclados se desgasificaron con vacio y se mantuvieron bajo un flujo
constante de helio durante las corridas. Las columnas I y IIT se equilibraron con 50 ml de
la fase movil.

Para el estudio del comportamiento del uracilo y del floroglucinol, se hicieron cuatro
inyecciones de cada uno de ellos en cada mezcla eluyente. Para la determinacion de la
repetibilidad del tiempo de retencion se inyectd diez veces una solucion de las
alquilfenonas con la mezcla acetonitrilo-agua 80:20(v/v).

Las tres series homologas se inyectaron por triplicado en las columnas I y III para la
determinacion de sus respectivos valores de k'. Se inyectaron soluciones de 500 ppm de

los parabenos y de los alquilbencenos y de 200 ppm de las alquilfenonas.
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5. DISCUSION .
5.1. Fuentes de error en el inyec&or:
Una fuente de error que se presenta tanto en los inyectores automiticos como en las
valvulas es el residuo de muestra en el sistema de inyeccion, la precision es muy baja en
inyecciones sucesivas sobre todo cuando aumenta la concentracién de la muestra. En
nuestro caso el residuo represent6 el 3% del drea total del pico de la primera inyeccion es
por esto que se prob¢ lavar el inyector cada dos inyecciones, de esta forma disminuyd
hasta un 0.3% . Cuando se aplicé la prueba recomendada por Rehman ¢ con una solucién
de benzaldehido y fenol (3000 ppm de cada uno de ellos) para evaluar el funcionamiento
del inyector automdtico a partir de la reproducibilidad de las dreas se obtuvieron los
resultados de la Tabla 6.1.
Cuando se inyectdé una solucidon conteniendo las mismas sustancias pero en
concentraciones menores (160 ppm), el residuo de muestra disminuyé hasta un 0.1% del
drea del pico de la primera inyeccidn, de aqui que en los siguientes experimentos se lavo
el inyector cada dos inyecciones y se empled la muestra de prueba de la ASTM en este
orden de concentraciones, para reducir la contribucién del residuo de muestra en el
inyector a la reproducibilidad.
5.1.1. Influencia del tamafio de la muestra (volumen y concentracién).
Como ya se menciond la precision depende del volumen inyectado, para determinar el
intervalo de volumen 6ptimo se inyectaron volimenes diferentes de la muestra de prueba
y a partir de las dreas de cada uno de las sustancias se calcularon los valores de DER y se
graficaron contra los volumenes inyectados. Los resultados se encuentran en la Tabla 6.2
y en la Figura 6.1.
Como se observa la inyeccién de volumenes muy pequefios, (menores a 1ul) produce una
pérdida importante c¢n la precision, la baja de reproducibilidad puede deberse a la
precision con que el inyector automdtico mide el volumen, a la respuesta del detector y a

crrores en la integracion de dreas pequefas. Para determinar la fuente de error mas
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importante, se inyectd la misma masa de soluto (0.7 pg) disuelta en diferentes volumenes
con el objeto de obtener picos de drea igual y descartar el error debido a la deteccion y a
la integracién. Los resultados de estc experimento se muestran en la Tabla 6.3 y Figura
6.2.

Cuando se varia el volumen y se mantiene el drea del pico constante, la precision es mejor
que la del experimento de-la Tabla 6.2 con voliimenes pequefios. Para demostrar que ¢l
error es debido al inyector se deben comparar las varianzas de las dreas obtenidas con los
diferentes volimenes inyectados de cada uno de los compuestos por separado. Las
varianzas se compararon con la prueba de Bartlett?, proponiendo la hipétesis nula de que
las varianzas de los datos obtenidos para cada compuesto de la Tabla 6.3 son iguales para

un nivel de significacion del 5 % . Los valores de M obtenidos se listan a continuacion

Fenol M = 1.6409 X2 (0.05) critico=7.185 para 3 g I,
Benzaldehido M = 1.4056 corresponden a p-1
Acetofenona M =5.2818

Benzoato de metilo M =26.1247

Por lo tanto se rechaza la hipétesis nula solamente para ¢l benzoato de metlo. lo cual
indica que el inyector automatico no es el principal responsable de la perdida de precision
cuando se inyectan voliimenes pequefios. Cuando s¢ comparan las varianzas de la Tabla
6.2 excluyendo las de las dos primeras columnas se encuentra que son 1guales para todos

los compuestos

Fenal M= 59239 x> (0.05) crineo= 7 185 para 3 g.|
Benzaldehidoe M=24673
Acerofenona M =1 1905

Benzoato de metilo M=27430
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De lo anterior se desprende que la varianza de las medidas es semejante si se inyectan
volimenes de 1 pl o mayores, pero la maxima précision, de acuerdo a los valores del
%DER se alcanza con inyecciones de 10 pl.

En la Tabla 6.4 Figura 6.3 se muestran los resuitados del experimento para mostrar la
influencia de las concentraciones bajas de las muestras inyectadas en la precision de la
cuantificacion.

Aqui se ve que la precision disminuve considerablemente sélo cuando las muestras estan
muy diluidas, por ejemplo la masa de analito de la dltima columna es igual a la inyectada
en 0.5 ul del experimento de la Tabla 6.2. Si se propone como hipdtesis nula que las
varianzas de ambas inyecciones son iguales y se aplica la prueba F con un nivel de
significacion del 0.05% se obtiene un valor de F4 5y = 1.6074, menor que el valor
critico de F que es 5.192. Por tanto se acepta la hip6tesis nula. El valor del %DER es
también equivalente, lo que indica que el volumen del disolvente en este caso no tienc
una influencia importante en la precision de la determinacién. En cuanto al error en este
caso parece deberse mds a limitaciones del detector y del integrador.

Cuando el experimento en el que se varfa solamente el volumen de inyeccién se llevo a
cabo con la vdlvula, se encontré que el %DER es relativamente mas alto comparado con
el obtenido con ¢l inyector automatico ( ver la Tabla 6.5 y la Figura 6.4), ain si se inyecta
5 veces el volumen del rizo (20ul), que es lo recomendable para obtener la mayor
reproducibilidad. Si se comparan las varianzas de las dreas obtenidas al inyectar 10pl de
los cuatro compuestos con la prueba de Bartlett se obtiene el valor de M = 6.3979 para el
inyector automdtico y de 5.0858 para la vilvula, ambos menores que el valor critico de XZ
(0.05), de aqui que sc aplicara la misma prueba para comparar ambas técnicas. La
hipotesis nula se rechazo ya que el valor de M = 28.5209 es mayor que X2 (0.05) ¢ritico
que es de 7.185 para 3 g.l. lo que permite asegurar que las varianzas son diferentes y que
el inyector automadtico ¢s mas preciso que la védlvula, probablemente debido a que el

residuo en el rizo de inyeccidn es mayor en ésta que en el inyector automatico.
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6.1.2. Influencia del disolvente de la muestra.

Cuando se vari6 la composicion del disolvente de la muestra no se obtienen diferencias
significativas en la precisiéon, como se muestra en la Tabla 6.6. Esto indica que el
aumento en la altura del pico (y como consecuencia el aumento en la precision) es
apreciable sélo cuando se trata del andlisis de trazas como se reporta en la literatura 8.9,
5.2.Errores en la deteccién por UV.

Antes de identificar las fuentes de error en el detector, se determiné el ruido y el
desplazamiento de la linea base a 210, 254 y 280 nm con agua y con metanol.

El valor del ruido a largo plazo a 254 nm y agua como eluyente fue de 8.5 x 1079
UA/cm y el del desplazamiento de 1.9 x 104 UA/cm. El valor del ruido a corto plazo es
el mds util ya que influye en el valor de la cantidad minima detectable. en el caso del
detector empleado fue de 2.5 x 109 UA/cm con agua, 3.1 x 10-3 con metanol a 254 nm
(determinado por el método dindmico). Cuando se determina el ruido a 210 nm éste
resulta mucho mayor debido a la absorbancia de la fase mévil, con este detector fue de
1.5 x 104 UA/cm. El ruido es una limitante cuando se determina la CMD.

5.2.1. Linealidad de Ia respuesta del detector.

El intervalo lineal para el benceno, el tolueno y el antraceno sc calcularon por el
procedimiento de ASTM>7 Los resultados se presentan en las Figuras 0.5, 6.6, 6.7 y 6.8.
Como puede observarse, la CMD, definida como la masa que presenta una absorbancia
dos veces mayor que el ruido a corto plazo, es diferente para cada uno de cllos, ya que su
absorbancia en el UV a una longitud de ondad dada, es distinta. La reproducibilidad a
este nivel de concentracién fue en el mejor de los casos de 10% DER. El intervalo lineal
para el benceno y el tolueno se calculo como el cociente entre la concentracion mas alta
que se probd y la CMD , ya que en estas condiciones, la curva correspondiente nunca
presentd una meseta, pero para el antraceno, la curva es ligeramente concava y al aplicar

la regresion lineal a todo el intervalo de concentraciones probadas. el coeficiente de
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correlacién es bajo (0.981).

Cuando se calcul6 el intervalo lineal con las curvas de linealidad se observé por ejemplo,
que en la curva del benceno ( Figura 6.9) hay una desviacién a concentraciones bajas no
apreciable en la curva 6.5. Si se aplicara el método ASTM, es posible que se obtuviera un
error hasta de 20% cuando se calculan concentraciones por debajo de 300 ppm. El
intervalo lineal es de 102 para el antraceno de acuerdo con la definicién ASTM, pero si se
examina la curva de linealidad de la Figura 10, la exactitud de la cuantificacion cuando se
emplea esta curva es pobre a concentraciones menores de 5 ppm, para estas
concentraciones, se debe construir una nueva curva y calcular el limite superior del
intervalo lineal nuevamente.

Al emplear las curvas de linealidad, el intervalo lineal es menor comparado con el
calculado anteriormente pero los resultados que se obtienen son mas exactos. En este
tipo de curvas se fija el intervalo de confianza que se requiera para la cuantificacion, (en
la Figura 8 se fij6 en +2.5%). En cuanto a la precisién, como ya se menctono, €sta
disminuye considerablemente a medida que la concentracién de la muestra disminuye, ya
que depende de la absorbancia de la muestra a la longitud de onda que se use, del nivel
del ruido del detector y de la precision del integrador. Por ejemplo, para el tolueno, la
reproducibilidad es en promedio mejor que 0.5 % DER para concentraciones mayores de
50 ppm, y disminuye hasta 10% DER para concentraciones de 50 ppb. Por lo tanto,
cuando se trabaja con muestras diluidas o que presentan baja absorbancia en el UV a la
longitud de onda empleada, es mds confiable cuantificar con las curvas de linealidad que
con las recomendadas por ASTM, y determinar la CMD de acuerdo con el nivel de
confianza que se requiera, en lugar de tomarlo como la concentracién que produce una

respuesta dos veces el tamaiio del ruido.



5.2.2. Influencia de la composicion de la fase movil.

En la Figura 6.11 se presenta la variacion del drea, al cambiar la composicién de la fase
moévil. El drea aumenta al disminuir la cantidad de modificador orgdnico en la fase
movil. De aqui es obvio que las curvas de calibracion y la concentracién de la muestra
se deben obtener con la misma fase movil, pero esto implica ' que las bombas
proporcionen €sta dltima con idéntica composicién a lo largo de todo el andlisis, cuando
se requiere un alto nivel de exactitud. En cuanto a la altura del pico. esta sufre un cambio
mayor con las variaciones en la composicion de la fase mévil, por ejemplo, cuando la
cantidad de modificador orgdnico disminuye, el compuesto es mis retenido
produciendose picos mas anchos. De aqui que no se recomiende cuantificar usando la
altura del pico para compuestos con tiempos de retencidn largos. La reproducibilidad del
area y de la altura del pico no varia significativamente al cambiar la composicién de la
fase movil, siempre que se cumplan las condiciones de que el pico sea estrecho,
simétrico y tenga un valor de k' mayor de 2 como se muestra en la Tabla 6.7 y Figura
6.11.

5.2.3. Influencia del flujo de la fase movil.

En la Figura 6.12 se puede apreciar la influencia de los cambios de flujo en el drea del
pico. Al aumentar el flujo, el drea disminuye, por ejemplo, si ¢l flujo varia de un 10%, la
diferencia en las dreas es de 14%, en el caso de picos estrechos y simétricos como los del
benceno y tolueno. Este fendmeno revela la importancia del buen funcionamiento de las
bombas, que deben proporcionar el disolvente a un flujo exacto y constante, y sugiere la
necesidad de hacer curvas de calibracién regularmente para detectar variaciones de flujo
que puedan presentarse en un equipo con el tiempo, o diferencias entre cromatdgrafos,
para cvitar este tipo de errores. En cuanto a las alturas de los picos. las variaciones son
menores, la precision es practicamente la misma cuando se miden Jas dreas o las alturas

(ver Tabla 6.8 y Figura 6.13).
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5.3.Errores en la determinacién del voltimen de retencién.

En este trabajo se adopta la definicién de volumen muerto como el volumen total de fase
liquida en la columna"23. Esta definicidn implica la existencia de un tnico vaior de V
independiente de la composicién de la fase mévil y del soluto empleado para su
medicion. A partir de esta definicion se estudian los errores en la determinacion del Vg,
cuando se emplean los métodos de inyeccion de compuestos "no retenidos" y de
linealizacion de las series homdlogas (LSH).

5.3.1. Miétodo del compuesto ''no retenido''.

Para este método se utilizaron uracilo y floroglucinol. Como valores de V, de referencia,
se tomaron los calculados por el método propuesto por Kazakevich?® para cada una de las
dos columnas empleadas . El V para la columna I fue de 1.022 ml y para la IlT de 3.176
ml. A continuacién se obtuvieron los tiempos de retencién (to) del uracilo y del
floroglucinol en solucién, empleando como fase mévil mezclas de acetonitrilo-agua en
porcentajes que van de 0 a 100%, variando de 10 en 10% el contenido del modificador
organico. La reproducibilidad en la determinacién de los tiempos de retencién fue menor
de 0.1 % de DER, para los dos compuestos en las condiciones experimentales empleadas.
La precisién en los tiempos de retencién no se ve afectada por las variaciones en la
composicién de la fase mévil. Los valores de los volimenes de retencidn (V) de ambos
compuestos obtenidos con las diferentes composiciones de la fase movil probadas se
llevaron a una grafica en la Figura 6.14 y 6.15.

En estas Figuras se puede observar que el volumen de retencién de ambas sustancias varia
con la composicién de la fase mévil principalmente con fases que tienen alto contenido
de agua. El volumen de retencién medio para el floroglucinol y para el uracilo en la
columna IIT son 2.71 ml 2.544 ml respectivamente, y en la columna I siguiendo el mismo
orden, son 0.988 ml y 0.964. En ambos casos el volumen de retencién es menor que el

V,, de referencia y la diferencia entre ellos excede el 0.1% debido al error experimental.



5

La diferencia se puede explicar si se toma cn cuenta que c¢n las columnas de fase reversa,
se forma una capa estacionaria del disolvente orginico de la fase mdvil sobre la fase
estacionaria hidrofébica. Esta capa impide que las moléculas polares penetren en todos
los poros, consecuentemente el volumen de retencién es menor al volumen total del
liquido en la columna. Por otra parte. cuando estas sustancias se eluyen con fases
moviles con agua, su volumen de retencién es considerablemente mayor, debido a que
son retenidas por la fase estacionaria. Es por esto que el volumen de retencién de estos
compuestos no representa el volumen de la fase liquida en la columna; la diferencia entre
el V, de referencia y el V; promedio determinado con uracilo o con floroglucinol es, cn
el mejor de los casos, de mds del 10%.

Con este método el error en la determinacion de V; es particularmente importante en el
calculo de pardmetros absolutos como los termodindmicos. pero el método es dtil en el
andlisis cualitativo, para el cdlculo de los valores de k' en el desarrollo del método y la
optimizacién de la separacién de una muestra dada cuando se mide empleando

acetonitrilo como lase moévil.

5.3.2. Método de la linealizacion de las series homologas.

Para determinar la influencia de la precision en la determinacion de V, por este método,
primero se calculd la desviacion estindar y la desviacién estdndar relativa de los tiempos
de retencidén de la serie de las alquilfenonas (ver Tabla 6.9), para después inyectar las
serics homologas de los parabenos, la acetofenona y el benceno en las columnas [y 111
Los tiempos de retencion obtenidos para las tres series homologas se encuentran en las
Tablas 6.10 a la 6.14.

La determinacion de V, por este método se basa en la lincalidad de la relacion entre el In
de k' y el ndimero de dtomos de carbono de la cadena del homologo, por ello se calcularon
los valores de k' correspondientes a partir de los volimenes de retencién de cada miembro
de las tres series homologas y de valores de V , asignados, que van de 0.1 ml a 0.3 ml en

mcrementos de 0.1 ml para la columna 'y de 0.2 ml a 3.2 ml en incrementos de 0.2 ml



35

para la columna III. Los resultados se presentan en las Tablas 6.15 a 6.45. Con los
valores de k' obtenidos se construyeron las graficas (Figuras 6.16 a 6.46). En estas
graficas se puede observar que la relacién de In k' vs el nimero de dtomos de carbono no
es lineal para todos los valores de V , asignados ni para todas las composiciones de la fase
movil, las curvas se alejan de la linealidad con valores de V, extremos. Es evidente
también que las desviaciones son mayores para los miembros de la serie cuya cadena
lateral es corta. Este comportamiento ya habia sido reportado anteriormente®?, pero se
atribuyo a falta de precisién en la medicion del flujo principalmente. En este trabajo se
calculd el error estindar para las curvas In k' vs nimero de dtomos de carbono de la
cadena, para las tres series homoélogas eluidas con las diferentes fases méviles y con los
resultados (Tablas 6.46 a 6.50) se trazaron las grificas 6.47 a 6.51. En ellas se observa
que:1) algunas de las curvas presentan un minimo que corresponde a la curva de menor
error estdndar, es decir, la mds cercana a la lincalidad: 2) los valores del error estdndar
minimo son diferentes para las diferentes series homdlogas y atin para la misma serie
homdloga eluida con diferentes fases madviles. Para hacer mds clara esta discrepancia se
trazaron las gréficas del valor de V, correspondiente al error estindar minimo vs
porcentaje de acetonitrilo en la fase movil (Figuras 6.51 a 6.55). Sc aprecia en todas ellas
que la diferencia entre estos valores de V, es mayor del 0.1 % de DER que corresponde a
la repetibilidad de los volimenes obtenida (Tabla 6.9). Es decir, que si se acepta que Vg
tiene un Gnico valor para una columna dada que no depende del soluto ni de la
composicion de la fase movil, este método no nos permite determinarlo, aunque se cuente
con equipos mds precisos que ¢l empleado para este trabajo. Esto se debe a que las
desviaciones de la linealidad no se deben a la falta de precisidn, sino a que la interaccion
entre los miembros de las diferentes series homdlogas v las fases mévil y estacionaria es
distinta en cada caso, porque los grupos funcionales de las sustancias probadas son
distintos.  La supuesta linealidad de las curvas In k' - nimero de dtomos de carbono

descansa en la aditividad de las energias libres asociadas a los grupos metileno de la
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cadena lateral del homélogo, es decir, se considera que todos los metilenos de la cadena
son equivalentes, pero las desviaciones de la linealilad que presentan los miembros de la
serte de cadena corta indica que los metilenos cercanos al grupo funcional experimentan
una mayor influencia que aquellos que estin mas alejados, por tanto. no son equivaientes.
Por ultimo, los valores de V, de las curvas In k' vs nimero de dtomos de carbono que se

ajustan mejor a una recta. no corresponden a los valores de V  de referencia
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6. RESULTADOS.
6.1. Errores en la inyeccién.
Compuesto HDER?
Fenol 0.55
Benzaldehido 0.45

Tabla 6.1 %DER de las dreas de los picos obtenidas con el inyector automdtico en la columna I.Fase mévil
metanol-agua 55:45 (v/v).. @ promedio de treinta inyecciones.

Compeuesto Volimen (uh)
0.2 0.5 1.0 20 5.0 10.0
Fenol 3.5 1.6 0.5 0.8 0.3 0.1
Benzaldehido 3.1 1.2 0.9 0.9 0.2 0.2
Acetofenona 1.8 1.0 1 0.4 0.1 0.1
Benzoato de metilo 7.3 2.8 1.7 0.5 0.2 0.2

Tabla 6.2. % DER de las dreas obtenidas con ef inyector automético.y con la columna I, fase mévil metanol-agua
47:53(viv).
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Figura 6.1. Precision como funcién del volumen inyectado..(Inyector automético)
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Compuesto Volumen (1)
0.2 2.0 5.0 10.0 20.0
Fenol 0.7 04 0.2 0.2 - 0.2
Benzaldehido 0.6 04 0.4 0.4 0.3
Acetofenona 0.7 0.5 0.6 0.7 0.3
Benzoato de metilo 2.8 0.6 0.7 0.6 0.6

Tabla 6.3. % DER de las dreas obtenidas con el inyector automdtico e igual masa de soluto (3ug) disuelta en los
volumenes indicados. Columna I. Fase mdvil metanol-agua 47:53(v/v).

3 -
|
25+
\ —
' ——-——— Fenol
2 11
& ' — — — Benzaldehido
=) |
% 157 - Acetofenona
R |
14 — - — - Benzoato de
\ metilo
0 -——
0 5 10 15 20
Velumen ul

Figura 6.2. Precisién en funcién del volumen inyectado.
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40

Tabla 6.4.%DER obtenido con diferentes concentraciones de una solucién de benzaldehido. El volumen de

inyeccion fue 10ul. Columna 11, fase maévil metanol-agua 47:53(v/v).

0.9 -

0.8 T

0.7 -

0.5

% DER

04 -+

03 +

0.2 +

0.1

200 300 400 500 600

Concentracién (ppm)

Figura 6.3. Precision como funcién de la concentracion.
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Compuesto % del volumen (otal del loop
5 10 25 50 500
Fenol 1.1 0.8 0.8 0.3 Q.Z
Benzaldehido 1.3 1.4 0.4 0.2 0.2
Acetofenona 1.7 1.4 0.6 0.4 04
Benzoato de metilo 2.4 2.3 0.7 0.3 0.4

Tabla 6.5. %DER obtenidos con la valvula al variar el volumen de inyeccién con un rizo de 20pl . Columna I, fase
movil metanol-agua 47:53(v/v).

2571
2
& Feno!
[~
=4 1.5 -~ - Benzaldehido
=
% =mywmms Acetofencna
S
1 O Benzoato de
metilo
05 7
-@
0 + | f !
0 5 10 15 20
volumen ul

Figura 6.4. Precision como funcién del volumen inyectado. (Inyeccién manual).



% meianol
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To DER

0.1

0.1 0.1 0.2 0.3 0.2

Tabla 6.6. % DER obtemdo al emplear diferentes concentraciones de metanol como disolvente de la muestra.
Columna 1. fase movil metanol-agua 60:40(v/v).

6.2 Errores en la deteccion.

AREA

AREA

2.00e+7

1.00e+7

0.00e+0

7y = 1.1241e+5 « 1721.2x  RA2 = 1.000
CMD: 10 ng
J intervalo lineal = 10t3
T T v T v ] e | I S
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 CONCENTRACION ppm

Figura 6.5. Intervalo lincal del benceno. Columna L fase mévil metanol-agua 80:200v/v).
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1.00e+7
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y CMD: 200 ng
i Intervalo lineal = 10%3
T T T T T T T ¥ |
0 1000 2000 3000 4000 5000
CONCENTRACION ppm

Figura 6.6. Intervalo lineal del tolueno, Columna 11 fase movil metanol-agua 80:20(v/v).
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§.008+7 = ' .
y = 3.0565e+6 + 4.1909e+5x R~2 = 0.981

4.008+7 = a
3.00e+7 -

. 2.00e+7 -

W

< b
1.00e+7 =
e oL T o

c 20 40 60 80 100
CONCENTRACION ppm

Figura 6.7. Area vs concentracion de antraceno. Columna I, fase mévil metanol-agua 80:20(v/v).
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Intervalo lineal = 10%2

8e-+6 -

Ge+6 -
4o+ -

2646 - _~T
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- i M V I |
2 4 6 8 10 iz 14
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Figura 6.8. Intervalo lineal del antraceno. (tomado de la figura 6.7).
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Figura 6.9. Curva de linealidad del benceno. Condiciones como las de fa figura 6.6.
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Figura 6.10. Curva de linealidad del antraceno. Condiciones como las de la figura 6.7.
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Alquilfenona Yo Acetonitrile

90 30 70 67 65
Meitil 0.5 0.1 0.1 0.3 0.3
Enl 0.8 ' 0.1 0.1 0.2 0.3
Propil 0.9 0.2 0.1 0.2 0.7
Butil 0.6 0.2 0.1 0.1 0.2
Hexil 0.9 0.1 0.1 0.2 0.2

Tabla 6.7. %DER de las dreas obtcnidas variando el contenido de acetonitrilo en la mezcla eluyente en la

columna III, fase movil acetonitrilo-agua (promedio de diez inyecciones).

4500000 -
3500000 -

w

X

<« e
2500000 g
L S L

€5 70 75 80 85 90
% Acetonitrilo

metil
etil
propi
butii
hexit

Figura 6.11. [nfluencia del porcentaje de acetonttrilo en la fase mévil en el 4rea de los picos para la serie

de las alquilfenonas
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Compuesto Flujo (ml)
067 | 076 | 083 | 091 1.00 1.11 1.23
Benceno 07 0.6 0.7 0.4 0.8 0.5 0.6
Tolucno 0.6 0.3 A(),z_i»_ B 0.2 0.6 0.3 0.5 »

Tabla 6.8. *sDER dc las :ircas obtenidas utili zando T colunima I v como fase mévil una mezcla metanol-agua
80:20(v/v).

1.80e+6 -

-

1.60e+6 -

- benceno
- tolueno

1

1.40e+6

AREA

1.20e+8

A

1.00e+6

8.00e+5

6.00e+5 v :
0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 1.3

FLUJO (ml/min)

Figura 6.12. Inlluencia del fujo en las dreas de los picos.
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Figura 6.13. Influencia del flujo en las alturas de los picos.
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6.3. Errores en el andlisis de los parametros de retencion.

48

% Acetonitrilo
Alquilfenona 89 70 67 65
S % DER s %DER s %DER s % DER

Metit 0.0603 0.024 0.000% 0.064 0.601 0.063 | 0.0084 | 0.057
el 0.0013 0.086 0.6011 0.066 0.001 0.0511 | 0.0016 | 0.090
Propil 0.0014 0.086 0.0013 .0.065 0.001 0.041 0.002 0.112
Butil 0.6029 0.122 0.0012 0.094 0.0003 | 0.010 0.008 0.208
hexil 0.0096 6.204 0.0091 0.134 0.020 0.022 02028 0.349

Tabla 6.9. Desviacion estandar y desviacidn estdndar relativa de los tiempos de retencién (promedio de diez
inyecciones).Columna II1.

% Acetonitrilo Nimers de carbonos
i 2 3 4 7
79 1.17 1.23 1.37 1.57 3.0
60 1.25 1.41 1.66 2.07 5.49
50 1.44 1.74 2.28 322 12.55
49 1.83 2.24 2.95 4.18 16.46
Tabla 6.18. Voldmenes de retencién de la serie de los parabenos. Columna L.
Y Acetonitrilo Némero de carbonos
1 2 3 5 7 9 i1 i3 i5 17
18% 1.16 1.16 1.22 1.40 1.65 2060 | 277 | 394 59 9.13
90 1.21 1.32 1.40 1.74 2.41 373 | 6.36 | 11.57]21.66] 42.08
&b 1.29 1.45 1.65 2.35 3.90
70 1.42 1.70 2.05 343 6.81
it 1.72 227 3.04 6.39 | 15.57
50 2.08 3.05 451 |11.68 |34.01
40 2.93 5.11 8.86 {31.57 1122.00

Tabla 6.11. Volimenes de retencidn de la serie de las alquilfenonas Columna L.
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Je Acetonitrilo Neamero de carbonos
0 | 2 3 4 5 7 9
160 1.21 1.22 1.28 1.44 1.55) 1701 2.15] 2.92
90 1.31 1.44 1.58 1.77 2.05] 243 3.73] 6.26
80 1.56 .81 2.10 2.59 330 4.32| 8.16f 16.63
70 1.83 2.27 2.83 3.81 5.301 7.55{ 16.71] 39.05
60 2.37 | 4.31 6.38 9.68 15.60 38.40

Tabla 6.12. Volumenes de retencidn de la serie de los alquilbencenos en funcion de la composicion de la

fase movil. Columna L.

% Acetonitriio Nitmero de carbonos

(] 1 2 3 4 5 7 9
160 3.04 3.04 3.04 316 324 332 ) 354 ) 384
90 318 3.32 3.48 3.70 394 1424 | 510 | 634
bii1] 3.56 3.84 4.18 4.60 526 | 6.02 | 8.30 |12.80
76 4.16 4.70 5.36 6.34 7.64 | 934 114.76)24.60
60 5.42 6.56 8.10 | 1052 | 13.80 | 18.64 |35.14|68.48
50 7.08 928 | 1244 | 17.72 | 25.58 {37.36 | 81.60
40 9.88 1430 y 21.32 | 3394
20 1738 | 30.26 | 5442

Tabla 6.13.Volimenes de retencion de la serie de los alquilbencenos Columna 1.

% Acetonitriio Namero de carbonos

H 2 3 4 7
90 2.78 2.78 2.92 3.02 | 344
8¢ 2.88 2.98 3.14 332 422
76 3.04 3.24 3.52 388 | 576
60 344 384 442 524 11042
50 3.04 4.66 5.76 7.42 119.00
40 4.76 6.08 8.38 12.16 | 44.50
30 7.16 11.00 | 18.92 | 34.50

Tabla 6.14. Vohimenes de retencion de la serie de los parabenos Columna HIL
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Figura 6.14. Valores de V, obtenidos con floroglucinol y uracilo en la columna 1 *Calculado con el

método propuesto por Kazakevich..
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Figura 6.15. Valores de V, obtenidos con floroglucinol y uracilo en la columna I *Calculado con el

método propuesto por Kazakevich.



Nimero de carbonos

Vo 1 2 3 4 7
0.1 2.3702 2.4248 2.5416 2.6878 3.3979
6.2 1.5790 1.6390 1.7664 1.9242 2.6707
0.3 1.0647 1.1314 1.2716 1.4430]  2.2300|
0.4 0.6549 0.7300]  0.8858 1.0733 1.9058
0.5 0.2927 0.3784 0.5539 0.7608 1.6448
0.6 -0.0513 0.0438 0.2495 0.4804 1.4231
0.7 -0.3983] -0.2782| -0.0438 0.2174 1.2280)
0.8 -0.7711]  -0.6208| -0.3390| -0.0382 1.0517
0.9 -1.2040] -1.0033] -0.6497| -0.2951 0.8893
1 -1.7720]  -1.4697] -0.9943] -0.5621 0.7372
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Tabla 6.15. L.n k' para la serie de los parabenos en la columna 1.Fase mévil: acetonitrilo-agua 70:30(v/v).

In k'

“w
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— -~ ’/,’/’
P
e - ;
2 3

Figura 6.16.



Namero de carbonos

Yo 1 2 3 4 7
0.1 2.4423 2.5726 2.7473 2.9806 3.9871
0.2 1.6582 1.8001 1.9879 2.2354 3.2753
0.3 1.1527 1.3083 1.5115 1.7750 2.8507
0.4 0.7538 0.9262 1.1474 1.4291 2.5436
0.5 0.4055 0.5988 0.8416 1.1442 2.3006
0.6 0.0800 0.3001 0.5691 0.8961 2.0980
0.7 -0.2412 | 0.0142 0.3159 0.6715 1.9232
0.8 -0.5754 | -0.2712 | 0.0723 0.4622 1.7686
0.9 -0.9445 | -0.5680 | -0.1691 | 0.2624 1.6292
1 -1.3863 | -0.8916 | -0.4155 | 0.0677 1.5019
1.2 -3.1781 | -1.7430 | -0.9589 | -0.3216 1.2740
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Tabla 6.16. Ln k' para la serie de los parabenos en la columna .Fase mévil: acetonitrilo-agua 60:40(v/v).

In k'
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Figura 6.17.
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Namero de carbones

Yo 1 2 3 4 7
0.1 2.595255 | 2.797281 | 3.08191 | 3.440418 | 4.824306
8.2 1.824549 1 2.04122 | 2.341806 | 2.714695 | 4.123094
0.3 1.335001 | 1.568616 | 1.88707 | 2.275556 | 3.709499
0.4 0.955511 [ 1.20896 | 1.547563 | 1.953028 | 3.41362
0.5 0.631272 | 0.908259 | 1.269761 | 1.693779 | 3.182212
0.6 0.336472 | 0.641854 | 1.029619| 1.474 |2.991557
0.7 0.05557 | 0.395896 | 0.8141 | 1.280934 | 2.829003
0.8 -0.22314 10.161268 | 0.615186 | 1.106911 | 2.686997
0.9 -0.51083 | -0.06899 | 0.427444 | 0.946928 | 2.560667
1 -0.82098 | -0.30111 | 0.24686 | 0.797507 | 2.446685
1.2 -1.60944 | -0.79851 | -0.10536 | 0.520776 | 2.246896
1.3 -2.22848 | -1.08334 | -0.28257 | 0.389961 | 2.158004
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Tabla 6.17. Ln k' para la serie de los parabenos en la columna [.Fase mévil: acetonitrilo-agua 50:50(v/v).

Ik’

Figura 6.18.



Niimero de carbonos

Vo 1 2 3 4 7
0.1 2.8490 3.0634 3.3489 3.7075 5.0974
0.2 2.0962 2.3224 2.6199 2.9895 4.3981
0.3 1.6273 1.8667 2.1774 2.5585 3.9865
0.4 1.2719 1.5261 1.8512 2.2447 3.6926
0.5 0.9761 1.2470 1.5880 1.9947 3.4632
0.6 0.7154 1.0055 1.3640 1.7848 3.2746
0.7 0.4762 0.7885 1.1663 1.6023 3.1142
0.8 0.2498 0.5878 0.9872 1.4395 2.9743
6.2 0.0296 0.3980 0.8217 1.2917 2.8501
1 -0.1900 0.2151 0.6663 1.1553 2.7383
1.2 -0.6491] -0.1431 0.3756 0.9079 2.5429
1.3 -0.9029| -0.3242 0.2366 0.7937 2.4563
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Tabla 6.18. Ln k' para la serie de los parabenos en la columna I.Fase mévil: acetonitrilo-agua 40:60(v/v).

In k'

0 -

Figura 6.19.



Numero de carbones

55

Yo 1

2

3

S 7 9

11

13

15

17

0.1 |2.3656

2.3656

2.4204

2.5657 | 2.7402 | 2.9786

3.2843

3.6491

4.0599

4.5032

0.2 | 1.5738

1.5738

1.6341

1.7926 | 1.9803 | 2.2332

2.5530

2.9296

3.3494

3.7990

0.3 | 1.0589

1.0589

1.1260

1.3002 | 1.5033 | 1.7727

2.1078

2.4971

2.9262

3.3822

0.4 | 0.6484

0.6484

0.7239

0.9173 ] 1.1386 | 1.4267

1.7788

2.1815

2.6205

3.0832

6.5 1 0.2852

0.2852

0.3716

0.5889 1 0.8320 | 1.1417

1.5125

1.9298

2.3790

2.8485

g.6 |-0.0601

-0.0601

0.0408

0.2889 | 0.5587 | 0.8934

1.2851

1.7180

2.1780

2.6545

0.7 1-0.4090

-0.4090

-0.2877

0.0014 | 0.3043 | 0.6636

1.0837

1.5335

2.0048

2.4886

0.8 1-0.7847

-0.7847

-0.6325

-0.2860 0.0594 | 0.4590

0.9007

1.3686

1.8518

2.3431

6.9 1-1.2227

-1.2227

-1.0186

-0.5858[-0.1837] 0.2589

0.7308

1.2185

1.7142

2.2133

1 1-1.8018

-1.8018

-1.4917

-0.9138[-0.4323} 0.0639

0.5704

1.0798

1.5886

2.0957

Tabla 6.19.Lnk

' para la serie de las alquilfenonas en la columea I. Fase mévil: acetomitrilo.
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Numero de carbonos

56

Vo 1 2 3 5 7 9 11 13 15 17

0.1 | 2.4087 | 2.4866 | 2.5688 | 2.7973 | 3.1398 | 3.5932 [ 4.1372{4.7423 | 5.3827 | 6.0398
0.2 | 1.6214 | 1.7066 | 1.7959 | 2.0412 | 2.4024 | 2.8722 | 3.4280 | 4.0404 | 4.6849 | 5.3442
0.3 | 1.1119 | 1.2060 | 1.3038 | 1.5686 | 1.9507 | 2.4380 | 3.0062 | 3.6261 | 4.2748 | 4.9364
0.4 | 0.7080 { 0.8131 | 0.9213 [ 1.2090 | 1.6144 | 2.1208 | 2.7019 | 3.3295 | 3.9825 | 4.6463
0.5 | 0.3535 | 0.4725 [ 0.5933 | 0.9083 | 1.3403 | 1.8672 | 2.4618 | 3.0974 | 3.7547 | 4.4208
0.6 | 0.0198 | 0.1570 | 0.2939 | 6.6419 | 1.1042 | 1.6535 | 2.2623 | 2.9060 | 3.5677 | 4.2360
0.7 1-0.31281-0.1508 | 0.0071 | 0.3959 | 0.8932 | 1.4669 | 2.0906 | 2.7427 | 3.4088 | 4.0795
0.8 |-0.6636|-0.4660|-0.2794]0.1613 | 0.6994 | 1.2999 | 1.9393 | 2.5999 | 3.2705 | 3.9435
0.9 1-1.0594 | -0.8059 [-0.5778]-0.0690| 0.5175 | 1.1474 | 1.8034 | 2.4728 | 3.1480 | 3.8233
1 |-1.5512(-1.1973]-0.9039{-0.3011] 0.3436 | 1.0061 | 1.6795| 2.3580 | 3.0378 | 3.7155
1.2 |-4.60521-2.4651|-1.7671|-0.7985]| 0.0083 | 0.7479 | 1.4592 | 2.1566 | 2.8459 | 3.5283

Tabla 6.20 . Ln k' para la serie de las alquilfenonas en la columna I. Fase mévil:acetonitrilo-agua 90: 10(v/v).

Ink

20

Figura 6.21.
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Numero de carbonos

Vo 1 2 3 5 7
.1 24765 | 2.6034 | 2.7344 | 3.1122 | 3.6386
0.2 1.6956 | 1.8334 | 1.9741 | 2.3735 | 2.9189
0.3 1.1939 | 1.3446 | 1.4966 | 1.9203 | 2.4860
9.4 1 07998 | 09660 | 1.1314 | 1.5826 | 2.1702
0.5 | 04574 | 0.6429 | 0.8242 | 1.3067 | 1.9181
0.6 | 0.1398 | 0.3495 | 0.5500 | 1.0687 | 1.7060
0.7 | -0.1710 | 0.0703 | 0.2948 | 0.8556 | 1.5211
0.8 | -0.4902 | -0.2061 | 0.0488 | 0.6595 | 1.3558
0.9 | -0.8362 | -0.4907 | -0.1957 | 0.4749 | 1.2053

1 -1.2379 | -0.7963 | -0.4463 | 0.2979 | 1.0661
1.2 | -2.5903 | -1.5646 | -1.0033 | -0.0452 | 0.8124

Tabla 6.21. Ln k' para la serie de las alquilfenonas en la columna I. Fase m6vil: acetonitrilo-agua 80:20(v/v).

In k'
|

Figura 6.22.



Namero de carbonos

Vo 1 2 3 S 7
0.1 2.5840 | 2.7745 | 2.9730 | 3.5068 | 4.2063
6.2 1.8124 | 2.0169 | 2.2273 | 2.7832 | 3.4982
0.3 1.3218 | 1.5426 | 1.7664 | 2.3463 | 3.0775
0.4 09410 | 1.1810 | 1.4201 | 2.0262 | 2.7743
0.5 0.6152 | 0.3780 | 1.1346 | 1.7695 | 2.5354
0.6 0.3185 | 0.6089 | 0.8858 | 1.5525 | 2.3371
0.7 0.0351 | 0.3597 | 0.6605 | 1.3624 | 2.1668
0.8 -0.2469 | 0.1211 | 04503 | 1.1916 | 2.0167
0.9 -0.5390 | -0.1140 | 0.2495 | 1.0352 | 1.8822
1 -0.8557 | -0.3524 | 0.0535 | 0.8895 | 1.7598
1.2 -1.6740 | -0.8695 | -0.3390 | 0.6215 | 1.5424
1.3 -2.3418 | -1.1712 ] -0.5434 | 0.4956 | 1.4444
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Tabla 6.22 . Ln k’ para la serie de las alquilfenonas en la columna I.Fase moévil: acetonitrilo-agua 70:30(v/v).
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Namero de carbonos

Vo 1 2 3 5 7
0.1 2.7850 | 3.0796 | 3.3813 | 4.1419 | 5.0412
0.2 2.0281 | 2.3394 | 2.6536 | 3.4327 | 4.3416
8.3 1.5546 | 1.8845 | 2.2123 | 3.0109 | 3.9296
0.4 1.1939 | 1.5449 | 1.8874 | 2.7067 | 3.6353
0.5 0.8920 | 1.2669 | 1.6257 | 2.4667 | 3.4056
0.6 0.6242 | 1.0266 | 1.4032 | 2.2673 | 3.2166
0.7 0.3765 | 0.8109 | 1.2073 | 2.0957 | 3.0558
0.8 0.1398 | 0.6118 | 1.0301 | 1.9445 | 2.9155
0.9 -0.0931 | 04238 | 0.8666 | 1.8087 | 2.7909
1 -0.3285 | 0.2429 | 0.7134 | 1.6849 | 2.6787
1.2 -0.8362 | -0.1100 | 0.4280 | 1.4648 | 2.4825
1.3 -1.1299 | -0.2877 | 0.2921 | 1.3653 | 2.3955

Tabla 6.23. Ln k' para la serie de las alquilfenonas en 1. Fase mdvil:acetonitrilo:agua 60:40(v/v).

in k'

6

0

\

Vo

LA

figura 6.24.
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Numero de carbonos

Vo 1 2 3 5 7
0.1 29867 | 3.3861 | 3.7876 | 4.7519 | 5.8264
6.2 2.2418 | 2.6585 | 3.0715 | 4.6500 | 5.1303
0.3 1.7817 | 2.2174 | 2.6426 | 3.6358 | 4.7219
0.4 14363 | 1.8927 | 2.3309 | 3.3393 | 4.4312
9.5 1.1518 1.6312 | 2.0832 | 3.1073 | 4.2051
0.6 0.9042 | 1.4090 | 1.8756 | 2.9160 | 4.0198
0.7 0.6802 | 1.2132 | 1.6956 | 2.7528 | 3.8627
0.8 0.4716 | 1.0363 | 1.5355 | 2.6101 | 3.7261
0.9 0.2726 | 0.8732 | 1.3905 | 2.4831 | 3.6053

i 0.0788 | 0.7203 | 1.2570 | 2.3684 | 3.4969
1.2 -0.3079 | 0.4356 | 1.0161 | 2.1671 | 3.3085
1.3 -0.5083 { 0.3001 | 0.9055 | 2.0775 | 3.2254

Tabla 6.24. Ln k' para la serie de las alquilfenonas en la columna . Fase mévil: acetonitrilo-agua 50:50(v/v).
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Numero de carbongos

Yo 1 2 3 5 7
6.1 3.3436 | 3.9140 | 4.4731 | 5.7516 | 7.1058
0.2 2.6145 | 3.2007 | 3.7685 | 5.0553 | 6.4118
0.3 21717 | 2.7747 | 3.3514 | 4.6466 | 6.0055
0.4 1.8453 | 2.4660 | 3.0520 | 4.3557 | 5.7170
6.5 1.5819 | 2.2214 | 2.8170 | 4.1294 | 5.4931
0.6 1.3576 | 2.0171 | 2.6226 | 3.9438 | 5.3099
6.7 1.1596 | 1.8405 | 2.4563 | 3.7865 | 5.1549
0.8 09802 | 1.6841 | 2.3104 | 3.6497 | 5.0206
0.9 0.8144 | 1.5428 | 2.1802 | 3.5286 | 4.9020
i 0.6586 | 1.4134 | 2.0622 | 3.4200 | 4.7958
1.2 03670 | 1.1812 | 1.8541 | 3.2311 | 4.6118
1.3 0.2274 | 1.0753 | 1.7609 | 3.1478 | 4.5309
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Tabla 6.25. Ln k' de la serie de las alquilfenonas con la columna 1. Fase mévil acetonitrilo-agua 40:60(v/v).

Ink'

T

—

Figura 6.26



Nimero de carbonos
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Vo 0 1 2 3 4 5 7 9
0.5 0.3577 0.3716 0.4511 0.6270 | 0.7438 0.8755 1.1969 1.5773
0.6 0.0247 0.0408 0.1325 0.3317 0.4616 | 0.6061 0.9523 1.3528
0.7 -0.3069 -0.2877 | -0.1795 | 0.0501 0.1965 0.3567 0.7317 1.1546
0.3 -0.6563 -0.6325 | -0.5005 | -0.2294 | -0.0619 | 0.1178 0.5269 0.9750
0.9 -1.0498 -1.0186 | -0.8492 | -0.5183 | -0.3224 | -0.1178 | 0.3325 0.8090
1 -1.5371 -1.4917 | -1.2553 | -0.8301 | -0.5942 | -0.3567 | 0.1441 0.6528
1.1 -2.2581 -2.1748 | -1.7827 | -1.1860 | -0.8894 | -0.6061 [ -0.0418 | 0.5041
1.2 -4.3820 -3.8712 | -2.6474 | -1.6262 | -1.2264 | -0.8755 | -0.2284 | 0.3606

Tabla 6.26.. Ln k'para la serie de los alquilbencenos en la columna 1. Fase mavil: acetonitrilo.

In k'
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- Niimero de carbonos
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Yo 0 1 2 3 4 5 7 9
0.6 0.1726 | 0.3329 | 0.4876 | 0.6695 [ 0.8831 | 1.1157 | 1.6519 | 2.2442
0.7 -0.1327 ] 0.0515 | 0.2254 | 0.4262 | 0.6575 | 0.9054 | 1.4652 | 2.0723
0.8 -0.4443 | -0.2278 | -0.0292 | 0.1947 | 0.4471 | 0.7123 | 1.2981 | 1.9206
0.9 -0.7789 " | -0.5164 | -0.2847 | -0.0316 | 0.2460 | 0.5313 | 1.1456 | 1.7843
1 -1.1616 | -0.8278 | -0.5499 | -0.2588 | 0.0497 | 0.3584 | 1.0043 | 1.6601
11 -1.6418 | -1.1830 | -0.8355 | -0.4928 | -0.1456 | 0.1906 | 0.8717 | 1.5456
1.2 -2.3627 | -1.6220 | -1.1578 | -0.7409 | -0.3437 | 0.0255 | 0.7459 | 1.4390

Tabla 6.27. Ln k' para la serie de los alquilbencenos en la columna 1. Fase mévil: acetonitrilo-agua 90:10(v/v).

Ink'
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Numero de carbonos
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Vo 0 1 2 3 4 5 7 9
0.6 0.4752( 0.7039{ 0.9183| 1.2015] 1.5030{ 1.8243[ 2.5337] 3.285l
0.7 0.2116] 0.4637] 0.6953] 0.9959 1.3110] 1.6429] 2.3662| 3.1247
0.8 -0.0447) 0.2361| 0.4878] 0.8081| 1.1382| 1.4813] 2.2192] 29849
0.9 -0.3026] 0.0143] 0.2902| 0.6330] 0.9796| 1.3347] 2.0877| 2.8607

| -0.5709] -0.2070{ 0.09801 0.4669| 0.8316] 1.1997( 19685 2.7490
1.1 -0.8610] -0.4336f -0.0923| 0.3068] 0.6918] 1.0738] 1.8591] 2.6473
1.2 -1.1902| -0.6717| -0.2844| 0.1506| 0.5582| 0.9552| 1.7579] 2.5538

Tabla 5.28. Ln k' para la serie de los alquilbencenos en la columna L. Fase mavil: acetonitrilo-agua 80:20(v/v).
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Namero de carbonos

65

Vo 0 i 2 3 4 5 7 9
0.5 0.3577 | 0.3716 | 0.4511 [ 0.6270 | 6.7438 | 0.8755 | 1.1969 | 1.5773
0.6 0.0247 | 0.0408 | 0.1325 | 0.3317 | 0.4616 | 0.6061 | 0.9523 | 1.3528
0.7 -0.3069 | -0.2877 | -0.1795 | 0.0501 | 0.1965 | 0.3567 | 0.7317 | 1.1546
0.8 -0.6563 | -0.6325 | -0.5005 | -0.2294 | -0.0619 | 0.1178 | 0.526% | 0.9750
0.9 -1.0498 | -1.0186 | -0.8492 | -0.5183 | -0.3224 | -0.1178 | 0.3325 | 0.8090
1 -1.5371 | -1.4917 | -1.2553 | -0.8301 | -0.5942 | -0.3567 | 0.1441 | 0.6528
1.1 -2.2581 | -2.1748 | -1.7827 | -1.1860 | -0.8894 | -0.6061 | -0.0418 | 0.5041
1.2 -4.3820 | -3.8712 | -2.6474 | -1.6262 | -1.2264 | -0.8755 | -0.2284 | 0.3606

Tabia 6.29. Ln k' para la serie de los alquilbencenos en la columna 1. Fase mévil: acetonitrilo-agua 70:30(v/v).

In k'

[
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Nimere de carboenos

Vo 0 1 2 3 4 S
6.1 3.1224 | 3.7400 | 4.1400 | 4.5623 | 5.0039 | 5.9480C
0.2 2.3842 | 3.0229 | 3.4308 | 3.8586 | 4.3041 | 5.2523
6.3 1.9315 | 2.5928 | 3.0090 | 3.4426 | 3.8918 | 4.8442
0.4 1.5943 | 2.2798 | 2.7047 | 3.1442 | 3.5973 | 4.5539
0.5 1.3191 | 2.0308 | 2.4647 | 29102 | 3.3673 | 4.328]
0.6 1.0818 | 1.8219 | 2.2652 | 2.7169 | 3.1781 | 4.1431
8.7 0.8695-| 1.6404 | 2.0936 | 2.5517 | 3.0169 | 3.9863
0.8 0.6742 | 1.4788 | 1.9423 | 2.4069 | 2.8764 | 3.8501
0.9 0.4906 | 1.3321 | 1.8065 | 2.2778 | 2.7515 | 3.7297
1 0.3148 | 1.1969 | 1.6827 | 2.1610 | 2.6391 | 3.6217
1.2 -0.0253 | 0.9523 | 1.4625 | 1.9554 | 2.4423 | 3.4340
1.3 -0.1947 | 0.8396 | 1.3629 | 1.8635 | 2.3550 | 3.3513
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Tabla 6.30. Ln k' para la serie de los alquilbencenos en la columna I.Fase mdévil: acetonitrilo-agua 60:40(v/v).

In k'

Figura 6.31.



Numero de carbonos
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Vo 0 1 2 3 4 5 7 9

0.2 2.6532] 2.6532] 2.6532| 2.6946| 2.7213] 2.7473| 2.8154] 2.9014
0.4 1.8871] 1.8871| 1.8871] 19315] 1.9601| 19879 2.0605] 2.1518
0.6 1.4028{ 14028 1.4028] 1.4508] 1.4816f 15115 1.5892] 1.6864
0.3 1.0296] 1.0296| 1.0296] 1.0818] 1.1151] 1.1474] 1.2311} 1.3350
1.0 0.7129] 0.7129] 0.7129{ 0.7701] 0.8065| 0.8416] 0.9322] 1.0438
1.2 0.4274] 0.4274] 0.4274] 0.4906{ 0.5306] 0.5691] 0.6678| 0.7885
1.4 0.1582| 0.1582{ 0.1582] 0.2288| 0.2733] 0.3159 0.4243] 0.5555
1.6 1-0.1054{ -0.1054] -0.1054| -0.0253| 0.0247| 0.0723] 0.1927] 0.3365
1.8 |-0.3727{ -0.3727| -0.3727] -0.2803] -0.2231] -0.1691] -0.0339] 0.1252
2.0 |-0.6539] -0.6539| -0.6539| -0.5447| -0.4780| -0.4155| -0.2614| -0.0834
2.2 1-0.9628] -0.9628] -0.9628] -0.8293] -0.7492| -0.6751] -0.4958] -0.2938
24 |-1.3218[ -1.3218] -1.3218] -1.1499] -1.0498| -0.9589| -0.7444| -0.5108
2.6 1-1.7765] -1.7765| -1.7765| -1.5353] -1.4018| -1.2840} -1.0174| -0.7404
2.8 §-2.4507| -2.4567] -2.4567f -2.0513| -1.8506| -1.6835| -1.3307| -0.9904
3.0 1-43175] -43175| -4.3175] -2.9312| -2.5257| -2.2380| -1.7148 -1.2730

Tabla 6..31. Ln k' para la serie de los alquilbencenos en la columna II1. Fase mdvil: acetonitrilo.
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Niémereo de carbonos
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Vo 0 i 2 3 4 5 7 9

0.2 27014 | 27473 | 2.7973 | 2.8622 | 2.9285 | 3.0057 | 3.1987 | 3.4243
6.4 1.9387 | 19879 | 2.0412 | 2.1102 | 2.1804 | 2.2618 | 2.4639 | 2.6980
6.6 1.4586 | 1.5115 | 1.5686 | 1.6422 | 1.7168 | 1.8028 | 2.0149 | 2.2583
0.8 1.0902 [ 1.1474 | 1.2090 | 1.2879 | 1.3674 | 1.4586 | 1.6818 | 1.935]
1.0 0.7793 | 6.8416 | 0.5083 | 09933 | 1.0784 | 1.1756 | 1.4110 | 1.6752
1.2 0.5608 | 0.5691 | 0.6419 | 0.7340 | 0.8256 | 0.9295 | 1.1787 | 1.4547
1.4 0.2401 | 0.3159 | 0.3959 | 0.4964 | 0.5957 | 0.7073 | 0.9719 | 1.2609
1.6 -0.0126 | 0.0723 | 0.1613 | 0.2719 | 0.3801 | 0.5008 | 0.7828 | 1.0860
1.8 -0.2657 | -0.1691 | -0.0690 | 0.0541 | 0.1730 | 0.3042 | 0.6061 | 0.9251
2.0 -0.5276 | -0.4155 | -0.3011 | -0.1625 | -0.0305 | 0.1133 | 0.4383 | 0.7747
2.2 -0.8087 | -0.6751 | -0.5416 | -0.3830 | -0.2346 | -0.0755 | 0.2763 | 0.6322
24 -1.1239 [ -0.9589 | -0.7985 | -0.6131 | -0.4437 | -0.2657 | 0.1178 | 0.4957
2.6 -1.5002 [ -1.2840 | -1.0833 | -0.8602 | -0.6628 | -0.4608 | -0.0392 | 0.3636
2.8 -1.9972 | -1.6835 | -1.4153 | -1.1350 | -0.8986 | -0.6650 | -0.1967 | 0.2345
3.0 -2.8134 | -2.2380 | -1.8326 | -1.4553 | -1.1605 | -0.8835 | -0.3567 | 0.1074

Tabla 6.32. Ln k'para la serie de los alquilbencenos en la columna II1. Fase mévil: acetonitrilo:agua

90: 10(v/v).

Ink’
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Namereo de carbonos
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Vo 0 1 2 3 4 5 7 9

0.2 2.8214 | 2.90141 | 2.9907 | 3.1046 | 3.2308 | 3.3707 | 3.7013 | 4.1431
0.4 2.0669 | 2.1518 |22.2460 | 2.3656 | 2.4973 | 2.6426 | 2.9832 | 3.4340
0.6 1.5060 | 1.6864 | 13.7862 | 1.9120 | 2.0498 | 2.2009 | 2.5520 | 3.0123
0.8 1.2384 | 1.3350 | 1.44410 | 1.5738 | 1.7183 | 1.8756 | 2.2380 | 2.7081
1.6 0.9400 | 1.0438 | 1.15569 | 1.2975 | 1.4493 | 1.6134 | 1.9879 | 2.4681
1.2 0.6763 | 0.7885 | 0.90796 | 1.058% | 1.2189 | 1.3905 | 1.7778 | 2.2687
1.4 0.4336 | 0.5555 | 0.6860 | 0.8453 | 1.0142 | 1.1939 | 1.5950 | 2.0971
1.6 0.2029 | 0.3365 | 0.4778 | 0.6484 | 0.8275 | 1.0161 | 1.4321 | 1.9459
1.3 -0.0225 | 0.1252 | 0.2793 | 0.4630 | 0.6535 | 0.8520 | 1.2840 | 1.8101
2.0 -0.2485 | -0.0834 | 0.0862 | 0.2852 | 0.4886 | 0.6981 | 1.1474 | 1.6864
2.2 -0.4810 | -0.2938 | -0.1054 | 0.1117 | 0.3300 | 0.5518 | 1.0198 | 1.5724
2.4 -0.7270 | -0.5108 | -0.2989 | -0.0601 | 0.1754 | 04110 | 0.8995 | 1.4663
2.6 -0.9963 [ -0.7404 | -0.4981 | -0.2328 | 0.0228 | 0.2741 | 0.7850 | 1.3669
2.8 -1.3041 | -0.9904 | -0.7075 | -0.4090 | -0.1295 | 0.1398 | 0.6751 | 1.2730
3.0 -1.6784 | -1.2730 | -0.9331 | -0.5918 | -0.2832 | 0.0066 | 0.5691 | 1.1838
3.2 -2.1848 | -1.6094 | -1.1834 | -0.7847 | -0.4404 | -0.1264 | 0.4661 | 1.0986

Tabla 6.33. Ln k' para la serie de los alquilbencenos en la columna I11..Fase mévil: acetonitrilo:agua 80:20(v/v)

Ink’
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Nimero de carbonos

70

Vo 6 1 2 3 4 5 7 b

0.2 293857 | 3.1135 | 3.2504 | 3.4243 | 3.6163 | 3.8221 | 4.2877 | 4.8040
0.4 2.2407 | 2.3749 | 2.5177 | 2.6980 | 2.8959 | 3.1068 | 3.5807 | 4.1026
0.6 1.7806 | 1.9218 | 2.0711 | 2.2583 | 2.4624 | 2.6787 | 3.1612 | 3.6889
0.8 1.4351 [ 1.5841 | 1.7405 | 1.9351 | 2.1459 | 2.3679 | 2.8593 | 3.3928
1.0 1.1566 | 1.3083 | 1.4725 | 1.6752 | 1.8931 | 2.1211 | 2.6218 | 3.1612
1.2 0.9029 | 1.0704 | 1.2432 | 1.4547 | 1.6802 | 1.9145 | 2.4248 | 2.9704
14 0.6788 | 0.8575 | 1.0398 | 1.2609 | 1.4945 | 1.7354 | 2.2558 | 2.8077
1.6 04700 | 0.6614 | 0.8544 | 1.0860 | 1.3284 | 1.5764 | 2.1072 | 2.6655
1.8 0.2709 | 04769 | 0.6820 | 0.9251 | 1.1769 | 1.4324 | 1.9741 | 2.5390
2.0 0.0770 | 0.3001 | 0.5188 | 0.7747 | 1.0367 | 1.3002 | 1.8532 | 2.4248
2.2 -0.1155 | 0.1278 | 0.3621 | 0.6322 | 0.9053 | 1.1773 | 1.7421 | 2.3206
2.4 -0.3102 | -0.0426 | 0.2097 | 0.4957 | 0.780% | 1.0618 | 1.6390 | 2.2246
2.6 -0.5108 | -0.2136 | 0.0597 | 0.3636 | 0.6619 | 0.9525 | 1.5426 | 2.1355
2.8 -0.7221 | -0.3878 | -0.0896 | 0.2345 | 0.5473 | 0.8483 | 1.4519 | 2.0523
3.0 -0.9502 | -0.5680 | -0.2400 | 0.1074 | 0.4361 | 0.7483 | 1.3661 | 1.9741
3.2 -1.2040 | -0.7577 | -0.3930 | -0.018% | 0.3275 | 0.6517 | 1.2844 | 1.9002

Tabla 6.34. Ln k'para la serie de los alquilbencenos en la columna..Fase mdvil: acetonitrilo:agua 70:30(v/v).

ink’
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Niimero de carbonos

Vo 0 1 2 3 4 5 7 S

0.2 3.2619 | 3.4595 | 3.6763 | 39435 | 4.2195 | 4.5240 | 5.1631 | 5.8331

0.4 2.5297 | 2.7344 | 2.9575 | 3.2308 | 3.5115 | 3.8199 | 44642 | 5.1370

0.6 2.0836 | 2.2959 { 2.5257 | 2.8054 | 3.0910 | 3.4G34 | 4.0529 | 4.7286

0.8 1.7535 | 1.9741 | 2.2110 | 2.4973 | 2.7881 | 3.1046 | 3.7595 | 4.4379

1.0 1.4861 | 1.7156 | 1.9601 | 2.2534 | 2.5494 | 2.8702 | 3.5305 | 4.2118

1.2 1.2575 | 1.4966 | 1.7492 | 2.0498 | 2.3514 | 2.6764 | 3.3423 | 4.0265

1.4 1.0548 | 1.3045 | 1.5656 | 1.8740 | 2.1812 | 2.5108 | 3.1822 | 3.869%4

1.6 0.8702 | 1.1314 | 14018 | 1.7183 | 2.0314 | 2.3656 | 3.0427 | 3.7329

1.8 0.6987 | 0.9725 | 1.2528 | 1.5778 | 1.8971 | 2.2360 | 2.9190 | 3.6121]

2.0 0.5365 | 0.8242 | 1.1151 | 1.4493 | 1.7750 | 2.1187 | 2.8076 | 3.5033

2.2 0.3809 | 0.6840 | 0.9865 | 1.3302 | 1.6625 | 2.0113 | 2.7062 | 3.4054

2.4 0.2298 | 0.5500 | 0.8650 { 1.2189 | 1.5581 | 19120 | 2.6131 | 3.3154

2.6 0.0812 | 0.4207 | 0.7492 | 1.1139 | 14604 | 1.8196 | 2.5270 | 3.2323

2.3 -0.0664 | 0.2948 | 0.6381 ( 1.0142 | 1.3683 | 1.7329 | 2.4467 | 3.1552

3.0 -0.2148 | 0.1711 | 0.5306 | 0.9190 | 1.2809 | 1.6512 | 2.3715 | 3.0831

3.2 -0.3656 | 0.0488 | 0.4261 | 0.8275 | 1.1977 | 1.5738 | 2.3007 | 3.0155

Tabla 6.35. Ln k'para los alquilbencenos en la columna III. Fase mévil: acetonitrilo:agua 60:40(v/v).

Figura 6.36




Nomero de carbonos

Vo 0 1 2 3 4 5 7
0.2  3.5381 | 3.8155 | 4.1141 | 4.4728 | 4.8434 | 5.2247 | 6.0088
0.4 | 2.8154 | 3.1001 | 3.4045 | 3.7682 | 4.1423 | 4.5261 | 5.3132
0.6 1 23795 | 2.6718 | 2.9823 | 33511 | 3.7289 | 4.1152 | 4.9053
0.8 2.0605 | 2.3609 | 2.6776 | 3.0516 | 3.4332 | 3.8221 | 4.6151
1 1.8050 | 2.1138 | 2.4371 | 2.8166 | 3.2019 | 3.5935 | 4.3895
1.2 1.5892 | 1.9071 | 2.2372 | 2.6223 | 3.0114 | 3.4056 | 4.2047
1.4 1.4005 | 1.7279 | 2.0651 | 2.4559 | 2.8491 | 3.2459 | 4.0481
1.6 12311 | 15686 | 19132 | 2.310]1 | 2.7072 | 3.1068 | 3.9120
1.8 1.0761 | 14244 | 1.7768 | 2.1798 | 2.5811 | 293834 | 3.7917
2 0.9322 | 1.2920 | 1.6525 | 2.0618 | 24673 | 2.8724 | 3.6339
2.2 1 07967 | 1.1688 | 1.5378 | 1.9537 | 2.3634 | 2.7715 | 3.5860
2.4 1 06678 | 1.0531 | 1.4311 | 1.8537 | 2.2678 | 2.6787 | 3.4965
2.6 1 05441 | 0.9436 | 1.3309 | 1.7605 | 2.1791 | 2.5930 | 3.4139
2.8 104243 | 0.8391 | 1.2363 | 1.6731 | 2.0963 | 2.5131 | 3.3373
3 0.3075 | 0.7388 | 1.1463 | 1.5906 | 2.0185 | 2.4383 | 3.2658
3.2 | 0.1927 | 0.6419 | 1.0604 | 1.5124 | 1.9450 | 2.3679 | 3.1987

Tabla 6.36. Ln k'para los alquilbencenos en la columna IILFase mavil: acetonitrilozagua 50:50(v/v).
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Tabla 6.37. Ln k'para los alquilbencenos en CHI..I-ase maévil: acetonitrilo:agua 40:60(v/v).

Numero de carbonos

Vo 0 1 2 3
0.2 3.8795 | 4.2556 | 4.6597 | 5.1281
0.4 31655 | 3.5482 | 3.9570 | 4.4290
0.6 2.7387 | 3.1282 | 3.5419 | 4.0176
0.8 2.4292 | 2.8258 | 3.2445 | 3.7239
1 2.1838 | 2.58738 | 3.0116 | 3.4947
1.2 1.9787 | 2.3903 | 2.8194 | 3.3063
1.4 1.8012 | 2.2208 [ 2.6553 | 3.1460
1.6 1.6438 | 2.0716 | 2.5116 | 3.0063
i.8 1.5016 | 1.9379 | 2.3837 | 2.8823
2 1.3712 | 1.8165 | 2.2680 | 2.7707
2.2 1.2502 | 1.7047 | 2.1623 | 2.6691
2.4 1.1368 | 1.6011 | 2.0648 | 2.5758
2.6 1.0296 | 1.5041 | 1.9741 | 2.4894
2.8 0.9277 | 14127 | 1.8892 | 2.4089
3 0.8300 | 1.3262 | 1.8094 | 2.3334
3.2 0.7360 | 1.2438 | 1.7339 | 2.2624

Ink’
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Figura 6.38.
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Tabla 6.38. . Ln k' para la serie de los alquilbencenos en la columna II.Fase movil: acetonitrilo-agua

30:70(v/v).

Yo 0 1 2
0.2 44532 | 5.0126 | 5.6025
0.4 3.7483 | 4.3128 | 4.9056
0.6 3.3310 | 3.9006 | 4.4965
0.8 3.0313 | 3.6062 { 4.2051
1 2.7961 3.3762 | 3.9782
1.2 2.6015 | 3.1870 | 3.7921
1.4 24349 | 3.0260 | 3.6342
1.6 2.2887 | 2.8855 | 3.4969
1. 2.1582 | 2.7607 | 3.3753
2 2.0399 | 2.6483 | 3.2661
2.2 1.9315 | 2.5459 | 3.1670
2.4 1.8312 | 2.4517 | 3.0762
2.6 1.7378 | 2.3645 | 2.9923
2.8 1.6500 | 2.2831 | 2.9143
3 1.5672 | 2.2068 | 2.8414
3.2 1.4887 | 2.1349 | 2.7730
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Figura 6.39.
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Numero de carbonos

Yo 1 2 3 4 7

0.1 3.2884 | 3.2884 | 3.3393 | 3.3742 | 3.5086
0.2 2.5572 | 2.5572 | 2.6101 | 2.6462 | 2.7850
0.3 2.1122 | 2.1122 | 2.1671 | 2.2046 | 2.3482
0.4 1.7834 | 1.7834 | 1.8405 | 1.8795 | 2.0281
0.5 1.5173 | 1.5173 | 1.5769 | 1.6174 | 1.7716
6.6 1.2902 | 1.2902 | 1.3524 | 1.3946 | 1.5546
0.7 1.0890 | 1.0890 | 1.1542 | 1.1982 | 1.3646
0.8 0.9062 | 0.9062 | 0.9746 | 1.0207 | 1.1939
0.9 0.7366 | 0.7366 | 0.8085 | 0.8568 | 1.0375
1.0 0.5766 | 0.5766 | 0.6523 | 0.7031 | 0.8920
1.2 0.2751 | 0.2751 | 0.3600 | 0.4165 | 0.6242
1.3 0.1297 | 0.1297 | 0.2201 | 0.2800 | 0.4984

Tabla 6.39. Ln k' para la serie de los parabenos en la columna IT1LFase mavil: acetonitrilo-agua 90:10(v/v).
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Niimero de carbonos

Vo i 2 3 4 7
0.1 3.3250 | 3.3604 | 3.4144 | 3.4720 | 3.7184
0.2 2.5953 | 2.6319 | 2.6878 | 2.7473 | 3.0007
0.3 21518 | 2.1898 | 2.2478 | 2.3092 | 2.5701
0.4 1.8245 | 1.8641 | 1.9242 | 1.9879 | 2.2565
0.5 1.5602 | 1.6014 | 1.663% | 1.7299 | 2.0069
0.6 1.3350 | 1.3779 | 14430 | 1.5115 [ 1.7973
0.7 1.1360 | 1.1809 | 1.2487 | 1.3198 | 1.6151
0.8 0.9555 | 1.0025 | 1.0733 | 1.1474 | 1.4528
6.9 0.7885 | 0.8377 | 09118 | 0.9891 | 1.3053
1 0.6313 | 0.6831 | 0.7608 | 0.8416 | 1.1694
1.2 0.3365 | 0.3943 | 0.4804 | 0.5691 | 0.9229
1.3 0.1951 | 0.2564 | 0.3474 | 0.4407 | 0.8092
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Tabla 6.40. Ln k' para la serie de los parabenos en la columna II1. Fase movil: acetonitrilo-agua 80:20(v/v).

Figura 6.41.



Namereo de carboneos

Vo i 2 3 4 7
0.1 3.3810 | 3.4468 | 3.5322 | 3.6323 | 4.0360
0.2 2.6532 | 2.7213 | 2.8094 | 29124 | 3.3250
0.3 2.2119 | 2.2824 | 2.3734 | 2.4793 | 2.9014
0.4 1.8871 | 1.9601 | 2.0541 | 2.1633 | 2.5953
0.5 1.6253 | 1.7011 | 1.7984 | 1.9110 | 2.3533
0.6 1.4028 | 1.4816 | 1.5824 | 1.6987 | 2.1518
0.7 1.2068 | 1.2888 1.3934 | 1.5136 | 1.9780
0.8 1.0296 | 1.1151 | 1.2238 | 1.3481 | 1.8245
8.9 0.8662 | 0.9555 1.0685 1.1973 1.6864
1 0.7129 | 0.8065 | 0.9243 1.0578 1.5602
1.2 0.4274 | 0.5306 | 0.6592 | 0.8035 1.3350
1.3 0.2915 | 0.4003 | 0.5351 | 0.6854 | 1.2328
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Tabla 6.41. Ln k' para la serie de los parabenos en la columna 1. Fase mévil: acetonitrilo-agua 70:30(v/v).

Figura 6.42.



Numero de carbonos

Vo 1 2 3 4 7
0.1 3.5086 | 3.6217 | 3.7658 | 3.9396 | 4.6072
0.2 2.7850 | 2.9G14 | 3.0493 | 3.2268 | 3.9040
0.3 2.3482 | 2.4681 | 2.6198 | 2.8013 | 3.4884
0.4 2.0281 | 2.1518 | 2.3076 | 2.4932 | 3.1905
0.5 1.7716 | 1.8991 | 2.0592 | 2.2492 | 2.9570
0.6 1.5546 | 1.6864 | 1.8511 | 2.0455 | 2.7642
0.7 13646 | 1.5009 | 1.6704 | 1.8696 | 2.5995
0.8 1.1939 | 1.3350 | 1.5096 | 1.7138 | 2.4553
0.9 1.0375 | 1.1838 | 1.3638 | 1.5732 | 2.3267
1 0.8920 | 1.0438 | 1.2296 | 1.4446 | 2.2105
1.2 0.6242 | 0.7885 | 0.9871 | 1.2139 | 2.0060
1.3 0.4984 | 0.6698 | 0.8755 | 1.1088 | 1.9147
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Tabla 6.42. Ln k' para la serie de los parabenos en la columna 1I1. Fase movil: acetonitrilo-agua 60:40(v/v).
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Numero de carbones

Vo 1 2 3 4 7
8.1 3.648! 28100 | 40360 | 4.2032 | 5.2417
0.2 2.9285 | 3.1046 | 3.3250 | 3.5863 | 4.5433
0.3 24960 | 2.6764 | 29014 | 3.1669 | 4.1325
0.4 2.1804 | 2.3656 | 2.5953 | 2.8651 | 3.8395
0.5 | 1.9286 | 2.1187 | 2.3533 | 2.6276 | 3.6109
0.6 1.7168 | 19120 | 2.1518 | 2.4307 | 3.4232
0.7 1.5322 | 1.7329 | 19780 | 2.2618 | 3.2636
0.8 1.3674 | 1.5738 | 1.8245 | 2.1132 | 3.1246
0.9 1.2172 | 14298 | 1.6864 | 1.9802 | 3.0013

1 1.0784 | 1.2975 | 1.5602 | 1.8594 | 2.8904
1.2 0.8256 | 1.0589 | 1.3350 | 1.6454 | 2.6969
i.3 0.7084 | 0.9496 1.2328 1.5492 | 2.6112

Tabla 6.43. Ln k' para la serie de los parabenos en la columna I1L.Fase mévil: acetonitrilo-agua 50:50(v/v).
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Numero de carbonos

Vo 1 2 3 4 7
6.1 3.8416 | 4.0210 | 44164 | 4.7925 | 6.0958
0.2 3.1268 | 33810 | 3.7111 | 4.0910 | 5.4004
0.3 2.6991 | 2.9584 | 3.2934 | 3.6771 | 4.9927
0.4 2.3888 | 2.6532 | 2.9932 | 3.3810 | 4.7023
0.5 2.1424 | 24123 | 2.7575 | 3.1493 | 4.4773
0.6 1.9363 | 2.2119 | 2.5624 | 2.9584 | 4.2927
6.7 1.7579 | 2.0394 | 2.3953 | 2.7955 | 4.1363
8.8 1.5994 | 1.8871 | 2.2487 | 2.6532 | 4.0005
0.9 1.4560 | 1.7502 | 2.1176 | 2.5260 | 3.8804
1 1.3244 | 1.6253 | 19988 | 2.4123 | 3.7728
1.2 1.0874 | 14028 | 1.7890 | 2.2119 | 3.5858
1.3 0.9789 | 13021 | 1.6949 | 2.1227 | 3.5035
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Tabla 6.44. L.n k' para la serie de los parabenos en la columna II1.Fase mévil: acetonitrilo-agua 40:60(v/v).
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Numereo de carbonos

81

Yo 1 2 3 4
0.1 42570 | 4.6913 | 5.2375 | 58406
.2 3.5496 | 39890 | 4.5390 | 5.1446
0.3 3.1297 | 3.5742 | 4.1282 | 4.7362
0.4 2.8273 | 3.2771 3.8351 4.44506
0.5 2.5863 | 3.0445 | 3.6066 | 4.2195
0.6 23918 | 2.8526 | 3.4188 | 4.0342
0.7 2.2223 2.6888 3.2562 3.8771
0.8 2.0732 | 2.5455 | 3.1202 | 3.7406
£.9 1.9395 | 24179 | 2.9968 | 3.6199
1 1.8181 | 2.3026 | 2.885% | 3.5115
1.2 1.6027 | 2.1001 2.6924 | 33232
1.3 1.5058 | 2.0098 | 2.6067 | 3.2402
Tabla 6.45. Ln k' para la serie de los parabenos en la columna I Fase maévil: acetonitrilo-agua 30:70(v/v).
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Acetonitrilo

Vo| 44% 50% 68 % 70 % 50 % 90 % 160 %
0.1] 0.0655] 0.0793] 0.0876f 0.0979] 0.0766{ 0.2579] 0.1796
§.2] 0.0591 0.0726] 0.0819 0.09506] 0.0760] 90.2504f 0.1784
0.3] 6.0524| 0.0652] 0.0754] 0.0911] 0.0748] 0.2413] 0.1762
0.4) 0.0455] 0.0572f 0.0679] 0.0862f 0.0726] 0.2301] 0.1726
.5 0.0386; 0.0485| 0.0593] 0.0799] 0.0692] 0.2162] 0.1670;
0.6] 0.0318] 0.0393] 0.0495] 0.0718[ 0.0640| 0.1986| 0.1586
8.7 0.0260f 0.03060| 0.0385| 0.0613] 0.0560] 0.1758] 0.1458
0.8] 0.0226] 0.0226| 0.0273| 0.0480[ 0.0440f 0.1452] 0.1263
0.9 0.0236] 0.0225| 0.0216] 0.0334] 0.0272] 0.1021f 0.0963
1] 0.0293] 0.0325| 0.0322( 0.0322} 0.0273] 0.0385] 0.0667
1.3} 0.0385] 0.0494] 0.0564f 0.0674] 0.0890| 0.0982| 0.2012
1.2| 0.0500| 0.0712{ 0.0911} 0.1411f 0.2573] 0.6460

1.3] 0.0633] 0.0979] 0.1389} 0.2921

1.4) 0.0784] 0.1304] 0.2070] 0.8387

Tabla 6.46 Error estdndar obtenido con las alquilfenonas en la columnal.
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Figura 6.47. Dependencia de V, del error estandar para la serie de los alquilfenonas en la columna L.
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Acetoniirilo
Vo 60 % 70 % 80% S0 % 100 %
0.1] 0.169}} 0.1283] 0.13251 0.1107 0.0684
0.2 0.1680] 0.1220] 0.1281] 0.1096/ 0.0701
$.3] 0.1670[ 0.11501 0.1228{ 0.1076 0.0717
0.4 0.1663] 0.1071] 0.1165] 0.1047 0.0732
0.5 0.1659] 0.0982] 0.1090f 0.1005 0.0743
0.6 0.1658] 0.0881] 0.0999{ 0.0943 0.0750
0.7) 0.1664; 0.0767] 0.0889] 0.0854 0.0750}
0.8 0.1676] 0.0636| 0.0752] 0.0724 0.0742
0.9 0.1698] 0.0485] 0.0583] 0.0531 0.0738
1] 0.17321 0.0315] 0.0372] 0.0251 0.0815
1.3 0.1781f 0.0154] 0.0163] 0.0412 0.1348
1.2] 0.1849| 0.0243] 0.0405] 0.1560| 0.5301
1.3 0.1940| 0.0547| 0.0997] 0.7260
1.4l 02061 0.0963] 0.2022
151 022191 0.1533] 0.4401
1.6 0.2424] 02371
1.7 0.2688| 0.3808
1.8] 0.3031 0.7744

1.9] 0.3482

2| 04093
2.1 0.4964
2.3 09176

Tabla 6.48. Error estindar de la regresion obtenido con la serie de los alquilbencenos en la columna 1.
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Figara 6.49. Dependencia de V del error estdndar con la serie de los alquilbencenos. Columna 1.

85



Acetonitrilo

Vo 40 % 50 % 60 % 70 %
0.1 0.1484) 0.1515] 0.1280] 0.1064
0.2 0.1443]  0.1465] 0.1269] 0.1092
0.3 0.1396; 0.1402] 0.1249] 0.1118
0.4 0.1340] 0.1325] 0.1216] 0.1140
0.5 0.1274f  0.1228] 0.1163] 0.1154
0.6 0.1195] 0.1106] 0.1083] 0.1154
0.7 0.1102] 0.0951| 0.0961| 0.1128
0.8 0.0990; 0.0751 0.0771 0.1052
0.9 0.0855] 0.0485[ 0.0468[ 0.0877

i 0.0690[ 0.0128 0.0067| 0.0519
1.1 0.0485] 0.0414] 0.1103] 0.1370
1.2 0.0226] 0.1233] 04218
1.3 0.0114f 0.2730
14 0.0564  0.7001
1.5 0.1204
1.6 0.2191
1.7 (.3989

Tabla 6.49. Error estandar obtenido con Ta serie de los parabenos en L columna L
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Figura 6.50. Dependencia de V, del error estdndar en la serie de los parabenos.Columna 1.

87



88

Acetonitrilo

Vo 100 % 90 % 80 % 70 % 60 % 50 % 40 % 3%
0.2 0.0212 0.1150 0.0815 0.0797 1 0.0812 | 0.0590 | 0.0332 | 0.0124
0.4 0.0231 0.1212 0.0811 0.0774 | 0.0777 | 0.0561 | 0.0321 0.0l16
0.6 0.0245 0.1280 0.0804 | 0.0748 | 0.0739 | 0.0531 | 0.0310 | 0.0107
0.8 0.0262 0.1357 0.0793 0.0718 | 0.0697 { 0.0498 | 0.0299 | 0.0098

1 0.0281 0.1444 0.0778 0.0682 | 0.0652 { 0.0464 | 0.0287 | 0.0089
1.2 0.0304 0.1543 0.0757 0.0641 | 0.0603 | 0.0428 | 0.0274 | 0.0080
1.4 0.0330 0.1658 0.0729 | 0.0593 | 0.0550 | 0.0389 | 0.0260 | 0.0070
1.6 0.0361 0.1792 0.0692 0.0537 | 0.0492 | 0.0349 | 0.0246 | 0.0060
1.8 0.0400 0.1952 0.0641 0.0471 | 0.0428 | 0.0300 | 0.0231 0.0049

2 0.0447 0.2146 0.0574 | 0.0392 | 0.0359 | 0.0261 | 0.0215 | 0.0039
2.2 0.0597 0.2700 0.0434 | 0.0299 | 0.0200 | 0.0167 | 0.0199 | 0.0028
2.4 0.0738 0.3129 0.0363 0.0183 | 0.0t14 | 0.0123 | 0.0182 | 0.0016
2.6 0.1079 0.3779 0.0209 | 0.0069 | 0.0067 | 0.0096 | 0.0164 | 0.0004
2.8 0.3946 0.5038 0.019] 0.0149 | 0.0150 | 0.0110 | 0.0147 | 0.0008

3 0.0564 0.0364 | 0.0279 | 0.0160 | 0.0130 | 0.0020
3.2 0.1299 0.0655 | 0.0433 | 0.0229 | 0.0115 | 6.0033
34 0.3021 0.0104 | 0.0047
3.6 0.0104
3.8 0.0099

Tabla 6.50 . Error estindar obtenido con la serie de los alquilbencenos.en la columna HIL
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Figura 6.51. Dependencia de V, del error est4ndar para la serie de los alquilbencenos en la columna 1L
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Acetonitrilo
Vo 0% 40 % 50Y% 60% 70 % 80 % 90 %
6.1 0.0603] 0.10221 0.0850] 0.0654f 0.0414] 0.0266] 0.0178
0.2 0.0594| 0.1003] 0.0839] 0.0652] 0.0417[ 0.0272] 0.0184
0.3 0.0585|- 0.09837 0.0828] 0.0649( 0.0421] 0.0277( 0.0190
0.4 0.0575f 0.0962] 0.0816] 0.0646, 0.0424] 0.0282 0.0196
0.5 0.0564] 0.0940] 0.0802( 0.0641] 0.0427] 0.0288 0.0203
0.6 0.0554] 0.0917] 0.0787] 0.0636f 0.0429] 0.0294} 0.0211
0.7 0.0543] 0.0893] 0.0771] 0.0629| 0.0431] 0.0300;, 0.0219
0.8 0.0531f 0.0867] 0.0753] 0.0621} 0.0433] 0.0305] 0.6227
0.9 0.0519] 0.0840] 0.0734] 0.0612] 0.0433] 0.0311] 0.0237
1.0 0.0507] 0.0811] 0.0713] 0.00601f 0.0433] 0.0317] 0.0247
i.1 0.0494] 0.0781f 0.0690| 0.0588[ 0.0432] 0.0323] 0.0258
1.2 0.0481] 0.07491 0.0665] 0.0573] 0.0429] 0.0328; 0.0271
1.3 0.0467] 0.0715] 0.0637] 0.0556| 0.0424] 0.0333{ 0.0284
i.5 0.0437] 0.0642] 0.0573] 0.0513; 0.0409| 0.0340; 0.0317
1.7 0.0405] 0.0559] 0.0497] 0.0454] 0.0379] 0.0342| 0.0358
19 0.0370] 0.0467{ 0.0403] 0.0375] 0.0328| 0.0333} 0.0415
2.1 0.0332] 0.0362] 0.0289 0.0267| 0.02417 0.0299; 0.0498
2.3 0.0291] 0.0246| 0.0148] 0.0118] 0.0092] 0.0214] 0.0643
2.5 0.0246| 0.0126] 0.0049] 0.0121] 0.0220[ 0.0161] 0.1000
2.7 0.0198] 0.0117] 0.0209] 0.0148 0.0846| 0.1013] 0.2966
2.9 0.0146f 0.0280| 0.05721 0.0986| 0.2716
3.1 0.00921  0.0499  0.0989] 0.1977
3.3 0.0051] 0.0768} 0.1593| 0.4464

Tabla 6.51. Lrror estdndar obtenido con los parabenos en la columna 111
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Figura 6.52. Dependencia de V, del error estdndar para la serie de los parabenos en la columna I1L



92

% Acetonitrile 160 90 80 70 60
Vo 0.8744 | 1.0254 1 1.0993 | 1.1264| 0.5538
error est. 0.0736 | 0.0187 | 0.0163 10.0139]| 0.1657

Tabla 6.52. Error estdndar minimo en la determinacién de Vo con los alquilbencenos en la columna L.
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Figura 6.53. Error estandar minimo en la determinacién de Vo con la serie de los alquilbencenos en la columna 1.
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% Acetonitrilo 160 90 80 70 60 50 40
Vo 0.9980 | 1.0327 | 0.9569 | 0.9347 | 0.8928 | 0.8533 | 0.8315
std error 0.0667 | 0.0218 10.02045] 0.0230 | 0.0215 | 0.0212 | 0.0224

Tabla 6.53. Error estdndar minimo en la determinacién de Vo con las alquilfenonas en la columna [
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Figura 6.54. Error estandar minimo en la determinacién de Vo con las alquilfenonas en la columna 1.



% Acetonitrilo 40 50 60 70!
Vo 1.2700| 1.0256| 0.9915| 1.0301
error est. 0.00211 0.0055| 0.4017| 0.0440,

Tabla 6.54. Error estdndar minimo en la determinacién de Vo con los parabenos en lacolumna I..
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Figura 6.55. Error estindar minimo en la determinacién de Vo con los parabenos en la columna L.
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% Acetonitrilo 80 70 60 S0 40 30
Vo 2.4497) 2.3684] 24081 2.4641] 2.6126 3.333
std error -0.0130] 0.0047; 0.0046] 0.0034] 0.0047 0.005

Tabla 6.55. Error estdndar minimo en la determinacién de Vo con los parabenos en la columna III.
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Figura 6.56. Error estindar minimo en la determinacién de Vo con la serie de los parabenos en la columna III,
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% Acetonitrilo 160 L] 80 70 60 50 4¢ 30
Vo 0.0300 10.03C0 2.7201 2.6476 |2.7749 |2.8433 3.6104 |2.6731
std error E@.OZOS 0.0338 0.0148 10.0058 |0.0066 |0.0095 ]0.0099 [4E-08

Tabla 6.56 Error estdndar minimo en la determinacién de Vo con los alquilbencenos en la columna III.
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Figura 6.57. Error estdndar minimo en la determinacién de Vo con la serie de los alquilbencenos en la

columna III.
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7. CONCLUSIONES.

7.1. Fuentes de error en el inyector y en la deteccion.

De las fuentes de error en el inyector estudiadas, la mds importante es el residuo que
queda en el inyector después de cada inyeccion.

De la comparacion de las varianzas de las dreas obtenidas con el inyector automatico y
con la viélvula, se concluye que el inyector automitico es mds preciso. Esto se debe
probablemente a que el residuo de muestra en el inyector automdtico es menor que el de
la vdlvula.

Le sigue en importancia la masa inyectada, si ésta es menor a 0.2 pug la reproducibilidad
disminuye considerablemente. Este valor limite corresponde a la mezcla fenol,
benzaldehido, acetofenona y benzoato de metilo que presentan un valor de k' y de
resolucion mayores a uno en las condiciones cromatogrificas empleadas en este estudio,
para otros sistemas con diferente selectividad, y por lo tanto resolucion de las bandas, el
limite es diferente.

En cuanto al volumen de inyeccién se comprobd que no afecta significativamente a la
precision, si se introducen mds de 0.2 ug.

Se demostrd que la composicidn del disolvente en que se diluye la muestra tampoco tiene
efecto en la precision en las condiciones en las que se trabajo.

De los dos métodos que se emplean para calcular la lincalidad del detector, el que usa las
"curvas de linealidad" (sensibilidad vs concentracién) permite detectar la no linealidad de
la respuesta del detector de UV-visible, y con ello incrementa la exactitud de la
cuantificacion. El intervalo lineal es significativamente distinto para los tres compuestos
probados, lo que indica que depende de los grupos cromoforos

Las variaciones del flujo de la fase mévil no afectan fa precision, pero si la exactitud.
Variaciones del 1% producen cambios importantes cn las dreas y también, pero en menor

medida, en las alturas de los picos.
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Las diferencias en el contenido del modificador orgdnico de la fase mévil no influyen
significativamente en la precision.

Las condiciones 6ptimas con las que se obtiene una precisién mayor al 0.5% de DER son:
Devitar el residuo de muestra entre inyecciones sucesivas; 2) introducir una masa de
muestra mayor a 0.2 |g (para las sustancias empleadas en este trabajo), en el caso de la
vilvula inyectar cinco veces el volumen total del rizo de inyeccién, en el caso del inyector
automdtico es preferible inyectar mds de 1 pl; 3) fijar la longitud de onda en el maximo
de la banda de absorcion del grupo croméforo, calcular el intervalo lineal con las curvas
de linealidad método de la AST; 4) elegir la composicién de la fase mévil con la cual los
picos correspondientes a las sustancias analizadas tengan un valor de k' mayor a 2; 5)
desgasificar los disolventes de la fase moévil para evitar burbujas y comprobar que el flujo
y la composicion de la fase moévil son constantes a lo largo del anélisis.

7.2. Fuentes de error en la determinacién de los vohimenes de retencion.

El error en la medicién de los volimenes de retencién fue 0.1% DER en el caso de las
sustancias no retenidas uracilo y floroglucinol y de 0.3% para los miembros de las series
homodlogas de mayor tiempo de retencidn.

7.2.1. Método de la sustancia no retenida. El volumen muerto determinado con las
sustancias no retenidas empleadas varfa con la composicién de la fase mévil y es menor
que el volumen del liquido en la columna. El error en su determinacion no se debe a la
falta de repetibilidad de los tiempos de retencion pues la diferencia entre el valor de Vg
obtenido por este método y el de referencia es mayor que el 0.1%DER obtenido, se debe a
que dichas su>stancias son excluidas por la fase mévil debido a su gran polaridad.

7.2.2. Método de linealizacion de las series homdélogas. Después de estudiar el
comportamicnto de las curvas del In k' vs nimero de dtomos de carbono asignando
diferentes valores de Vg se concluye que dichas curvas no son lincales para los primeros
homélogos de la serie debido a la falta de aditividad de las interacciones entre los grupos

metilenos de la cadena lateral de los miembros de las series homélogas y la fase
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estacionaria. Este comportamiento da como resultado que con el método de linealizacién
de las series homologas se obtengan valores de V, distintos para cada composicién de la
fase moévil y para cada serie. La diferencia entre los valores de V obtenidos con
diferentes fases moviles no puede ser explicado por errores en el sistema cromatografico

ya que la diferencia entre ellos es mayor al 0.3% DER de los volimenes de retenciodn.



100

8. BIBLIOGRAFIA.
1.- Snyder, L. R., Glajch, J. L. and Kirkland, J. J. Practical HPLC Method Development.
John Wiley & Sons. New York. 1988. pp 1-14.
2.- Miller J. C. and Miller, J. N. Statistics for Analvtical Chemistry. 2nd ed. Ellis
Horwood. New York. 1988. pp 33-35 y 46-50.
3.- Massart, D. L., Dijkstra, A. and Kaufman., L. Evaluation and Optimization of
Laboratory Methods and Analytical Procedures. Elsevier Sci. Pub. Co. The Netherlands
1978. pp 105-107.
4.- Snyder, L. R., Kirkand, J. J. Introduction to Modern Liquid Chromatography. John
Wiley & Sons. New York. 1979. pp 87, 299.
5.- Poole, C. F., Shuette, S. A. Contemporary Practice of Chromatography. Elsevier,
Amsterdam. 1984. pp 368-370.
6.- Rheman, M. J. Chromatographia (1987). 24, 495,
7.- Done, J. N. J. Chromatogr. (1976), 125, 43.
8.-Hoffman, N. E. et al. J. Chromatogr. 465 (1989), 189.
9.- Hoffman, N. E. et al. J. Lig. Chromatogr.14 (1991) 651.
10.- Annual Book of ASTM Standards; American Society for Testing and Materials;
Philadelphia, 1988, vol 14.01 pp 149-58: 178-83; 235-45; 289-99; 344-48.
11..-Wolf, T., et al., J. Chromatogr. Sci., 19 (1981) 387.
12.-Pfeiffer C. D, et al., Anal. Chem.. 55 (1983) 1622.
13.- Dorschel, C. A., etal., Anal. Chem., 61 (1989) 951 A.
14.- Fowlis, 1. A. and Scott R. P. W., J. Chromatogr., 11 (1963) 1.
15.- Bukalyar, S. R., and Henry. R. A. J. Chromatogr., 126 (1976) 327.
16.- Dryer, U., Melzer, H. and Mokel H. J. J. Chromatogr. 592 (1992) 13.
17.- Horvath, C., Melande, W. R., Book of Abstructs, 183rd. National Meeting ol the
ACS, Las Vegas NV. 1982,

18.- Smith, R. J., etal,. J. Lig. Chromatogr. 9 (1986) 1387.



101

19.- Riedo, F. M. and Kovats E., J. Chromatogr. 239 (1982) 1.

20.- Mokel, H. J. and Frevholdt, T., Chromatographia, 17 (1983) 215.

21.- Larman, J. P. et al., J. Chromatogr. 255 (1983) 163.

22- Scott, R. P. W. and Kucera, P., J. Chromatogr. 125 (1976) 251.

23.- Knox, J. H., eta al. Faraday Symposium of the Chemical Society, New York, 15
(1980) 540.

24.- Laub, R. J. and Madden, S. J.. J. Lig. Chromatogr. 8 (1985) 173.

25.- Kazakevich, Y. and McNair, H. M. /. Chromatogr. Sci., 31 (1993) 317.
26.-Krstulovic, A. M., Anal. Chem., 54 (1982) 2438.

27.- Slaats, E. H., et al., J. of Chromatogr., 207 (1981) 299.

28.- Mc Cormick, R. M. et al., Anal. Chem., 52 (1980) 2249.

29.- Berendson, G. E., Schoenmakers, P. J. et al., J. Lig. Chromatogr., 3 (1988) 1669.
30.- Tchapla. A., et al., Anal Chem., 56 (1984) 621.

31.- Fini, O, etal., J. Chromatogr. 210 (1981) 326.

32.- Billiet, H. A. H. et al., Anal. Chem., 55 (1983) 847.

33.- Thus, J. L. and Kraak, J. C., J. Chromatogr. 320 (1985) 27.

34.- Karger, B. L., etal., J. Chromatogr., 128 (1976) 65.

35.- Wainwright, M. S.. et al., J. Chromatogr., 321 (1985) 287.

36.- Bakalyar, S. R., et al., J. Chromatogr., 142 (1877) 353.

37.- Engelhardt, H., et al., Chromatographia, 14 (1981) 227.

38.- Paanakker, ctal., J. Chromatogr., 149 (1978) 111.

39.- Horvath, C., et al., J. Chromatogr., 149 (1978) 43.

40.- Popl, I. V. M., ctal.. J. Chromatogr.,281 (1983) 293.

41.- Flanagan, R. J. and Jane, L., J. Chromatogr., 323 (1985) 173.

42.- Johnson. H. .. et al., J. Chromatogr., 177 (1979) 297.

43.- Ageev, A. N, et al.,, Chromatographia, 14 (1981) 638.

44 .- Biji, K. E., et al., J. Chromatogr., 203 (1981) 65.



102

45.- Nahum, A, et al., J. Chromatogr., 203 (1981) 295.

46.- Van der Wal, S., et al., J. Chromatogr., 149 (1978 431.

47.- Unger. S. H. and Feuerman, T. F., J. Chromatogr., 176 (1979) 426.

48.- Hsu, A.J., et al., J. Lig. Chromatogr., 7 (1984) 599.

49.- Wells, M. J. M. and Clark, C. R., Anal. Chem., 53 (1981) 1341.

50..- Martin, A. J. P., Synge, R. L. M., J. Biochem., 35 (1941) 1358.

51.- Colin, H., et al., J. Chromatogr., 149 (1978) 169.

52.- Martin, M., Thevenon, G., Tchapla, A., J. Chromatogr., 452 (1988) 157.

53.- Al-Thamir, W. K., Purnell, J. H., Wellington, C. A., Laub, R. J., J. Chromatogr.,
173 (1979) 388.

54.- Yonker, C. R., J. Chromatogr., 241 (1982) 257.

55.- Ostman, C. E. and Colmsjo, L. Chromatographia, 25 (1988) 25.

56.- Smith R. M. and Burr, C. M., J. Chromatogr., 475 (1989) 57.

57.- Bogusz, M. and Aderjan, R., J. Chromatogr., 435 (1988) 43.

58.- Yamaouchi, S., J. Chromatogr., 635 (1993) 61.

59.- Smith R. J. et al., J. Chromatogr., 236 (1982) 313.

60.- Shoenmakers P. J.. Billiet, H. A. H. and de Galan, L., J. Chromatogr., 185 (1979)
61.-Subcommitee E. 19.08 Task Group on Liquid Chromatography of the American

Society for Testing and Materials. J. Chromatogr. Sci. 19 (1981) 338.



	Portada
	Índice
	1. Introducción
	2. Objetivos
	3. Antecedentes y Teoría
	4. Parte Experimental
	5. Discusión
	6. Resultados
	7. Conclusiones
	8. Bibliografía

