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CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN 

La química --desde sus orígenes- ha transformado 
notablemente la vida de las personas. El mundo ha presenciado 
grandes cambios en los materiales que se utilizan para proveernos 
--entre otras cosas- de comida, ropa, medicina, limpieza, ·salud, 
comodidad; se han introducido nuevos materiales en·nuestras vidas 
y los materiales tradicionales se han ido perfeccionando. 

La gran cantidad de nuevos productos ,químicos que en la 
actualidad sirven para los propósitos mencionados requiere también 
de investigación para el desarrollo de , métodos analíticos que 
permitan identificar y medir las cantidades y concentraciones de 
éstos y los involucrados en su producción; de tal manera que ésta se 
lleve a cabo adecuadamente, las concentraciones en productos 
terminados puedan ser controladas y se facilite su identificación. 

Para el caso de los agentes tensoactivos sus características 
anfifílicas dificultan su aislamiento y la medición de sus 
concentraciones por los ni.étodos analíticos convencionales; de ahí la 
búsqueda de métodos analíticos alternativos que permitan obtener 
mejores mediciones. Desgraciadamente estos métodos alternativos 
consumen muchos recursos y duran mucho tieni.po, por lo que las 
nuevas tendencias requieren de métodos analíticos que sean más 
rápidos, más baratos o ani.bos -dependiendo de las necesidades de 
los procesos relacionados a éstos-, tendencia que va de la mano 
con los vertiginosos avances que tiene el análisis instrumental en 
todas sus modalidades. 
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CAPÍTULO 11 

OBJETIVO 

Desarrollar un método analítico 
cromatográfico para la cuantificación de Teepol 
HB-7 en solución acuosa. 
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CAPÍTULO 111 

GENERALIDADES Y 
PARTICULARIDADES 

111.1 GENERALIDADES 
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Adentrándonos en estas nuevas tendencias llegamos al 
objetivo de esta tesis de licenciatura, el cual es -utilizando la 
técnica cromatografía de líquidos de alta resolución- obtener un 
método analítico instrumental [cromatográfico] para la 
cuantificación de Teepol HB7u, que compita en precio, velocidad, 
exactitud y precisión con el método actualmente utilizadob. Para que 
el método analítico obtenido pueda reemplazar al método actual, 
éste necesita ser validado tomando en cuenta los parámetros de 
repetibilidadc, reproducibilidadd, concentración mínima detectable, 
concentración núnima cuantificable, linearidad del sistema, 
exactitud y precisión. 

111. 1.1 Generalidades sobre Teepol HB7~ 

Teepol HB7 es una solución de la sal de sodio de alquil 
sulfatos de cadena larga. El alcohol del cual provienen es una 
n~ezcla específica de alcoholes C9, C10, C11, C12 y Cn especialmente 
seleccionados para proveer alta solubilidad combinada con buenas 

·• i\.l lu .. llnH•nll• el Tcepol HB7 se conClet~ con el nombre comcrcidl de Nl.."odol HB7. 
1· El llll~lodn .. 1ctu..ih11C"nlc> utili/...aJn se ..-.ncuPnlrJ dl."'nlro del J~rupn Ju los m~todos analfticos 
Jllt•rnJLivos. Fue deSJrrolJJdo por el f\.1. en C. Arnulfo Germán Ron1i•ro UscJ.nr.a. 
· l..!t•pt>l1hilidJÚ es IJ c ... .rJt:leri!.Lk"J 4ue Li«...•nL' un prtl\..t.."So de ejL"L'UlJr.>e Je mJm.•ra i<lénlka J IJ 
ult1nht <1t·..isión Pn qur t""sh<> S<' h..iy..i llt.•vddn a rnho, indeprndienten1enln dt'!' cu..1nlo Liempo haya 
lrdn~i.:urrido Pn est.~ l..ip~«..1. 
,J f-.!t•prrn..lut:ibilic.Jo.1c.J es Jo.1 t.·o.1ro.1ctcrl!->licJ "'fUl." tiene un proceso de t!jL"t:"Uld~c c.JL• n1&.1ncro.1 idénlicd o.1 J&.1 
ultmh1 ocdsión en que Coste se hay.J lfov~u..lo a caho, indcpcndientcmcnlt"! t.h• quL'• rcrsonJ Je..., h.iyJ 
put°'lo t•n prol1,:lico.1. 
·· T1•t•ptll HB7 t•s nlilrt·J n•nislrJdi1 t..h." ShPll Dt!ler~cnL-.. 
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propiedades emulsificantes, s.olubilizantes .. y de actividad 
superficial, además dt( lá \ simplicidá'd ·y, estabilidad asociada .. a las 
sales de sodio. 

El Teepol HB7 se prepara por sulfatación en un proceso 503 de 
película delgada continua para asegurar un bajo color y el mínimo 
contenido de materia orgánica no sulfatada y sal orgánica. Contiene 
como mínimo un 40%w/w de sulfatos de alcoholes primarios 
(expresados como sales de sodio). 

ESPECIFICACIONES DEL TEEPOL HB7 
DETERMINACIÓN ESPECIFICACIÓN 
Materia activa >40.0% 
Acidos =asos libres < 0.17% 
Alcalinidad total 0.05-0.29% 
Densidad a 25ºc 1.030 -1.075 2/ml 
Solubilidad al 10% totallnente soluble 
Materia fiia 40.0% min 
Humedad 60.0% max 
lnH al 5% a 25ºc 7.0-8.5 
Viscosidad Brookfield a 25°c 90.0 - 105.0 cps 
Índice de refracción a 25ºc 1.3860 -1.4000 
• Tabla 1.2 .o 

Teepol HB7 es un líquido amarillo pálido con una viscosidad 
excepcionalmente baja para un producto tan concentrado. Puede ser 
bombeado y manejado con facilidad. La exposición prolongada a 
temperaturas por debajo de lOºC pueden provocar la precipitación 
de componentes tensoactivos, pero estos se redisuelven 
rápidamente cuando el producto se calienta. 
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r Fuente: Shcl! DPll"rpPnLc;. T!..~P_QJ_jj~z. Tec:hnical Bulletin 01.3.1.2.. Shcll Chemical lnlcrnadonal 
Trading Company. London 1.984. 

~ Fut>nll": Conlr<ll Jr Glic..lad e lnv1.."Slipación. F.1brica dt"? Billctc-s. &neo de M6xic:o. ~C!_.rm.ªS 
B..inxi~·o P..ir..i. An.ilisis.Quit11_i~~:~T~~q!1._ct,.~:_~~r.º1-!:f..§Z. Ml!xico 1996. 



VlscosiJ.aJ Jcl Tccpol HB7 
como función de la temperatura 

El.__---'-----____,,,,------J.,-. ----",,..--,,L----' 

10 &O áo .'o eO 
TeD11peratura •e 

• Figura 1 1' 

La figura 1.1 muestra que .la 
viscosidad del Teepol 

7 

Vjscosid.ad a 20ªC d&! Tccpol HB7 
diluido con ilf,,FUa 

:00-

permanece constante en un intervalo 
dado de temperatura. El Teepol HB7 
puede diluirse con 'água·'.·+siri "" 100 

~ · · - · ,; masa de Teepol HB7 en agua 
problemas de formación ·de';··gel/'la·. Figura 

1
_
2

1 

viscosidad decrece con la 'diltii:ión 
como se muestra en la figura 1.2. ·. · 
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En común con muchos otros alquilsulfatos primarios, el Teepol 
HB7 tiene una temperatura de. ':;preeipitaciónú:c que . es casi 
independiente de la . concentración [excepto en soluciones 
extremadamente diluidas]. El punto de precipitación del Teepol HB7 
es remarcablemente bajo comparado con el de otros alquilsulfatos. 

El Teepol HB7 es una solución muy ligeramente alcalina con 
un pH cercano a 8 [medido en una solución al 5% de materia activa]. 
Esta elección de pH ha sido diseftada para asegurar máxima 
estabilidad química, acoplada con suavidad para la piel; se 
incorpora un buffer al producto para mantener el pH en su punto 
óptimo. 

El Teepol HB7 es completamente estable durante su 
almacenaje a temperaturas de hasta 40ºC. Debe ser evitada la 
exposición prolongada a temperaturas superiores a 40ºC, aunque 
exposiciones cortas de unas cuantas horas no tienen efecto 
deterioran te. 

Como con otros alquilsulfatos, el contacto con ácidos fuertes 
puede provocar. la hidrólisis de los componentes activos del 
detergente. La velocidad de hidrólisis es núnima a temperatura 
ambiente, pero la exposición - en condiciones ácidas - a 
temperaturas elevadas causa una extensa descomposición del 
producto. 
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La · tabla 1.2 muestra la 
estabilidad del Teepol HB7 al ser 
expuesto a un rango de 
temperaturas de almacenamiento 
bajo con.diciones neutras, ácidas y 
alcalinas. 

Los resultados son 
expresados como el porcentaje de 
pérdida de detergente activo en 
soluciones que inicialmente 
contuvieron 1 g de detergente 
activo por litro (0.1% w/v). 
Algunos de estos resultados son 
presentados gráficamente en la 
figura 1.3. 

0/o pérdida de deterJ ente activo 

100 

10 

&l•hilid•d dt>I Tt."t"pol HB7.-n MJludunes 
.idd.e~ y atko1Un ....... trmrt•r .. tur..,.. •·lc.•vo1JJN 

9 

10 20 40 60 

º"'• 
Figura 1.3' 

Días En agua En solución de H2SO. En solución de N;;oOH 

O:IM 
20ºC 50ºC SOºC 20ºC 50ºC so•c 

1 o o o o 1 10 
2 o o o o 3 25 
3 o o o o 4 35 
7 o o 1 o 9 62 

10 o o 1 1 12 73 
14 o o 2 1 16 83 
30 o 1 4 2 28 -
60 o - - 3 43 -

120 o - - 4 - -
• Tabla 1.2 

20ºC 
o 
o 
o 
1 
1 
1 
2 
5 
12 

:J..OM 0.1.M :J..OM 
5o·c SOºC 20ºC SOºC 20ºC so· e 

4 65 o o o 2 
11 83 o 1 o 3 
17 89 o 1 o 5 
35 - o 2 o 9 
49 - o 3 o 13 
60 - o 4 o 17 
83 - o 6 o 30 
- - o - o -
- - o - o -

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



10 

El método analítico que se utili.za en la actualidad para Teepol 
HB7 consiste en una titulación en la'.cual se coloca dentro de un 
embudo de separación una alícuota de la muestra, cloroformo y azul 
de metileno; de tal manera qt.ie.IY\ientras existe actividad detergente 
en el producto, el azul de' ' .. metileno se mantiene en la fase 
clorofórmica, pero al titularlo con' hexadecil-trimetil-amonio se llega 
a un punto de equivalencia en· el 'que el azul de metileno regresa a la 
fase acuosa. Este método analítico depende de una continua 
agitación del embudo de separación para que se alcance el equilibrio 
entre el azul de metileno acuoso y el azul de metileno clorofórmico, 
por lo que para encontrar con precisión el punto de equivalencia se 
necesitaría mucho tiempo de agitación tras agitación y un excesivo 
cuidado al momento de efectuar dichas agitaciones. En la actualidad 
este método se lleva a cabo con muy pocas agitaciones, lo que 
proporciona una mayor rapidez al momento del análisis, pero 
también provoca una pérdida en la exactitud del punto final de la 
titulación [por lo general muy por encima del punto de 
equivalencia]. 

A continuación se muestra el procedimiento de la·.norrna 
Banxico para la determinación de materia activa en ·muestra.5 de 
Teepol HB7. 
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Se pesa aproximadamente con precisión 1 g de muestra de 
tensoactivo, la cual se disuelve en agua destilada y se transfiere 
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 250 mi, llevando hasta 
la marca y se agita para homogeneizar la solución. 

De esta solución se toman 1 O mi los cuales se colocan en un 
embudo de separación y se les adicionan 15 mi de cloroformo y 25 mi 
de solución indicadora de azul de metileno, se agita vigorosamente y se 
remueve el tapón dejando separar las fases acuosa y orgánica. 

Se observa la diferencia de coloración entre las dos fases, un 
color azul intenso aparece en la fase orgánica mientras que la fase 
acuosa permanece incolora. 

Posteriormente se titula la solución con el reactivo de 
Hexadeciltrimetilamonio de concentración 0.004 M, agitando en cada 
adición y esperando la separación de las fases hasta que la coloración 
observada a contra luz sea intensa en la fase superior (fase acuosa) y 
se observe la decoloración de la fase inferior (fase orgánica). 

Se toma el volumen en mi gastado de la solución titulante y se 
hacen los cálculos respectivos: 

CALCULOS: 

Vtx M x266x 100 
VmxDxtOOO 'VoMA 

Donde: 

MA 
Vt 
M 
266 
Vm 
D 
1000 

materia activa 
volumen de titulación 
molaridad del hexadecil-trimetil-amonio ( 0.004M) 
oeso molecular oromedio del Teeool 
volumen de la muestra (1 O mi) 
densidad oromedio del Teeool 
factor cara convertir a litros 
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A continuación se muestran las especificaciones de la solución 
de limpieza de acuerdo a la norma Banxico y el procedimiento para 
la determinación de materia activa en la misma. 

ESPECIFICACIONES DE LA SOLUCIÓN DE LIMPIEZA TEEPOI. HB7 - SOSA 

DETERMINACIÓN ESPECIFICACIÓN 

NaOH 0.70-0.9% 
Tcepol HB-7 0.16 -0.2% 
• Tabla 1.3 n 

Se tornan 1 o mi de muestra y se mezclan en un embudo de 
separación con 25 mi de solución indicadora de azul de metileno y 15 
mi de cloroformo. Se titula con solución de Hexadeciltrimetilamonio 
0.004 M, agitando constantemente, hasta el punto final en el que la fase 
azul pasa a la parte superior. 

CALCULOS: 

Vt x M x266x100 
VmxDx1000 

Donde: 

MA materia activa 
Vt volumen de titulación 

'YuMA 

M molaridad del hexadecil-trimetil-amonio ( 0.004M) 
266 peso molecular promedio del Teepol 
Vm volumen de la muestra (1 O mi) 
D densidad promedio del Teepol 
1000 factor para convertir a litros 
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h Fuente: Control dt> C.iliJ .• u.J P lnvt.~lip..idón, Fáhrica de Bifü•trn-. Banco dr México. IS".9-1:mil~ 
B..1nx.in.l P .. irtl AnJlisi!l- Quín1ict.l!:': Soludón .. Jc....li~pic;,"'1 .(SoSil...:.....-rccp.oJ~l:IBZ). México '1996. 
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111.1.2 Generalidades sobre Análisis de De~ergen~es 

A princ1p1os de siglo, todo el análisis de agentes tensoactivos 
había estado lilllitado al de los jabones. Con la introducción de los 
alcoholes grasos sulfatados, sulfonatos de alquil naftaleno y otros 
agentes tensoactivos sintéticos ---alrededor de 1930- se generó 
también la necesidad de tener técnicas de análisis y métodos· 
analíticos adecuados para .ca.da· una de estas sustancias. 

Desde el pu;. to de . .vista de la quílllica analítica moderna, los 
procedilllientos para el :·análisis de agentes tensoactivos deben 
abarcar no solo métodos pára reconocer la presencia de. éstos,: sino 
también para aislarlos'de:las numerosas formulaciones en donde.se 
encuentran, separar me.idas' de tensoactivos, identificar estt..:ichiras 
individuales [así' corno :la' composición de las mezclas] '·y.':para 
determinar cuantitativamente· la cantidad de cada uno de los 
componentes tensoactivos presentes. 

El análisis .de una mezcla de surfactantes generalmente es un 
trabajo difícil y delicado. 

Los detergentes se pueden encontrar en un vasto número de 
preparaciones (industriales y domésticas). De ellas las soluciones 
acuosas muy diluidas presentan problemas para su análisis, pero 
generalmente son suficientes ciertas características de soluciones de 
agentes tensoactivos [como podría ser la formación de espuma] para 
indicar su presencia. La identificación del tipo de carga de los 
tensoactivos puede hacerse utilizando indicadores cuyos colores o 
características de solubilidad cambien por la presencia de 
surfactantes de un tipo de carga determinado. 

Es imposible hacer un análisis cuantitativo a menos que se 
disponga de información acerca de la naturaleza exacta de cada uno 
de los componentes de la mezcla y la identificación cualitativa de 
sus componentes se dificulta a menos que se disponga de un método 
para separarlos. ·r---;:;:;;:;:;:;'.:-;::-:::-c::----~ 

I 
TESIS CON -¡ 

f ALLA DE ORIGEN~ 
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Para tener una identificación confiable los tensoactivos deben 
ser aislados de mezclas con otras sustancias. 

Debido a la gran variedad de combinaciones posibles con otras 
sustancias no tensoactivas es difícil idear un método riguroso que 
sea general para el aislamiento de los tensoactivos. Sin embargo, 
comparten características que les permiten ser aislados por métodos 
de extracción [bajo condiciones apropiadas de pH, concentración de 
electrolitos y temperatura] mediante la selección adecuada de 
solventes. Los tensoactivos deben -por estos métodos--- ser 
liberados de sales inorgánicas y otros materiales insolubles, ser 
concentrados (cuando se encuentran en soluciones acuosas diluidas) 
y separados de aceites orgánicos o solventes inmiscibles con el agua. 
En los últimos aftos han si4o también utilizados otros métodos para 
estos propósitos [particularmente adsorción selectiva y 
cromatografía]. 

Una vez que un agente tensoactivo ha sido detectado y aislado 
y su tipo de carga ha sido identificado, se puede proceder a 
determinar la naturaleza y la cantidad de los surfactantes presentes. 
Es una práctica común efuso de mezclas de tensoactivos en lugar de 
sustancias individuales, por lo que al aislamiento sigue 
normalmente la separación de la mezcla de surfactantes presente. 

Desafortunadamente, las propiedades fisicoquimicas tan 
similares que tienen los agentes tensoactivos hacen que éstos no 
sean separables por los métodos convencionales: su baja volatilidad 
obstaculiza la separación por destilación fraccionada, su tendencia a 
emulsificar líquidos inmiscibles dificulta las extracciones líquido­
líquido y sus propiedades de solubilidad les dan un 
comportamiento impredecible en extracciones liquido-sólido y 
cristalizaciones. 

Son utilizados ya sea métodos cromatográficos o métodos de 
extracción líquido-liquido acoplados con modificación de los 
componentes. 
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Los procedimientos comúnmente utilizados en la actualidad 
emplean: 

+ intercambio iónico para la separación de surfactantes 
iónicos y no iónicos, 
extracción líquido-líquido o cromatografía para separar 
diferentes tipos de surfactantes iónicos o no iónicos, y 
cromatografía para separar surfactantes individuales de 
la misma clase o de clases parecidas. 

Sea cual sea el tipo de mezcla que se pretenda separar, siempre 
es necesario tener un mínimo conocimiento acerca_· de las 
características de la mezcla y el tipo de componentes que se 
encuentran en esta, para poder seleccionar de entre tantos el método 
óptimo para la separación de cada una de ellas. •<.,-,:·'·~,. _._,,, · · ·" 

Después de que han sido separados los surfact!~~~s.~~A'.){ie~e 
iniciar el análisis estructural y la identificación d~ los surfactantes . 
presentes por métodos instrumentales y/o químicos. · · 

Los métodos utilizados para determinar el contenido · de 
surfactantes en composiciones varían desde métodos generales 
como pesar el material soluble en ciertos solventes hasta aqllellos 
métodos sensibles y específicos como la espectrofotometría~ Ambos 
métodos (instrumental y químico) se utilizan y pueden estar 
basados en estructuras tan generalizadas como la carga de la parte 
tensoactiva de la molécula o en un grupo funcional específico de la 
misma. Los métodos cromatográficos también se emplean y en ellos 
el análisis está basado en fenómenos tan variados como respuestas a 
estos puedan ser obtenidas. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Los métodos cuantitativos pueden usarse ya sea para 
determinar exactamente o simplemente para estimar el contenido de 
surfactantes en una composición; dicha distinción se fundamenta en 
la información disponible con respecto a la estructura de cada 
analito en cuestión, de ahí que si la estructura exacta del surfactante 
o su peso molecular pueden obtenerse o son conocidos puede 
hacerse una determinación cuantitativa y por el contrario si ninguno 
de estos dos parámetros está disponible solo es posible una 
estimación. 
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III.1.3 Generalidades sobre Cromat:ografia 

III.1.3.1 TEORÍA GENERAL DE LA CROMATOGRAFÍA 

El término cromatografía es el que se aplica generalmente a los 
procesos fisicoquímicos de separación en los cuales los componentes 
a ser separados están distribuidos entre una fase estacionaria y una· 
fase móvil. La clasificación de los distintos tipos de cromatografía 
puede depender del estado de agregación de estas dos fases: 

líquida sólida 
GLC GSC 
LLC LSC HPLC 

En cualquier caso el proceso de separación puede ser descrito 
utilizando la misma teoría general. 

Los componentes de la muestra son acarreados. pbr, una fase 
móvil a través de una fase estacionaria. Los diferentés componentes 
son retardados por la fase estacionaria en basé'a interaccicmes como: 

Adsorción superficial · · : ·. · ,. 
+ Solubilidad relativa 
+ Carga 

i Cro01 • .uo1~ro..1ffJ de gaSL'S. 

j CronMLOJ~riJÍiJ dt .. líq:uidos. 

TESIS CON 
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k e= gJs, L =liquido, s =sólido, e= Crl.llll<.llOJ~rafía, HPLC = CrumJlogrJÍÍJ dP liquü.h1s dt~ ..illa 
n•solut·ión. 
1 Fm~ntP: MarÁ11!> La11bli - Peter Bruttel_.- R~l11_11d _DOrig. Ion Chromatograplty: 71zeory, Colttmns and 
Elucnts. Mctro/1m .\lonograph 50143. · --
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III.1.3.2 TIPOS DE SEPARACIÓN 

Respuesta 
{ 

I 

Vohunen de la muestra 

• mF1áura 1 1 

Análisis frontal. Se agrega 
la muestra continuamente al 
inicio de la columna y se van 
monitoreando los componentes 
conforme vayan saliendo. 
Proporciona una medida general 
de como son retenidas las 
diferentes sustancias. Pueden 

utilizarse aproximaciones para evaluar la retención relativa. No es 
útil como un método de separación. 

Análisis de desplazamiento. Los 
materiales se mueven a través de la 
columna al ser desplazados por un soluto 
retenido más fuertemente. No es posible 
alcanzar una resolución completa y no tiene 
efecto alargar o acortar la columna. 
• ni. Figura 1.2 

Elución. Un soluto se distribuye entre las dos 
fases (equilibrio). La separación está basada en la 
retención relativa. Hacer la columna más larga 
incrementa el grado de separación. Muchos tipos de 
atracciones competitivas pueden ser utilizados . 

. m FiqUra· 1 3 

ni FUt.."nle: lant<-s K: H.irdy and J:ru: Univ«!rsily of Akron. ~~fM.11-S:c..Pi!r..~~­
h t tp: / / odin. chemistry. uak ron. edu/ chemsep/index. html 1995. 
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Dos aproximaciones pueden ser tomadas ·en cuenta para 
explicar el proceso de separación. 

-Teoría de los platos propuesta en 1941 por Martín-y Synge. 
Basada en una analogía con la destilación y la -extracción a 
contracorriente. _____ , . · :; -; _: : : , .. ·, _. «:': '· _ 

-Teoría cinética. Explica la dinámica.de u11a_separación.· 1956~ 
J. J. Van Deemter. · ·-- -· · · 

.;;::'. 

Cada una tiene sus propias ventaJas y H~Í:aciones: 
- · .. _,.," ·_ '!"~,,-·¡,. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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lll.1.3.3 TEORÍA DE LOS PLATOS 

En una destilación los platos actuales existe~ cuando el vapor 
pasa a través de una fase líquida. Durante. esta mezcla se llega al 
equilibrio entre las fases. La altura de un ;plato. se >mide con 
frecuencia. En una columna empacada, los platos·: no -pueden ser 
observados [son llamados platos teóricos]. - · ;:.·. ·' 

Si el plato puede ser observado podemos rne(jir ~ll ~~tUr~. Si no 
puede ser directamente observado, podemos calcular· :1a, .. altura 
equivalente a un plato teórico (HETP). Este concepto' sé extiende 
para explicar el proceso cromatográfico. · 

Características cromatográficas 

La curva de elución (señal vs tiempo) que resulta de una 
separación cromatográfica es llamada cromatograma _y tiene una 
apariencia similar a la siguiente: 

Se1ial 
Componente 1 

~--------------------";:-;--------­

- ----------v~~---- ------------ --

=~:~~~nyección 

1 

• 1 Figura 1 .4 

Componente 2 

Tie111110 



Von 
VR n 

V'Rn 

crt 
Wo.s 
w ... 

volumen muerto 
volumen de retención 
volumen de retención neto 

_ desviación estándar 
ancho del pico a la mitad de la altura 
ancho del pico en la base 
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Con la información obtenida del cromatograma se calculan los 
siguientes parámetros que individualmente son medidas de la 
separación de los componentes dentro de una columna. 

Factor de capacidad k' es una función del tiempo de retenciónº 
que, en contraste con éste, no depende del flujo del eluyente ni de la 
longitud de la columna. Valores bajos de k' significan que la 
sustancia está siendo elufda cerca del pico de inyección y 
consecuentemente, la separación es muy deficiente. Óptimamente, el 
factor de capacidad debe tener valores entre 1 y 5; valores más altos 
solo dan lugar al ensanchamiento del pico, menor detección y 
n~ayores tiempos de análisis. 

El factor de capacidad es dependiente de la fuerza del eluyente 
por lo que cualquier cambio en ésta proporcionará valores distintos 
de k'. 

TESIS CON 
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n Los pJrán1elros \l'p, VR y V'R--dc volunicn--pucden ser cunvcrtido5 en pJrán1ctros de! Litm1po 
lo, l¡.: )' l°t.i: UliJi..,..Jndo UOJ Vl"JociJJJ de 0Uj0 l.~OnSlanh?. 
o El t11._•mpo Je retención si'-"n1prt? serJ e:~ mismo p.irél_.unc..1 n1isn1a susll.lnd.i '""un n1isn10 sislt!ntJ 
t ·nm1Jlnf~r.1:fit.:o. -
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Selectividad a. es una medida de la eficiencia de la separación 
en un sistema cromatográfico. 

k'. 
ex.=~ 

k' 1 

La manera más efectiva de mejorar la separación involucra un 
incremento en la selectiv:idad· por el uso de una columna más 
adecuada para la .separación o por el cambio de composición en el 
el u yente. 

Mecanismo de separación de los componentes 

El volumen de .la fase móvil es proporcional a la longitud de la 
columna, por lo que la retención se incrementa con el uso de 
columnas mas largas. Sin embargo, los picos se van ensanchando 
mientras viaJan a través de la columna en un incremento 
proporcional a la raiz cuadrada de la longitud de la misma; por lo 
que no basta el alargar la columna para obtener una mejor 
separación. 

De acuerdo a la teoria de los platos, una columna 
cromatográfica es matemáticamente equivalente a una columna de 
platos. La longitud total se divide en N segmentos, cada uno 
representando una etapa de equilibrio o plato teórico. Se establece 

• 01 Figura 1 5 

un equilibrio en cada plato teórico 
mientras la fase móvil va pasando de 
uno a otro. El pico producido por un 
analito al ir emergiendo de la columna 
puede ser utilizado para determinar 
--en base a sus parámetros- el 
número de platos teóricos en ésta. 



• m Figura 1.7· 

23 

Si N es un número grande, la 
distribución de Poisson se aproxima 
a una distribución gausiana, este es 
el caso de la mayoría de las 
columnas. ·A mayor número de 
platos teóricos. mejor retención y 
mayores tiernpc:>s de retención. 
• "' Figura 1 .6 

Resolución~;4'!st.una medida de que tan 
completamente "•·:es.tán> separados dos picos 
vecinos, uno del otro . 

. •··.·· .... ··• .. 2{t10 - tR.1) 1.1 77( tR.2 - tR.1) 
R = = ----,--'-':=___,.....:.=.::..<. 
: \1\(.,1 + \1(...2 \/\6.s.1 + \/\6.s,.2 

'.'~~ ," ' e _; ' 

... •. Una resolución con valor de ,1'.5 es::óptima 
. para análisis cuantitativo [valores; s11periores 

'·· ºsólo incrementan el tiempo de análisis].:., .. 

Asimismo; puede ser vista la resolución como depeTidiente de los 
parámetros k'º[de .. la .. última sustancia eluída], a. y ·N·eit=iln=sistema 
cromatográfic6 .. r · · .···· · · · · ·. · 

R=./Nxa-lx~ 
4 a 1 + k', 

p ti.fo.is úlil en LC. 

TESIS CON 
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111.1.3.4 TEOR(A CINÉTICA DE LA CROMATOGRAFIA 

La teoría de los platos teóricos no toma en cuenta los 
conceptos de difusión del soluto y rutas de flujo, la teOría cinética 
los explica y puede ser usada para predecir el efecto en factores del 
desempeño de una columna como: 

- Propiedades de las fases 
-~ Difusividades del soluto 
-~Coeficientes de partición 
-:-~ Espesor y viscosidad de las fases 
-~Tamaño de partícula del empaque 
-~Porosidad del empaque 
-~Velocidades de flujo 

Van deemter propuso una ecuación parcial diferencial para 
una isoterma lineal, resultado de una función de la concentración de 
eluyente. Está basada en una distribución gaussiana similar a la de 
la teoría de los platos. Intentaba con ello explicar la dinámica de un 
proceso de separación. 

A. fact()r característico del empaque 
dr diárn.etro de la partícula 
y factor para la irregularidad de los espacios interpartícula 
D~ coeficiente de difusión del compuesto en gas 
D1 coeficiente de difusión del compuesto en líquido 
u velocidad linear del gas 
k razón de capacidad 
dr Grosor de la capa efectiva en la fase estacionaria 
1-I altura de un plato teórico (HETP) 
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La ecuación consta de tres términos básicos: 

2A.dp. Término relacionado al empaque: A 

Término de la fase móvil: B 

u 

8 kd~ u 

7t
2 (1+k)2 D 1 

Término de la fase estacionaria: C 

H=A+B/u +Cu 

A Difusión 
multiruta o 

B 

de torbellino 

Difusión 
molecular 

• qFigura 1 8 

• m Figura 1.9 

C Resistencia a la transferencia de masa 

Nótese que A, B y C son 
constantes pero el efecto de By Ces 
dependiente de ·Ja velocidad de la 
fase móvil. 

• m Figura 1.10 
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* q Fuente: 12!:: Yuri Ka;,.."..akl~vich and Prof H.M.fVkNJir ~<!_~i-~t,.jy_uhJ .... Cbr:<,>nJa~µJ!r::..iphy. 
http://hp1c.chem.vt.edu/my_home/book/content/index.htm11995. 
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No es necesario calcular H en cada combinación de 
columna-eluyente para poder utilizar esta relación. El 
entendimiento de los efectos de cada término debe ayudar a 
seleccionar las columnas apropiadas y flujos óptimos. 

Una vez empacada la columna no hay manera de reducir el 
término A. Su efecto puede ser reducido por la utilización de: 

- ... Empaque de tamaño regular. 
- ... Empaque con tamaño de partícula pequeño. 
- ... No permitiendo que haya empaque suelto o espacio muerto 

en la columna. 

La difusión molecular representa el ensanchamiento del pico 
debido a su difusión en la fase móvil. La difusión reversa es más 
significativa que hacia adelante debido al flujo de la fase móvil. 

. El efecto del término B es dependiente del flujo; se debe 
mantener el flujo tan alto como sea posible dentro de los límites 
impuestos por el instrumento y por el término C. 

Toma tiempo el que un soluto alcance el equilibrio entre las 
fases móvil y estacionaria. Las fases viscosas tienen términos C 
mayores. Se puede minimizar el efecto del término C utilizando 
fases móviles menos viscosas y manteniendo el flujo tan lento como 
sea posible -dentro de los limites impuestos por el efecto del 
término 13--. .. · ,,.:: 

La ·~~:~cid~d óptima es 
función e de . la ecuación .. de Van 

· deemteryc!e condidones prácticas. ~ . . . A 

• rn Figura 1 .11 



Al inicio 

H 

Actúalmerite 

u 

• m Figura 1 12 
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En· sus ·dnicios .. la cromatografía de 
líquidos dependía de empaques irregulares; 

.. actualmente ., los .. empaques han mejorado 
bastante por lo"que el término A es muy bajo. 
Los términos B yc·son bajos debido a que los 
líquidos. se difunden mucho más lentamente 
9ue los ga~es; . 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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JJI. 1.4 Generalidade• •obre HPLC 

Ill.1.4.1 HISTORIA 

• 
• q Figura 1 .13 

rHPLC 

• 

• 

La cromatografía de líquidos 
fue descubierta por primera vez en 
1903 por M.S. Tswett, quien utilizó 
una columna de gis para separar los 
pigmentos de las hojas verdes. Sólo 
hasta 1960 se comenzó a poner más 
énfasis en el desarrollo de este tipo 
de cromatografía hasta llegar a la 
cromatografía de líquidos de alta 
resoluciónr, la cual ha llegado a ser 
en la actualidad la técnica analítica 
más ampliamente usada. 
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Ill.L4.2 CLASIFICACIÓN 

Existen muchas formas de clasificar la cromatografía de 
líquidos (LC); si la clasificación está basada en la naturaleza de la 
fase estacionaria y el proceso de separación pueden especificarse 
tres modos: 

d:> 
) 

• •·"t> 
~i ..... -.... -

En la cromatografía de adsorción• la 
fase estacionaria es un adsorbente y la 
separación está basada en repetidos pasos de 
adsorción-desorción. 
• m Figura 1.14 

En la cromatografía de intercambio 
iónico (IC) la fase estacionaria tiene una 
superficie con carga iónica opuesta a la de los 
iones de la muestra. Mientras más fuerte sea 
la carga en la muestra, más fuerte será su 

• "'Figura 1.1s atracción hacia la superficie iónica y por lo 
tanto tomará más tiempo su elución. La fase móvil es un buffer 
acuoso donde ambos pH y fuerza iónica son usados para controlar 
el tiempo de elución. 

En la cromatografía de exclusión 
molecular (SEC)' la columna es llenada con 
un material con tamaño de poros 
precisamente controlado y la muestra 
simplemente es filtrada de acuerdo a su 
tamaño molecular --solvatada-. Las 

moléculas más grandes salen rápidamente de la columna, mientras 
que las pequeñas penetran dentro de los poros de las partículas del 
en1paque y son eluídas posteriormente. 

'Y..r ~t·o..1 ÍJ~t· norm-..11 o ÍJSC ruvcrscJ. 
l T .. 1mhi<'n Jl .. utwdJ e.Je fillrJdón en nel o d1.? pem1cJción en 1icl. 
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Con base en la polaridad de las fases móvil y estacionaria se 
puede hacer una distinción similar entre los ·diferentes tipos: 

iónico 

polar 

Polaridad de la fase estacionaria 

Cromatografía 
de fase normal 

Cromatografía 
de intercambio 
iónico 

no polar 
Cromatografía Cromatografía 

'----~------=d::.e::....:f:..:a=:s::.e::....:r:..;e::.v~e:.:r:..:s:.:a::::....__,d::.e::....:=ª:.:r;.....::i.::ó:.:nc:ci:;:c::.o:::...._Polaridad 
de la fase 

no polar 
• 

1Tabla 1 2 
polar 

Existen dos tipos de elución: 

• q Figura 1 17 

iónico móvil 

•>Gradiente en la que 
la composición -y la 
fuerza- va cambiando 
durante la corrida. 

~>lsocrática en la que 
una composición constante 
del eluyente es bombeada a 
través de la columna 
durante todo el análisis. 
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IILl.4.3 HPLC VS CROMATOGRAFfA,}R~DICIONAL 

Como punto de c~~paració~'eritrela utilización de HPLC y la 
cromatografía tradicional pueden 'citarse los sigÚientes ejemplos: 

>-Columnas reutiliz~~les d~ djámetr~ pequ~ño C2-8 mm), en 
acero inoxidableu. 
>-Empaques de columna con· tamaño de partícula muy 
pequeño (3, 4, 5, 6, 10 y 15 µmv). 
>-El continuo desarrollo de nuevos materiales para ser 
utilizados como fases estacionarias. 
>-Presión de entrada relativamente alta. 
>-Flujo controlado de la fase móvil. 
>-Introducción precisa de la muestra sin la necesidad de 
grandes cantidades. 
>-Detectores de flujo continuo capaces de manejar flujos lentos 
y de detectar muy pequeñas cantidades. 
>-Calibración automática de los instrumentos. 
>-Análisis rápido. 
>-Alta resolución. 

TESIS CON 
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u Actualmente cun1ien.7..Jn Wmbién u utili:r..al'"St! columnJs capildn.!S para HPLC. 
v PUl'?d<~n encontr.1rse en PI etnpc.H.JUt'? p..irth·ulJs dr! un n1i.sn10 Lan1año o .. -nn1hinJ1..·ionPS dt'? dos 
t.1m.1nns. 
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Los empaques 
modernos para HPLC 
son partículas 
pequeñas y rígidas 
con gran superficie 
de contacto. Sus 
principales 
parámetros son los 
siguientes: 

-Tamaño de partícula: 3, 4, 5, 
6, 10 y 15 µmw. 
>-Forma esf{?ricax. 
>-Distribución del tamaño de 
partícula tan estrecha como sea 
posible (usualmente 10% del 
promedio). 
-Tamaño de poro: 70 a 300 A. 
>-Superficie de contacto: 50 a 
250 m 2 /g. 
>-Densidad de fase enlazadaY: 
1 a 5 sitios de adsorción por 
cada nm2. 

• '-1 Figura 1 .20 

v1,. PuPf..h•n 1..•ncl1nlrJrst• L'n PI Pn1pJqut• pJrlícul~-.s d< .. un mismo t..:smano o combinacionc-s de dos 
L .. 1n1Jnns. 
x Nn 111..•cL-:-OJriJmcntc pon.¡ut._• tod..ivfa s~ siii,ut•n utili,..ando cmpaqul!S con parUcuJas Je forma 
i r~·f~U l .. 1 r. 
y Unh.-JnH•nLP p .. trJ 1,_•n1pJqups dl• ÍJst• Pnl.:i;, .... -idJ. 
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Entre la gran variedad de solventes .utilizados en HPLC se 
encuentran las siguientes·propiedades comunes: 

>~Pureza·".·.·.·. 
>;.Córnpatlbilidad con el detector. 
»Solubilidad'dela muestra. 
»Baja viscosidád•"'· 
>"' Bája' absorbanciabb. 
>~ Reactividad nulacc. 
>~Precio razonabledd. 

Cada modo de HPLC tiene sus propios requerimientos de 
solventes: Para fase normal deben ser no polares, para fase reversa 
se usa generalmente una mezcla de agua con un solvente orgánico 
polar como acetonitrilo, para IC se utilizan soluciones buffer 
acuosas con fuerza iónica controlada y para SEC los eluyentes tienen 
que disolver los polímeros y suprimir toda posible interacción entre 
las moléculas de la muestra y la superficie del material de empaque. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

~ DPhe ser mayor a 99.99% [el asiua dche llmcr un&.1 n...~i.~tcncia hasta de "18Mn]. 
J~t Los qm_! son miscihlPS con el JJiua dl!hL ... n también pn ... scntar baja viscosidad t:"ll todJs l.:is 
proporciones de la rnczcl.i. 
hh En la lnnp.ilud de ond.i 4uc se pretenda ulili:.r..ar. 
n· El duycnlu t.."n nins~ún monH~ntn dPhe rrJn.:innar con Ja muestra -ni siquiera d<'ht."" inducir su 
.. _.rislJJi;r.Jción-. 
dd Por Jo gt!TIL'TJI el precio Je los snh:Pnles gr .. .11.Jn HPLC es nÚJ}~-elevad O. 
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lll.1.4.4 INSTRUMENTACIÓN. 

En un sistema 
moderno de HPLC 
la instrumentación 
incluye una bomba, 
un inyector, una 
columna, un 
detector y un 
integrador o un 
sistema para el 
manejo de datos; 
siendo la parte más 

• q Figura 1.21 importante la 
columna, ya que es ahí donde ocurre la separación. 

Los solventes que van a ser utilizados como eluyentes [que 
generalmente se encuentran en frascos de vidrio"" con tapones 
especiales] son llevados a la bomba a través de tubería de teflón. 
Estos solventes deben estar libres de aire disuelto" y partfculasr.g por 
lo que es recomendable filtrarlos al vacío por membranas con 
porosidad de 0.45µm o menor y degasificarlos con vacfohh, 
ultrasonicación y un constante burbujeo de helio. 

ce También son uliliY..adllS frascos Ju polh:arbonato [pans cluycnLL~ polan .. -s] y polipropilcno [pJra 
cluycnll"'S no polo.lrcs]. 
ff El aire di.-;uelto puede provocar variadones en la separación y en grandL"S canlidaJcs puede 
formar burbujas que son derosiladas en la bomba y provocan un flujo dLc;continuo e inexacto del 
solvente. _ , ' 
r.r. Las p.irUCUlilS que se encuentren en el solvente licnl!n un efecto abrasivo sobre las parles de la 
bomba Jdcmás e.le dcpositJrsc il h:.1 l!ntrada de la columna provocando un incremento en la pn..-sión 
por la obstrucción de los poros del empJ"'IUe .. 
hh Et VJt:fo pucdn ser el niisnto de la filtración y se ohlicncn óptimos rt...>sult.ados- con vado y 
ullrJsonil·..idón sin1ulL.im~os. 



'-1 Figura 1 .22 

una bomba --5iendo 
constante y exacto--. 
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Válvula check Es necesaria la 
utilización de bombas de 
alta presión para forzar el 
paso de la fase móvil a 
través de los poros del 
empaqueH. Es muy 
importante -mas no 
esencial- la estabilidad 
en la velocidad de flujo 
que pueda proporcionar 

mejor la que proporcione un flujo más 

Una característica adicional de algunas bombas para 
cromatografía es la capacidad de tener un control electrónico 
externo, muy útil cuando se pretende tener gradientes controlados 
pero superflua cuando son utilizados métodos isocráticos. 

Tres parámetros principales distinguen a las bombas para 
HPLC del resto de las bombas: 

i!-' Velocidad de flujo: 0.01 a 10 ntl/rnin 
i!-' Velocidad de flujo estable (variación no mayor a 1 %ii) 
i!-' Presión máxima hasta 6000 psi 

El empacado de una columna con partículas de diámetro 
pequefto requiere gran habilidad y equipo especializado por lo que 
es recomendable la utilización de columnas preempacadas a menos 
que se sea un cromatografista experto. Por lo general una columna 
de HPLC tiene un tiempo de duración muy largo a menos que sean 
utilizadas de una manera destructiva como podría ser el uso de 
eluyentes altamente ácidos o básicos o la inyección continua de 
muestras contaminadas biológicamente o muestras crudas. 

ii No Sil!mpn.• es ncct..~Jrio un ta mano úc partícula muy pcqucno y--en scpdraciones suncillas-­
pul•d1• sir.nifii..·Jr un ahorro el uso de p.-iiL~culas ~l~S p,,randL~, lo que a su vcL. L~ memos demandante 
J1• prPsión podría ser suficiente el uso de_ un..i.bUmba nó muy_ -polcnlc. 
jj L.1 V..lri~ic.:i0n ''""el llujCI ("JrJ SEC dehcsrir menl.,r&i'cl.2%.c~~·._;.,:.-. 

<~, ,'.;{:;·~·· . TESIS CON 
':/;~;;f~:;;'.~,~lti1~%~,~~~ ~ ... · • F .ALLA DE ORIGEN 
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• q Figura 1 .23 

pasando por la 
detectores 
conductividad 

TESIS CON 
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Actualmente los detectores más utilizados son 
ópticos: Hacen pasar un has de luz a través de 
una celda de flujo continuo y volumen 
pequeño. Son monitoreadas -y mandadas al 
integrador (o computadora) como cambios en 
el voltaje de salida- las variaciones en la 
intensidad de la luz causadas por absorbancia 
UV /viskk, emisión de fluorescenciall o cambio 
en el índice de 
refracción mm 

--dependiendo del tipo 
de detector utilizado-­
de los componentes de 
la muestra al ir 

celda. Son también utilizados 
electroquímicos 11, de • 

electrolítica y de 

Filtro 

q Figura 1.24 

espectrometría de masas nn. 

00Figura 1 .25 

kk El Jph•ctor 4ut• n1Js avJnn• hJ tenido t._•n los últimos c.1nos es el de ¿irrt?glo de diodos,. capaz 
de n1onilon.-.ar simu1t,int"'~lmPnlp vari.is lonr.iludcs dr ond.i desde 190 h&1sta 800 nm. 
11 Lo!,. dt•lt•ctores de fluorescendc.1 y ck-ctroquíniicos son bast.inlc sensibles (h&:asla 10-1s M) pero 
to.1n1hil•n '."nn n1uv ~t>h•t.·tivos. • 
n1n1 El detp,:lt1r ~h· índh t.• l.h• refracción l'S univt•rs..il pPro es l .. I menos scnsihle. 
nn El dt•LP1.:tor <lt• t''>f't•ctromPlrí.i Je m.tSJS PS el n1ás poderuso-put>slo que pern1ile detectar,. 
1.·u..intific .. 1r ..-• 11..Jt•nl1fic...1r )ns cnn1puncntl•s conforn1c vJn cn1crJ~icndo Je Ja '-·olun1n..t- pcru a la vez. 
t•s PI 111<\s ,·¡1rtl y cnn1plicJJo. 
oo Fut•nh•: Rheodync:_ hom .... pugc. ht:t:p: / /www.rheodyne.com/index. html. 1.996. 
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La introducción de la muestra en.lacolumna:puede.Uevarse a 
cabo de varias maneras --desde el·. uso 'de U:na · .Jálvula 'de' inyección 
hasta inyectores automáticos con automuestreadores .. Y controlados 
por un- micrOprocesador-. <,)· • • 

', _-,,> .~; "', 

Las muestras líquidas pueden ser in~~ct~da~ clÍ.~ectamente . y 
las muestras sólidas solo necesitan. disolverse· • en el .·solvente 
adecuadorr. El tamaño de la muestra puede · ~ariar ·desde 
nanogramos hasta 2 mg diluidos en 2 mi de solvente. 

Como la señal producida por el detector es electróriica pueden 
ser utilizadas técnicas modernas de adquisición de datos para el 
almacenamiento digital de los cromatogramas y su posterior análisis 
ya sea por medio de un sencillo integrador o por medio de 
aplicaciones "inteligentes" en rnicrocomputadoras , las cuales llevan 
acabo --además de la integración- análisis más complejos de los 
cromatogramas e inclusive llegan a automatizar el método desde el 
control de inyectores y bombas hasta el análisis cuantitativo de los 
componentes presentes en cada uno de los cromatogramas. 

TES.TS CON 
FALLA DE ORIGEN 

pp El solvente que contiene J~ m!-l~~a de~ s~r m~blc con el cluycnte y de prcforencia ser el 
mismo eluyC"nlC" el ~olvcntc pdrJ evitar inlt~~fo~ncia en -el sistema. 
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111.2 PARTICULARIDADES 

111.2.1 Polaridad del Teepol HB7 

La principal diferencia que presenta el análisis cromatográfico 
de detergentes con respecto a otras sustancias -polares o no 
polares-- radica en las caracteristicas anfifilicas exclusivas de las 
primeras; de ahi que al tratar de hacer un análisis cromatográfico, 
sea cual sea el sistema utilizado, lo primero que se debe esperar son 
resultados inesperados. 

o 
polar o=ro 

o....__ 

Por ser una mezcla de alquilsulfatos C9, 
C 1 o, C1~, C12mm y C-i3; el Teepol HB7 tiene una 
parte_. polar (sulfato) y una parte no polar. Esta 
cára'éterfstica común en todos los detergentes 
hac"e~que se comporten de una manera diferente 

. que las sustancias aniónicas, las polares y las no 
polares -en sus respectivos sistemas 
cromatográficos-- por lo que los tiempos de 
retención pueden asimismo variar dependiendo 
de una multitud de factores además de los ya 
conocidos para sistemas cromatográficos 
ordinarios como son la afinidad simultánea 
hacia las fases polar y no polar o la 

__ _,_F,.ig.,u,,ra=.__,.2~· 1-'--'dp'-e"'ª'-'"""ue'"'n5 concentración micelar critica de los 
oolar y no oolar 
atqullsu/fato. componentes individuales y de la mezcla tanto 

en la fase estacionaria como en la fase móvil. 

mm En la fi~ura 2.1 se muestra un .ilquiL"iulfalo Ct:! (dodc<.il-.;ulfato) por ser el más rcprcscnt¿itivo 
de los &.·omponl"nlt.."S de- Tm.~pol HB7. h .. 1cicnJo not .. -.r que no es c-1 único de los l"omponcntes 
presentes y que éstos no neces.ari.Jmentc Lil,ncn que ser line.ilcs y saturados~ es decir~ no se 
dcsa:1rt.J l&J p<..~ihlc prL">SC-nd¿i de cu.ilquier tipo dt."' isómeros estructurales-ya sea saturados o no 
s .. 1turadOS-- t"n nrnlquicr propord0n dentro dt~ 1 .. '1 íormul.:u.-ión; siempre y t.-uando s<•ilri 
..ik¡uilsulf.itus e~. Cw, C11. C1:! ñ C1::. 
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adecuados 
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De entre las fases estacionarias más recomendables para la 
separación de los componentes del Teepol 1-187 se encuentran la de 
fase reversa y la de intercambio aniónico, cada una de ellas con 
diferente afinidad hacia los componentes de la mezcla. 

El primer sistema cromatográfico que sería recomendable 
utilizar utilizar para el análisis del Teepol HB7 es la fase reversa, en 
la que las cadenas de 9 a 13 átomos de carbono de los componentes 
de la muestra son las que son afines a la fase estacionaria (no polar) 
y al utilizar una fase móvil polar, éstas van siendo elufdas de 
acuerdo a su polaridad, de tal manera que las moléculas más polares 
van a ser las primeras en salir de la columna y las menos polares 
van a tener una mayor retención por la fase estacionaria. 

En la actualidad, las columnas de 
fase reversa tienen un empaque formado 
por una base de silica y grupos no polares 
[principalmente e,. y Cu•] unidos a ésta 
base por enlaces covalentes; de tal manera 
que al tener una suficiente densidad de 
moléculas no polares enlazadas a la base 
de sílica, la polaridad de ésta es 
enmascarada por la no polaridad de los 
grupos que se encuentran en toda la 
superficie de las partículas, obteniendo de 
esta manera una fase reversa virtual cuyo 
con-iportamiento --en la mayoría de los 
casos- es equiparable al de las fases 
reversas tradicionales. 

"'FuPnlt•: Dr. Yuri Kd¡, ... ikt•vlt·h JnJ Proí. J:!. M. l\t1cNair lt~~iS-._l,.!_qaj_\t_O;.y:g,m'1.l.Qg{il.l.?.bY .. 
htt.p: / /hJ:..:. =. ch~rn. vt. edu/my_home/book/content/index.html 1.995 .. 

TESIS CON 
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Con la tecnología más reciente las partículas de sílica~.tienen 

un taniaño controlado, forma esférica y métodos especi.ales:·. para 
obtener un empaque lo más compacto y uniforme posible; por, lo 
que el término A de la ecuación de Van deemter en todas las 
columnas de sílica o de fase enlazada00 que utilizen esta •tecnología 
deben ser notablemente superiores en su desempeño con;respecto a 
columnas que lleven en su interior empaques ordinariosf"'.P. · 

• Figura 2~3 Teeool HB7 en una cOtulnna Nova-Pak Ca 

Puede s~;:' utilizada 
para la separación una 
.columna Nova-Pak•N Cs 
;(partículas esféricas de 
sílica con diámetros de 4 
µm y con grupos c .. 
enlazados) en cuya 
superficie serán 
adsorbidas las cadenas 
de 9 a 13 átomos de 
carbono del Teepol HB7, 

de manera que, al pasar un eluyente polar por éste sistema las 
moléculas con cadenas de 9 átomos de carbono [al ser las menos 
fuertemente retenidas por la fase estacionaria] serán las primeras en 
ser desprendidas de la fase estacionaria y ser arrastradas por la fase 
móvil hasta el fin de la columna, las moléculas de 13 átomos de 
carbono [las más fuertemente retenidas por la fase estacionaria] 
tardarán mas tiempo en ser arrastradas por la fase móvil y serán las 
últimas en salir de la columna. 

nn ÚIUmamcntc se utiliza también Ja alúmina para la fabricación de micropart.fculas esférica.e;¡ Je 
t..im.ino l·ontrolado con Jislrihución uniíom10 que sirvan como base par.:i la clahoración de 
emp.iqucs Je fase cnla;,.ada ...u. 

no Con el término Fas(• Enl.:1;,...1da han sido llamadas todils las n1olécul.i.s que son cnla:r..adas 
cnv .. 1lenlPOH!Olc a und hase dt• sílicc1 nn (indt'!'pcnJientenu~nll'!' de su poJ .. 1ridaJ) para de esta 
nh1ncr.i modifh.·.ir las propied.idt•s cron1ator~ráficas de l.:i hase (imponh:ondo l.:is suyJs) 
l·nnsPrvJndo --sin l"mharr.,o--- IJs propiedades Je parlfculJ del cmp.:u.iuc. 
rr L......1~ t>SpPcificJcirinPs Jt_•l.ill.idJS 1..fr• Jos empJqu1.-s t.:ron1.itnr.,r .. fficns S<" l"n1.-uPnlran rn t."1 Capítulo 
l. h .. 1jn 1.•I suhlftulo ... HPLC vs cromalop.rilff.i tradicional". P.l.nin.i 25. 
4q Nov..i-Pdk l"S un.:i n1arn1 rl")~istr.u.Ja de Watcrs Cnrpor.ilion. 
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Al utilizar una columna Nova-Pak.C11< (partículas .e~féricas de 
sflica con diámetros de 4 µm y con grupos .C18 enlazados).' de una 
manera similar a la anterior se tendrá .. una mayor retención .de las 
moléculas del tensoactivo ·en la fase estacionaria, con lo.: cual se 
puede tener una mejor resolución pero al mismo - tiempo se 
incrementa el tiempo de: análisis. (parámetros que deben. ser 
evaluados experimentalmente).' El orden de elución de los diferentes 
componentes de la mezcla debe ser el mismo que en la"coliirnna. Cs 
para un sistema de fase reversa. 

'\ 1 
-Si-0-¡i 

e\ 
-Si-OH 

/ 

o, 1 
-s;-o-s· 
o/ 1 
' ,.Si-O, / .. 

..r - s· 
/ 

• Figura 2~4 Teeeo1 J!B7 e'? una columna No~a-~ak. CU, 

o 
-M-o· 

11 o 

Un intercambiador aniónico fuerte podría. propo_rcionar una 
interacción suficientemente fuerte entre los grupos_ .:R• de··1a resina 
aniónica y los grupos sulfato de los componerites·delTeepol HB7. 
Una interacción similar resultaría de la utilización de -la columna 
µBondapak NH2 en medio ácido. Aunque· se podría esperar una 
mejor separación entre los diferentes componentes_ anfifflicos al 
pasar por una columna con intercambiador· aniónico fuerte, al 
carecer de este último tipo de columna, las mejores opciones 
disponibles para la separación -por _su parte polar_:_ de los 
con1ponentes del Teepol HB7 son las dos siguientes:· 

TESIS CON 
FALLA DE OIUGEN 
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La primera opción de este tipo puede ser la que tiene como 

fase estacionaria una columna µBondapak" NH2 (partículas de sílica 
con un tamaño de 10 µm y forma irregular, con grupos NH2 
enlazados a su superficie) [intercambiador aniónico débil] y una fase 
móvil ácida -provoca la protonación de los grupos amino de la fase 
estacionaria por lo que la vuelve intercambiador aniónico fuerte 
(virtual)-. 

\. . - ~ 
-Si-NH, · -0-S-0 
d . ··~· ,. ··. 

-Si-NH, / . . 
o o 

-'si-NH,- -o..,....M~ 
/. . .. . ·, ~; 

Una ::va.ric1C:'ióri,\Ie· este sistema -recomendada por algunas 
fuentes bibli~gráficéls:.;-: es el utilizar una fase móvil no polar de 
modo que<.éL":eqúilibrio · se establezca entre un intercambiador 
aniónico . déi>il'f;;úifa. fase móvil no polar que no sea muy afín al 

T~~~~\~~ii~' 
0, _ .. A:.,,:. <¡j> , 

-Si-N- '·'::0-5-'-0 
/ I -H-- 11 

H ·>.• O 

• Figura 2.6.TeS.OOt HB7 en una columna uBondaoak NHzlen medio no oolarl 
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En esta última variación del sistema de intercambio aniónico 
para la separación de los componentes del Teepol HB7 se tiene una 
interacción muy débil entre éstos y la fase estacionaria y, a la vez, 
una interacción muy fuerte entre los mismos y la fase móvil por lo 
que sería de esperarse que los componentes de la mezcla salgan muy 
rápido de la columna y por lo tanto no. tengan una muy buena 
resolución. Todo lo anterior dependiendo de la fuerza del eluyente y 
de las variaciones en el sistema podrían resultar experimentalmente 
en una buena separación. 

Por último podría ser tomado como criterio ·de separación 
cromatográfica el tamaño de las moléculas de Teepol HB7; al pasar 
las moléculas de la mezcla por un gel de porOsidad cOnstante las 
más pequeñas se van atascando en los poros .por impedimento 
estérico mientras que las moléculas de mayor tamaño fluyen por la 
parte externa de los mismos poros, de tal manera que se obtiene un 
orden de elución que comienza con las moléculas de mayor volumen 
y termina al ser elufdas las de menor tamaño•s. Al ser moléculas 
pequeñas y muy parecidas, cuyos pesos moleculares podrían variar 
entre 246.29 y 302.4" por lo que su diferencia es menor a una unidad 
logarftmica se tendrfan dos problemas: el primero de ellos, un 
tiempo de retención exageradamente largo por el tamaño tan 
pequeño de las moléculas y el segundo, una separación muy pobre 
al haber tantas moléculas distintas dentro de una misma unidad 
logarítmica de peso molecular. Es, por lo tanto, no recomendable la 
utilización de este sistema para el análisis del Teepol HB7. 

Tornando en cuenta las consideraciones. sobre ..• los sistemas 
cromatográficos ideales para la separación de.los componentes del 
Teepol HB7 es necesario probar cada .,..;üri() ::> de· · ellos 
experimentalmente con diferentes tipos de : fases:;iinóviles para 
determinar cual es el más adecuado. · .. :: .. : ., ..•.....• ;~·;.· .. / ... :,, 

_,,~··-:<-:~-'; '!·-~-~-~:-·- ~-~:·:~-: .. 
··- -, ~ .,,, 

ss Um.1 moléculJ de ul"luilsulfoto solo puede tener un rn<.1yor pc.?so'.~-~l~~~-1'~-~ ~~ Ínc.~ment.urel 
Wm .. 1no dt.~ su cJdcna Je ~tennos dt! '-·c.irhono, condidón que asim_ismo Je hace ocupdr un mayor 
vnlun1Pn. · - _ .-. __ )~:--~~·~>::~~;:-.:_~:·.;.:_~>- · 
Ll E~lr~s pc.•sos moh•culares fuc.!ron c .. 1lcuJ .. u:Jos despreciJndn posihles inSilluracionc-s . 

.. ·-··· .• ·. <·..--1 ··· --· -TE-SI-S -CO_N___,I 
.. :(> 'FAI I A DR O'RTQEN 

·:-i?~?~~iji(~¡~~~~:;.~- :_..__ '\ 
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111.2.3 Int:eracciones micelares 

Debe hacerse notar el hecho de que al ser un agente 
tensoactivo, al rebasar una concentración micelar crítica el Teepol 
HB7 tenderá a la formación de micelas y aunque la concentración 
del tensoactivo sea inferior, existe la posibilidad de que al haber una 
mayor concentración en las cercanías de la superficie de la fase 
estacionaria, esta sea suficiente para la formación de rnicelas cuyas 
propiedades serían definitivamente distintas a las de las moléculas 
libres, lo que a la vez puede dar lugar a un sin número de 
combinaciones posibles entre las concentraciones de micelas y 
moléculas libres, cada una con distintas propiedades 
cromatográficas [por lo tanto distintos tiempos de retención], de ahí 
que ésta sea una variable más a tomar en cuenta en el desarrollo del 
método ya sea minimizando la posibilidad de alcanzar la 
concentración micelar crítica [minimizando la concentración del 
tensoactivo en la muestra] o eliminando el resto de las variables que 
pudieren interferir en los cromatogramas [volviéndose con ello un 
sistema constante en el que se tendría siempre la misma proporción 
de micelas y moléculas libres]. 

Si la fase móvil es polar, muy seguramente han de formarse 
núcelas polares para proteger las partes no polares [de cada una de 
las moléculas del Teepol HB7] de las interacciones hidrofóbicas que 
estas puedan tener hacia la fase móvil. Si la fase estacionaria es no 
polar puede haber dos tipos de equilibrio termodinárrtico: uno entre 
las moléculas unidas a la fase estacionaria [ya sea por puentes de 
hidrógeno o por enlaces iónicos o dipolo--dipolo] y las moléculas 
solvatadas en la fase móvil, el otro equilibrio será entonces el 
formado por las micelas en la fase estacionaria y las micelas en la 
fase n-tóvil. Las rnicelas -polares- formadas tienen por lo tanto 
tiempos de retención mucho menores que las moléculas libres, las 
cuales a su vez tienden a formar micelas. 
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Si las fases móvil y.estacionaria so1:1.ambas polares, las rnicelas 
que se forman son obviamente polares· pero/a· diferencia·delsistema 
anterior, éstas tienen tiempos .'·de retención/'mayores·····que las 
moléculas libres. ~··~.,,. _.::~>.~:.' · 

º~,,.o 
- ,.s~ o o 

- ,..s~ 
o o 

º~,,o 
- ;s~ o o 

\\ 

···º 
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En ambos casos la presencia de micelas-, en eL sistema y el 
equilibrio entre moléculas libres y rnoléculas;''que_,forman·.micelas 
dan lugar a un ensanchamiento de los picos por el hecho de que una 
misma molécula pueda tener velocidades distiri.tas'alestar libre y al 
formar parte de una rnicela. 't·': 

: .- ·. -~· .·; ~..¿'\- --_ -· ' 
De una manera similar, al cambiar la fase- móvil a no polar se 

formarían rnicelas no polares con'tiern1:>¡;>s;;de;'ré.tención distintos a 
los de las moléculas libres [menores para:fases estacionarias polares 
y mayores para fases estacionarias-no pol~res].· 

., .. ' ~--~.:- .. <\-. '· >>.-.-.'---,"' . 

• Figura 2 8 Micela fno oolarJ de Teeeo/ HB7 
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Existe una .. consideración mas a tomarse· en .. ·cuenta: la 
posibilidad de la f~rmac:ión de ·u~a. monocapa del. tensoactivO. en la 
interfase polar.,.--no polar: .: ·· 

Figura 2.9 Monocapa de Teepol HB7 

En :el.. caso de 
que se.:. tenga una fase 
rríó"."il polar y· una fase 
estadonaria .no polar, 
al tenerse 
concentraciones 
mayores del 

las 
fase 

tensoactivo en 
cercanías de la 
estacionaria, no solo 
se podría llegar a la 
concentración rnicelar 

sino crítica, 
también 
formarse 
monocapa 
tensoactivo 

que 
podría 

una 
del 

orientando sus partes 
no polares hacia la 
fase estacionaria no 
polar y sus partes 
polares hacia la fase 
móvil polar. Puede 
entonces hablarse de 
un equilibrio entre las 
moléculas en la 
monocapa y las 
moléculas en ·la fase 
móvil y otro 
equilibrio entre las 

:molécÚlas que se 
encuentran formando 

n'\icelas y las moléculas libres. Un equilibriC:, sirríilar se encontraría al 
tener una fase móvil no polar y una fase estacionaria polar . 

. ·.··~<· ... ;.< .••.. :.: ······.·.·Ir-F-'A-11-T!-8n-1~-c-oi-~-GE-N~I 
:~~:~:t::~'.:~f,t1,~(~~~1ti~~~~tit:·~;~;· .. ~ .. . ~: "··-· ~ 
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Podría incluso existir en algún momento una región de 
intercambio en la que coexistan moléculas formando una monocapa 
[o multicapas de una manera similar al fenómeno de solvatación], 
micelas y moléculas libres, teniendo un equilibrio compuesto en el 
que intervengan los equilibrios entre moléculas libres y moléculas 
formando micelas, moléculas en la fase móvil y moléculas en la fase 
estacionaria, moléculas entre una y otra capa del tensoactivo que se 
encuentren rodeando a la fase estacionaria, moléculas protonadas y 
moléculas no protonadas, etc. 
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Resulta de utilidad hacer notar el hecho de que. al formarse 
una monocapa del tensoactivo sobre la fase estacionaria se formaría 
un sistema lfquido--lfquido con características de polaridad 
opuestas a las de la fase estacionaria original (una fase estacionaria 
no polar cambiaría a polar y viceversa). Si bien una fase estacionaria 
enlazada es considerada como un sistema líquido--Uquido 
basándose en sus características de fluidez virtual, ésta fluidez se 
vería incrementada al tener una monocapa de moléculas que 
pudieran fluir libremente en la interfase formada entre la fase móvil 
y la fase estacionaria, no obteniendo con ello una concentración 
definida de la muestra en la fase estacionaria sino, como en la 
cromatografía sólido--lfquido, únicamente una concentración de la 
muestra en la superficie de la fase estacionaria --6 si acaso, una 
ligera penetración de la muestra en ésta-. 

Al tomar en cuenta el flujo de la muestra a través de la 
columna cromatográfica puede llegar a esperarse la aparición de 
cualquiera de las consideraciones ya mencionadas en cualquier 
etapa del proceso cromatográfico o una combinación de las. mismas 
y cuya duración debiera ser única.mente el tiempo que tardara la 
muestra en pasar por la zona de la columna en donde se presente .la 
interacción; pero como al ir avanzando la muestra por la columna 
entra a nuevas zonas en las cuales se vuelve a presentar el•rnisrno 
fenómeno, la duración del fenómeno sería la integración : de las 
diferenciales de tiempo que torna a la muestra pasar por una zona 
de tamaño diferencial [siempre y cuando se rnanténgan .las 
condiciones que prop1c1en dicho fenómeno]. Dependiendo del 
desplazamiento del equilibrio que se tenga (hacia soluto solvatado, 
hacia rnicelas o hacia una monocapa interfasial) podría en algún 
momento obtenerse cierta reproducibilidad y repetibilidad en 
eluciones que fueran llevadas a cabo bajo las mismas circunstancias 
(en una función con variables dependientes del empaque de la 
columna, de las propiedades de la fase móvil y de las propiedades 
de la fase estacionaria). 
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Si se tiene una función con variables dependientes de las 
características del empaque, las características de la fase estacionaria 
y las características de la fase móvil el problema de encontrar un 
sistema cromatográfico ideal puede ser resuelto de una manera 
similar a como es resuelto el problema de la ecuación de Van 
deemter H =A+ B /u+ Cu: Experimentalmente debe obtenerse un 

J 
1 

u 

• 
1 Figura 2.11 Velocidad óptima 

empaque ideal que minimice la 
variable A y un flujo óptimo en el 
que la suma de B/u y Cu sea 
también mínima y de esta manera el 
sistema cromatográfico tenga el 
máximo número de platos teóricos 
posible. 

' Ful•nte: Jamt.--s ~ Hardv Jnd The University cl Ak.rpn. Qu~ro_j_~i;IJ ___ ~~r:!l-ÜJ,l!JS:· 
http: //odin. chemistry. uakron. edu/chemsep/index. htm1·1.99S. 
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III.2.3.1 TIEMPO DE RETENCIÓN COMO FUNCIÓN DE LA CONCENTRACIÓN 

Con base en el modelo de la figura 2.10, al n.o tener el detergente 
una concentración superior a la micelar · crítica, .sus moléculas se 
encuentran en estado libre. Como ya fue explicado con anterioridad, en 
la superficie del adsorbente se forma una rnonocapa de las moléculas 
del tensoactivo que actúa como 'Una· segilnda fase estacionaria 
[equivalente a la cromatografía líquido - líquido] temporal y en sus 
cercanías una mayor concentración de tensoactivo, de tal manera que 
se puede alcanzar la concentración micelar crítica. 

El efecto que tiene el hecho de que se alcance la concentración 
rnicelar crítica en las cercanías de la fase estacionaria tiene que ver con 
el hecho de que las rnicelas son retenidas con más fuerza [por la 
monocapa de tensoactivo en la fase estacionaria] que las moléculas 
libres; por esto, una muestra con una concentración muy baja del 
tensoactivo [que no sea suficiente para formar rnicelas en las cercanías 
de la fase estacionaria] tendrá un tiempo de retención mínimo ya que 
el único equilibrio involucrado es el de la cromatografía tradicional: 
moléculas adsorbidas vs moléculas libres. Al ir incrementando la 
concentración del tensoactivo en las muestras se va incrementando 
también la frecuencia con que se forman rnicelas, por lo que también se 
va incrementando el tiempo de retención hasta llegar a un punto de 
equilibrio en que sea alcanzada la concentración rnicelar crítica en la 
muestra y se encuentren rnicelas en una proporción mucho mayor que 
las moléculas libres para que de esta manera la mayor concentración 
del tensoactivo en las cercanías de la fase estacionaria no afecte 
significantemente el equilibrio rnicelar. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



52 

Tiempo de 
retención 

/ 
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----~ /--· ... 
/ · · · -~ Concentración Micclar Critica 

/' 

Conccntr..ición del tenso.activo en la muestra 

Figura 2.12 concentración vs f, 

Se puede observar que para concentraciones bajas el incremento 
tiene una pendiente muy elevada por la sensibilidad que se tiene en 
estas concentraciones a la variación en los tiempos de retención por la 
presencia de micelas cercanas a la fase estacionaria, por el contrario, al 
rebasar la concentración micelar critica en la muestra, el incremento en 
los tiempos de retención tiende a nulificarse dado que la concentración 
micelar cerca de la fase estacionaria ya no es afectada 
significativamente por la concentración del tensoactivo. 
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CAPÍTULO IV 

ESTUDIO PROTOTIPO 

El hecho de analizar un detergente -como ya se ha 
discutido- no incluye únicamente el hecho ortodoxo de detectar, 
aislar, separar, identificar y cuantificar los componentes de la 
mezcla de tensoactivos; sino que involucra, además, toda la 
problemática generada por el comportamiento anfifflico de éstos y 
su tendencia a la formación de micelas, las cuales además de 
perturbar el equilibrio del sistema cromatográfico acarrean en su 
interior sustancias contaminantes cuya ·présencia de ninguna 
manera es deseable en el momento .que pasan por el detector las 
sustancias tensoactivas que se desea cuantificar. 
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IV. 1 Trabajo Previo 

Con base en las especificaciones puede manejarse la muestra 
de Teepol HB7 corno si fuera una solución del detergente puro 
despreciando la presencia de aditivos por estar en rnuy bajas 
concentraciones. Lo anterior simplifica el hecho de detectar y aislar 
el tensoactivo previo a su cuantificación [corno lo indicaría el 
paradigma para el análisis de detergentes]. 

Tomando en cuenta lo anterior, el siguiente paso en el 
paradigma para el análisis de detergentes es la separación de los 
componentes de la mezcla de tensoactivos [alquilsulfatos], .para lo 
cual se habían llevado a cabo previamente . algunos intentos de 
separar los componentes del Teepol . l-IB7, .·con resultados no muy 
convincentes. 

El rnétodo inicial consistió. e~ .tina elti~ión gradiente de una 
inyección de 20µ1 de Teepcil al 2.5%; utilizando _acetonitrilo-agua, 
incrementándose la concentración .. del acetonitrilo linealmente 

durante 15 minutos r~~;;-;:===========::::¡;:;::====;;¡-1 
desde 2fl0% hasta 1100%,. ~ 1: ~~.-·.·.···-·· > ;:, .... ; ..•• --.... ·-· · . t'eepo~ con un ujo de 1rnl rnin. .E 60 .· - ""'. :.:-:.::. -:> ·<· __ · .· • -- - -

.j ·-·~o ~~'.<~,}--~~.:~:----- 15 1-- ~~ 1 Nombre: Teepol 
Ticn1po (min) %bu .. %a .... 

ll 80 20 
1:> o 100 'Tiempo' (min) . Tabla 3.1 • Gráfica 3.1" 

._..., Por ~onvcndón, t..-Uando se tienen sistemas con más de un cluyc>nlc, p.ira rt .. fcrirsc a CJda uno de 
t•llos Sl• ulili:.r ... 1n h.~Lr.is drl ~llf.ih<.•tn, t.-uyn orden crecieonh.• corrcspílndl' J un in1..-rt.•nu~nlo en su fupr.,M 
~l•f•.ún el tipo L"SpcL"ffico de 4..TOm..itoi~Tafí..i en qut? se ve.:in involucr..idos. PJr'1este1..·aso p..irliculJr %..i 
1.:nrrespnndP al porcentajr dt• dV.UJ (solvente déhil) en la contposidón del PIUyl.--nlc y % b 
-:tlrn·~pnndt• JI pt,rcPnlJjl' t.ft• <.ll.-t•lnnilriltl (snlvenle fut .. rlc) C'll lJ n,ntposición del ntismll eluyPnlt'!. 
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Con este gradiente se obtuvo una separaciónvv no satisfactoria de 
los componentes del Teepol HB7 con la utilización de una columna 
N ova-Pak e,. cici ,ww de 3. 9mm de diámetro por 75mm de largo, ya que se 
pudo observar en el cromatograma resultante una pendiente muy 
pronunciada que -además de una mala separaé:ión i.de los 
componentes- dificultaba la integración de los picos Obténi!=1o~. 

Las condiciones finales al término del gradiénte'era!{diStintas de 
las iniciales, por lo que se necesitaba un ajuste manual :en.eLflujo de las 
bombas del cromatógrafo para volver a ·llegar., a la5 .condiciones 
iniciales y poder inyectar una nueva muestra. 

Por otro lado, se requirieron ajustesxx en la forma del gradiente 
para obtener una mejor separación de los componentes. 

Por la enorme posibilidad de combinaciones que se pueden 
presentar en un gradiente para tratar de separar los picos y ante la 
carencia de métodos para el desarrollo de eluciones gradientes se 
recurre a hacer aproximaciones sucesivas a un sistema gradiente ideal 
por el método de prueba y error. Se llega al "gradiente ideal" cuando 
ya no es posible obtener una mejor separación haciendo 
modificaciones al gradiente y esta separación es satisfactoria. 

'"" St IJ S(_•pcJri>ción no es bucn.i. los componentes de fo mezcla se cluycn juntos en un dctcrntinJdo 
ltr-mpc.1, por Jo que l_•l 1.:rom..itogr..JmJ rnucstrJ picos snhrPpucslos que son difíciles de intcs~roJr. 
'+' :-.=ovJ-Pak es mJrcil re1~istradJ de Wllllcr.- CorporoLJtion . 
... -.... El tPrmino CM Pn Und columni1 SiP.nificJ que éstil es de fos<" rever"Sil c>nl.'.l7.ada cuyos r.rupos 
fun,-ion61J~ son CJJen&is Je l'"ho .ilon1os de Cdrhono. 
"" Estos ajustes 5e losvan USU.llntcnlc illilTj~Jndo C"l LientpO que Jura el j~TcldienlC pJra Je L"Sla 
ma.nt."rJ separar los picos lo m..is posible -sin que ~tos llefluen a achatarse-,, al mismo tiempo 
qutC" ~t" incrt.~mcnlt" IJ fuer;,.a dt."J .._ .. Juyl_"OtP p .. 1rJ o.lfinar los pil.~os -sín que éstos se peguen 
nut .. v .. 1n11•nll•-. 
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IV.2 Columna Nova-Pak Ca de 3.9mm(ID)YY x 7Smm 

Siendo Nova-Pak e,. de 3.9nun (ID) por 75mm el tipo de columna 
que se utilizó para esta separación, fue conveniente seguir empleando 
ese mismo tipo de columna para la separación -haciendo los ajustes 
pertinentes-. El primer ajuste que se le hizo al gradiente fue 
regresarlo ·a las condiciones iniciales al término de la elución: 

Nombre: Tee201 1. i::: 100 
Til.•m[!O ~min~ %a :r..b :9 80 o "º 20 u 

15 o 100 .§ 60 
20 o 100 i::: 40 <lJ 
21 KO 20 u 
25 KO 20 

i::: 20 . Tabla 3 2 c3 

De esta manera 
se alcanzó a observar • Gráfica 3 ·2 

5 10 15 20 25 

Tiempo (rnin) 

eepol_l 

~ 
~ 

-en el cror:patograma- el final del gradiente con algunos picos que no 
se observaban en el gradiente anterior y posteriormente el regreso a las 
condiciones iniciales de elución. 

Posteriormente se realizaron los ajustes en la longitud del tiempo 
del gradiente y en la fuerza del disolvente: 

El cromatograma Teepol_9 muestra todos los picos producidos 
por el Teepol HB7 y una prolongación de la elución con 100% de 
acetonitrilo, lo que demuestra que no hay mas componentes que sean 
eluidos después de que se alcariza la · concentración de 1.00% de 
acctoni trile. 

H ID significa para este cuso di.ímclro interno (lntcrnal Diamctcr). E.-;tc término es utiU;,.ado en Id 
hihliot~r..ifi.a de los provel•dorcs Je- colu1nno'.IS c.-romatop.ráficas p..ir.i <~pl~dfkar el di..1.melro interno 
dt• IJs mismJs. El otro paréimeotro L'Spt."l."ific~u.to t._•n milímetros corresponde a la lon)~itucJ de Ja 
'--,-1u111n&1. 
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Nombre: 
Timnro (min) 

70 30 () 

10 O Hlll 
30 o llXl 
31 70 30 
35 70 30 

1100K ~e- 'leepol_3 
" E ---, ; 1-- %a 1 8 o- . --%b 

• Tabla 3.3 o 10 20 30 40 

Tiempo (n~in) 
• Gráfica 3.3 

Cromatograma 3.1 

. . 
Se hicieron repeticiones de distintos gradientes para tratar de 

obtener primero la mayor selectividad= yposteriormente·:1a:··mayor 
resolución""n. _ ..•. ; -:·;.· ·~.·· . 

También se hicieron gradierites ;cori~;¡:>~¡.¡.j_¡~~.t;,;,·c~~cély~/;de tal 
modo que los picos se encontra5en:/perfoctáriíerité~bieri"sepaiados y 
pudiera entonces trazarse una línea rectac rru.iy~C:ércana á sÚS;;bases;-10 
que facilitaría la integraciónbbb. · -_ · · 

k'. 
,, S.•l.-cl1vidat..I: a = k': Vt~r cJpítulo 1 p..1gina 16. 

.JN et - 1 k', 
...... RPS<llucil'ln: R = ~ x ~ x 

1 
+ k·~ Vern1pílulo1p<i}~inJ17. 

t.+•t. Vt.·J~P IJ línPJ rPdJ dihujJJ..i t•n 1~1 hJse dt• los picos del ,·ro111JlO}~r.i1n~1 :'\.7. 
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Nombre: T l!ºI 3"1 

Tiem~n (min2 %a 
ll 70 
3 45 
5 o 
10 o 
11 70 
15 70 . Tabla 3.4 

Ml 

T _pol_31 

• Cromatograma 3 2 
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%h curva 
30 
55 -5 

100 
100 
30 
30 

rE~ P.·.·.)!~[i 1 

8 OD !':---1 -%b 
o 5 10 ; . 15 

Tiempo (rnin) 

• Gráfica 3.4 
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Pudo entonces encontrarse el· gradiente· idealccc para la columna 
Nova~pak, Cs de 3.9mm ·(ID) x 75mm, correspondiente al gradiente 
T_pol_31; con un flujo de eluyente igual a 1.2 rn!/min. 

No obi5tante el gradiente ideal, la resolución no fue suficiente en 
esta columna como para poder separar todosdos componentes de la 
mezcla de tensoactivosddJ del Teepol HB:¡r,··p.uesto'que algunos de los 
picos que se lograron separar eran dobletes;:[cÓnjuntos de dos o más 
picos que se encontraban colapsados],··lo cual indicó -después de 
llegar a un punto cercano a la Uopt cce-,-, ·que el número de platos 
teóricos en la columna utilizada fue irlsufiéiente . 

•• -e El Sl.')~undo grupo de picos se ha pasado por allo en un intento de primero obtener la máxima 
st•p..ir.u.._-ión t•n t~I printer grupo dt" picos pJrJ que los can1hios en esta zon.i del r.radicnlc puedan 
Pnton,:cs m..inlcncrse constantes y no afecten los cambios que se lleven .i cJbo en la scp.unda parle 
del ~r .. 11.Jicnlc. 
J.JJ Ll mezd .. 1 t.fr .. tcnso.::u..:livos del Tcepol HB7 .:orrcsponJt-. a JlquilsulfJLos dt..'! 9 a 13 átomos dC' 
c .. 1rht.1no . 
........ u.--:-i es J..i Vt!locid..1d óplimu en donde un sistcm.i cromiltor.ráfico isocr .. ~Lico proporciona una 
mPjt'r SPpJr .. 1ción. P .. 1r.:1 l"l caso de l..is elucionc-s ~rildienlcs PI t<>rniino u.~rt Pl.Juivaldrfa al punto (•n el 
..._·uJl l..i fucr;,.J del duycnlc f....'S sufid(."Ol(~ pard. ohlcncr unil niáximJ scp.:ir..il.'ión de los picos. sin que 
t.~l05 st_• ach.tl<'n. E...;tarfamos hahl.indo de l..is niismas conset_Ltunci..is. p(.•ro rn la cromator.raffa 
i.""l'x-r~1Lk.i prnvoc.iJ.is por 1.i VC"locid..id drl rluyente y t_•n l..i cron1JtogrJÍÍJ gradit."nh• por la fuer;,...:i 
dl'l nllsnu.,. 
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IV.3 Columna Nova-Pak Ca de 3.9mm(ID) x 150mm 

Con el fin de incrementar el número de platos teóricos se 
colocaron en serie dos columnas Nova-Pak e,. de 3.9mm ID x 7.Smm, 
esperando un incremento en el número de platos teóricos casi del 
doble. De esta manera se esperaría una mejor separación de los picos 
-incluyendo los que aún se encontraban traslapados- sin que éstos 
perdieran tanta altura como en las separaciones anteriores en las que 
se empleaba un número menor de platos teóricos. Se realizaron 
algunas eluciones con estas dos columnas para probar el incremento en 
el número de platos teóricos. 

Para evitar el volumen muerto que se forma en la unión entre las 
dos colurnnasffí éstas se reemplazaron por una única cohirnna :Nova­
Pak e,, 3.9mm ID x·15cm para ser utilizada en los siguientes gradientes. 

El cromatograrna T_pol_43 es el gradiente ideal;ikr~~~*~·tipo de 
coluill.fla.. :,-~-:¿?·· "~:_,.· .-.-·--:-· 

- ~ ' 

Nombre: T_pol_43 
Tiempo (min) %a %b curva 
o 70 30 
10 -15 55 -7 
15 o 100 
20 o 100 
21 70 30 
25 70 30 

• Tabla 3 5 

s:: 100 
:-g 80 
jg 60 

J 40 '--------"--""---' 

5 10 15 20 25 

Gráfica 3.5 

111 El volumen muerto entre las dos columnas permite la difusión en los componentes de la mczda 
que van siendo st.~poJ.rados, de nlodo que los picos vuelven a achatarsr. y J. traslaparse t:>n sus 
extremos [se ro~t.•rte pclrciillmc~lc fo scpoirilción]. - - - - --
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El cromatogran1a T_pol_OO corresponde a una inyección de agua. 
Los picos correspondientes al segundo grupo -grupo que no se había 
tomado en cuenta- aparecen independientemente de la presencia o 
ausencia de Teepol HB7, por lo tanto estos picos no pertenecen al 
Teepol HB7 sino al sistema de elución y no deben ser tomados en 
cuenta en resultados posteriores. 
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IV.4 Optimización 

Tomando en cuenta que el segundo grupo de picos de los 
anteriores cromatogramas no corresponde al Teepol HB7. sino a ruido 
presente en el sistema cromatográfico, se decidió recortar él gradiente 
de modo que éste no llegue a una concentración de :100% acetonitrilo, 
sino únicamente a la concentración suficiente para : fa efüción del 
primer grupo de picos (grupo de interés [por é:oritérier _ Téepol HB7]), 
concentración que es aproximada al 50% de áceto-nitrilo:~ 

·::. . . - -.-. 

Fue reducida la concentración delT~epbtutili~ada de 2.5% a 1 % 
por comodidad al momento de hacer las dÜucic:Ínes: -

Después de una serie de pruebas con diferentés-gradientes cuya 
concentración de acetonitrilo no excede el 50% :sédlegó a un nuevo 
gradiente ideal. - --

Nombre: T std 02 
Ticml:!o ~min} '"ª \!:.b curva 
o 75 25 
7 60 40 -5 
9 75 25 
12 75 25 

'" 100 

=3 80 ~-----------·--'f "'--021 ~ 60 ---·-

@ 40 1·---%al ª 2~ -%b 
o 2 4 6 8 10 12 14 . Tabla 3 6 

• Gráfica 3.6 



ll 

MI 

· T_std_02 

= -J . . 
= 

... ., 
= 

() 

• Cromatograma 3.5 

65 

1 " 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



66 
TESIS CON 

FALLA DE ORIGEN 
Con base en este gradiente ideal fueron hechas pruebas de 

repetibilidad. 

'--------T_std_l5 

-------T_std_l6 

- '~------T_std_l7 

'-------T_std_l8 

T_std_l9 

~----T_std_22 

____ T_std_23 

T_std_24 

Los cromatograrnas · T~std_).5 a T_std_24 muestran la no 
repetibilidad de los tiempos· de ' retención con la utilización del 
gradiente T_std_02. Con base en este resultado negativo se modificó el 
gradiente anterior para tratar de.mejorar la repetibilidad al aumentar la 
fuerza del gradiente. 

Nombre: T std 25 
Ticm~o ~min) %a .,.b curva 
() 70 30 
7 60 40 .5 

" 70 30 
12 70 30 

e:; 100 

] : E------------------·--1¡std_25 j 
@ 40 · · 1----%al 
g 20 -%b 
u o~---------' . Tabla 3.7 o 2 4 6 8 10 12 14 

• Gráfica 3.7 
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._.,.-------.,,--,---T_:_std_25 
....._---------:-:--T_std_26 
...._-------'--,------T_std_27 
...._--------,...,,--.,-~T_std__28 

....._---------,---~T_std_29 
..._ _____________ T_std_30 

----------- T _std__.Sl 
....,, __________ T_std_32 

'-'---------- T_std_33 ..._ __________ ~T_std_34 

..._-----------T_std_35 

En los cromatograrnas T_std_25 a T_std_35 tampoco se observan 
tiempos de retención repetibles. Tuvieron que hacerse varias series de 
eluciones más para descartar las variables que pudiesen ocasionar la 
variabilidad en los tiempos de retención hasta quedar como última 
variable las válvulas check de las bombas; por lo que éstas fueron 
primero lavadas y luego -al no ser suficiente Ja mejoría- cambiadas 
obteniéndose así tiempos de retención aceptablemente repetibles. 

Nombrie: T_std_42 
Tit>mpo (min) curvJ 

" 75 25 
70 30 -5 

7 70 30 
75 25 

12 75 25 

• Tabla 3.8 • Gráfica 3.8 
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• Cromatograma 3.8 
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-T_std_46 

T_std_47 

'T_std_48 

T_std_49 

T_std_50 

Una vez obtenida la repetibilidad en los tiempos de retención se 
trazó una curva de calibración tornando como estándar tina muestra 
arbitraria de Teepol HB7 para ser tomada como referencia su 
concentración de tensoactivo una vez calculada ésta. No se empleó esta 
curva de calibración puesto que se presentó el efecto de la variación 
del tiempo de retención como función de la concentración del agente 
tensoactivo. 
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CAPÍTULO V 

METODOLOGÍA 

Con base en la información obtenida después de estudiar el 
desarrollo del método prototipo es como fue desarrollada la 
metodología a seguir para el desarrollo del método definitivo. 

El método de prueba y error -además de ser demasiado 
lento- no explora todas las posibilidades que pudiesen existir en el 
desarrollo de un método. Se necesita por lo tanto una nueva 
estructura que facilite la exploración de todas las posibilidades y 
que a la vez ayude a detectar los caminos que no son convenientes· 
para poder abandonarlos a tiempo, evitando pérdidas de tiempo que 
se dieren al estar trabajando por un camino que no lleva al objetivo 
buscado. 

Como una ayuda que facilitase la elaboración de una 
metodología adecuada se utilizaron diagramas,d~ flujo decdatosm-.r. 
(DFD) haciendo las respectivas adaptaciones. La ventaja que tiene la 
utilización de herramientas gráficas es Úna cvisión:·máscompleta del 
proceso que se .trata de definir y una mejor comprensión de éste; lo 
que a la vez facilita a terceros su estudio y entendimiento. 

•:•..,~ L<-.s di..ir~ram<..1s Je flujo de datos son un.:i herramienta de modclajc utili.:r .. ad<.t principalmente! (._•n 
1~1 f~1.,.t• Jn..llisis del deSJrrollo Lh• sisLPmas de información; sin cmhJrJtº ~· hJ dcmnstr~11.Jn qui• t-slt• 
mrn.Jplo PS pxtr..ipolahlc a cualquier otro proceso. Una explicación 1~c.mcrill de rstos di.i~ramas sr 
Pnt·uPnlr..i <.'TI t•I Jpl"ndkc 1. 
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V.1 Met:odologia est:ruct:urada 

En el contexto de todo el desarrollo del método analítico se 
encuentran como muestras Teepol HB7 y solución de limpieza. Con 
la utilización de estas muestras y la información correspondiente se 
le está dando material al proceso de desarrollo, el cual después de 
llevarse a cabo producirá los protocolos y procediffiientos que sean 
los más indicados para la determinación C:rornatográfica de materia 
activa en Teepol HB7 y en solución de limpiez·a. · 

Contexto 
Protocolos 

Teepol HB7 

• Diagrama 4.1 

De ahí que al tomar.· al, desatrollo como un proceso, éste se 

divid::i::e::p::::r:~}bÚi:~ r~i~i~des de onda para máximos y 
núnimos,· luego; encontrar/un .• método. repetible a simple vista y 
validarlo, h.iego'·'a'dápta:r 'él ·método para su uso con solución de 
limpieza y validarlo. 



o 

Infonnación 

• Diagrama 4.2 

Solución de 
limpieza 

Procedimientos 

71 

1 Teepol HB7* 
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El proceso para determinar las longitudes de onda en que se 
van a hacer las lecturas del detector es muy sencillo:· 

1 

1 TeepolHB7 
Procedimientos 

• Diagrama 4.3 

Comenzando con la lectura del espéctro·~de/absorbancia 
UV /Vis del Teepol HB7, en el cual se deben deté¡;tar'.'.1-;;·s:pti'iú:ósen 
donde se encuentren las longitudes de onda qué pres'~nte~ máximos 
de absorbancia, ya que son estas longitudes:.~;d~)Cinda/!las que 
posteriormente deben introducirse al detector para~ql.lé:éi;i;'ellas lleve 
a cabo sus lecturas. El procedimiento para. ajustár;la:5)ongit\.idés de 
onda en las que estará leyendo el detector deb.e.ser doóií:fif!ntadci: 
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., '"' '. 

Una vez terrrlinado este proceso, el control pasa .al ·proceso 2 
"Método Repetible,, en 'el c'ual se· deben obtener todos ·•los ·métodos 
que tengan una buena separación y sean repetibles_~ simple vista. 
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Procedimientos* 

• Diagrama 4.4 
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El primer paso es obtener una satisfactoria separación· de los 
con~ponentes del Teepol HB7, una vez obtenida ésta deben_ hacerse 
pruebas de repetibilidad de los tiempos de retención. 

El proceso para obtener esta separación correspondiente al 
"gradiente ideal" del estudio prototipo ha sido optimizado para llegar 
a éste en el menor tiempo posible. 

Como primer paso debe hacerse una serie de eluciones 
isocráticas partiendo de la más fuerte (0%a , 100%b) y debilitándolas 
(%a'> %a, %b' < %b) hasta obtener la máxima selectividad [evitando 
que quede mucho tiempo entre el tiempo muerto y el primer pico de 
tensoactivo] sin darle mucha importancia al hecho de que los últimos 
picos se achaten excesivamente. Un proceso de evaluación con base en 
la información obtenida del estudio prototipo y en información 
bibliográfica es el soporte para tomar la decisión de hasta qué punto 
deba o no seguir la disminución en la fuerza del eluyente para poder 
pasar el segundo paso. 

El segundo paso es elevar gradualmente la pendiente del 
gradiente (%a;n;cio < %annal, %b;n;cio > %bnnal) hasta disminuir al máximo 
el ancho de los últimos picos [evitando que éstos lleguen a colapsarse] 
sin darle mucha importancia al hecho de que _los primeros picos se 
traslapen. El mismo proceso de evaluación debe ser utilizado para 
tornar Ja decisión de hasta qué punto deba o no seguir el incremento en 
la pendiente del gradiente para poder continuar con el tercer paso. 

El proceso final para la obtención del "gradiente ideal" consiste 
en un incremento en la concavidadhhh y ajustes menores en la fuerza 
del eluyente al inicio y al final del gradiente hasta obtener la máxima 
resolución en todos los puntos del gradiente ("gradiente ideal"). 

hhh En J.:i estación de trab<.1jo MAXJMA de Watcrs se designa Ja curvatura del nradicnlc por n1edio 
dt> números positivos pdrJ gradim1lcs convexos (m.iyor pendiente JI inicio y menor p<"ndit .. nlc di 
fin.il) y nún1cros ncP.aLivos pJ.rJ gradientes cóncavos (n1cnor pendiente ill inicio y 01..iyor pendiente 
JI ftn..il). de maneril 4uc el t."cro t.

4 0rrL-spondc a un P.rildienlt! lincJI y en~ n1ayor sc.i Ja diferencia 
dt--sde d cero [yJ seJ ncr~ativ..i n posiliva) t?S mJyor 101 diforcnciJ entre l..i perf"'·""'=~=·~· ~-~~4:-------. 
fin.J.I del siradicntc ,!oOCé.1 el r.r~uJicnlc cóncavo u convexo. TESJS CQN 
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Una vez obtenido el "gradiente ideal" se ejecuta el proceso en 
el cual se hacen 5 o mas eluciones idénticas con el fin de probar que 
sus tiérnpos de retención sean repetibles a simple vista. 

Independientemente del resultado obtenido, se procede a una 
evaluación general, la cual es un proceso meramente intelectual en 
el cual se estudia la conveniencia de los protocolos y procedimientos 
resultantes del proceso de separación y -con base en la información 
[empírica y bibliográfica] disponible- se hacen mejoras a todas las 
condiciones cromatográficas no tomadas en cuenta durante los 
procesos anteriores, con el fin de mejorar los resultados obtenidos 
en éstos. 

Entre todas las condiciones no tomadas en cuenta durante los 
procesos anteriores son dignas de mencionarse: 

IBCondiciones en la operación de las bombas y válvulas check 
del crornatógrafo. 

IBDilución, preparación y dilución de las muestras. 
IBTamaño del loop. _. .. · ..-
OOCondiciones en el manejo y pureza de los solventes. 
IBDegradación de la·coh.únna; 

Dependiendo de .la: conveniencia de los procedimientos y 
protocolos obtenidos. y de ·los cambios aplicados a los mismos, se 
tornarán las siguientes deéisiones: 

0Regresar al proceso de separación en caso de que los tiempos 
de retención, la altura o área de los picos hayan resultado 
irrepetibles y se hayan efectuado mejoras a las condiciones ya 
n~encionadas, de tal manera que tengan que llevarse a cabo ajustes 
menores a la forma del gradiente para mejorar aún más la 
separación. 

TESIS CON 
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0Ir al proceso de colapso"' con el fin de rrtinirnizar la duración 

del análisis siempre y cuando se asegure que la muestra no. contenga 
contaminantes que puedan interferir en el tamaño de· los picos 
obtenidos. 

0Ir al proceso de colapso retardadoiii con. el fin·.~e ~bt~ner un 
tiempo de elución corto -aunque no tanto como:.en;::el'pre1ceso de 
colapso - pero en el que se espere que únicamente~ sean integrados 
picos que correspondan a alquilsulfatos contenidos .en el Teepol 
HB7. 

0Ir al proceso de validación cuando - de acuerdo con los 
protocolos y procedimientos actualizados- se decida que ya no es 
posible obtener mejorías apreciables a simple vista y sea entonces 
necesario validar el método analítico para ya sea aprobarlo o 
proponer pequeños ajustes que lleven a la aprobación del método 
para su utilización oficial en las normas Banxico. 

0Ir al proceso de solución de limpieza cuando se considere 
que la separación obtenida es adecuada para los propósitos del 
rrtismo tomando en cuenta únicamente el hecho de que los 
protocolos y procedimientos se presten para que sea posible 
distinguir cuando se estén cuantificando únicamente alquilsulfatos o 
cuando existan impurezas que estén provocando interferencias en la 
integración. Dada la casi nula resolución del proceso de colapso se 
dificulta esta distinción por lo que debe evitarse pasar al proceso de 
solución de limpieza cuando se esté utilizando el colapso. 

'" El proc..:cso de colapso es un proceso similar al de separación, pero cuyo propósito es 
manh .. ner Lodos los picos cnfopsJdos rn las cercan fas del punto de inyección -sin ·que lleRucn 
J lrJSIJpJrsc con éste-. 
111 El proceso de colapso rctJrd.ido L~ un proceso similar al de scparJción. pero cuyo rropósito 
es mJnll•ner C«.llJps.u.los los picos 4ut• SP encuentrl!n forn11.1ndo Johlcll•s, lriplctcs. eolc. con el 
fin d~ fJcililJr )J inh~r,_rJción c.•n '-~I caso de que los procesos dP sepJrdción y colapso no 
pn.•sPnlPn cromJlnJ!r"Jn1.is Jpropiados pJrJ l..i n1isn1il. 
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Se vuelve a ejecutar el proceso de repetibilidad después de 
llevar a cabo los procesos de colapso , de colapso retardado o de 
separación hasta que -como ya se ha mencionado- las condiciones 
justifiquen la iniciación del proceso de validación o del proceso de 
solución de limpieza -haciendo notar que no son las mismas 
condiciones las que puedan disparar uno u otro de estos dos 
procesos [el proceso de solución de limpieza presenta menos 
requisitos que el proceso de validación y después de éste es 
necesario llegar también al proceso de validación] y cada uno de 
ellos puede ejecutarse sin la necesidad de que el otro se ejecute-. 
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• o;::am;::er regresar de la ~~l~~:~iL a éste proceso de 
repetibilidad nos da la posibilidad de poder llevar a cabo.cu.antas 
revalidaciones sean necesarias ·con· el fin de· tener· al método analítico 
siempre operando en condiciones .óptimas por lo que siempre se 
estarían obteniendo resultados con la máxima exactitud y precisión 
posible. · 
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Cabe hacer el comentario de que parte del objetivo de esta 
investigación es -además de obtener mayor exactitud y precisión 
que con el método tradicional- aminorar el tiempo de análisis; ésto 
es lo que le da razón de ser a la existencia de los procesos de colapso 
y colapso retardado, los cuales tienen por objetivo proporcionar al 
método anaHtico menores tiempos de análisis y es entonces parte 
importante del proceso de evaluación general el optar por el colapso 
o el colapso retardado cuando (el proceso de separación esté 
proporcionando cromai:ogramas con un tiempo de elución excesivo. 

El proceso de solución de limpieza se lleva a cabo por el 
método de prueba y error_ puesto que resulta extremadamente 
sencillo tomar la decisión de si un procedimiento es o no adecuado 
por el único hecho de ejecutar el procedimiento y observar en el 
cromatograma resultante la presencia o ausencia de picos del Teepol 
HB7 y de sustancias desconocidas que puedan causar interferencia o 
ruido en el momento de la integración. Se· decide que un 
procedimiento es adecuado para la cuantificación de alquilsulfatos 
del Teepol HB7 en solución de limpieza ._cuando se encuentran 
presentes todos sus picos y los picos formados por sustancias 
contaminantes se encuentran ausentes o de -otra manera se 
encuentran presentes pero sin presentar interferencias significativas 
en la integración de los picos correspondientes al TeepÓl HB7. -

Los procedimientos que van a ser. puestos a prueba __ durante el 
proceso de solución_de limpieza son: 

IE> Inyección de la muestra tal cual. 
!E> Extracción en fase sólida abarcando todas sus.modalidades. 
IE> Extracción líquido-líquido. 
!E> Adición de estándar. 

TESIS CON 
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Como un parámetro más a tomar en cuenta para decidir la 

conveniencia de los protocolos resultantes antes de entrar al proceso 
de validación se debe tomar en cuenta el tiempo de ejecución 
[sumando el tiempo de los procedimientos de preparación de la 
muestra con el tiempo de análisis cromatográfico] y compararlo con 
el tiempo de ejecución del método actualmente utilizado. 

El proceso de validación se define en el siguiente diagrama: 
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Información 

• Diagrama 4.7 
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1 Teepol HB7* 

Solución de I 
limpieza , 

···-··-··-··-···----·---·--------------·-·---·------j 
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Una vez finalizados los procesos método repetible o solución 
de limpieza se ejecuta el primer subproceso del proceso de 
validación, el cual consiste en la elaboración de una curva de 
calibración, la cual ha de servir como una ayuda para calcular los 
parámetros de reproducibilidad (exactitud y precisión), 
repetibilidad (exactitud y precisión), linearidad del sistema y 
linearidad del métodokkk; además de - en caso de ser aprobado el. 
método- ser la curva de calibración utilizada como referencia.para 
las determinaciones de materia activa en Teepol HB7 y/ o ·.en 
solución de limpieza. Una vez calculados los parámetros: de 
validación se ejecuta un proceso de aprobación (intelectual) cuyo 
propósito es -con base en la información recopilada- decidirsi .. los 
protocolos y procedimientos que arrojaron cada uno de · est.os 
parámetros superan a los del método utilizado actualmente,·· de 
modo que puedan en cualquier momento reemplazarlo. 

La curva de calibración debe hacerse siguiendo al .pie: de la 
letra los protocolos y procedimientos y con un número de muestras 
suficiente, distribuidas de tal manera que exista una mayór cantidad 
de puntos en la región que se encuentra dentro. de las 
especificaciones para solución de limpieza y a la vez se abarquen las 
concentraciones máximas y mínimas que haya preséntado la 
solución de limpieza en los. últimos dos años. De esta manera, al 
tomar como referencia la concentración esperada en .lá~solución de 
limpieza, en caso de que sean utilizados los rnismos·proi::edimientos 
cromatográficos tanto para Teepol HB7 como para';'solución de 
limpieza, la misma curva de calibración .podrá .ser. utilizada para 
llevar a cabo ambas determinaciones. <~. ·:;.;~;'c)é::,., 1·•. 

En caso de que el proceso d.e · 'apr~b~bióii. 'de .. un·• resultado 
positivo, la curva de calibración <será 'anexada : a.11.C:or})unto de 
protocolos y procedimientos. :.·.;:.\• 

i..i..1 ... En CilSO de que dificr..in los proccdinlicntos cromatop,,ráficos utilÍ7..ados para Tcepol HB7 o 
solución dt.> limpic;.r...J [provL~nicntL>S dü Jos procesos método repetible y solución de limpic;r...i 
n•spe1.-Liv..1ml~ntc] ll ... ndr&in yut." h&.u:erso dos curv.as dl~ c..ilibradón: un&i pilril TL~po1 HB7 y 1.:i otra 
r~u.i solución dl? limpieza, d.:i:dél un..i con sus rcspcc.-tivos prnL-cdimicntos crom..ilog,ri1ficos. 
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En caso de que el proceso de aprobación de un resultado 
negativo se deberán repetir los procesos método repetible o solución 
de limpieza con modificaciones a los protocolos y procedimientos de 
manera que al término de la nueva ejecución de estos procesos, la 
nueva validación resulte en una reducción de los parámetros· de un 
aprobación hasta finalmente llegar a la aprobación del método o a su 
no aprobación definitiva. 

En el proceso reproducibilidad y precisión se deben inyectar 
muestras iguales por diferentes personas, en el proceso repetibilidad 
y exactitud deben inyectarse muestras iguales por la misma persona, 
pero en distintos días. Para el proceso lineal-idad del sistema se 
obtiene la información de la curva de calibración para comprobar su 
linearidad. En el proceso linearidad del método se utiliza solución 
de limpieza y son comparados los résultados de la concentración 
teórica de la solución de limpieza éoi·úra 'la. concentración por el 
croma tógrafo. 
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V.2 PROTOCOLO DE VALIDACIÓN DEL MÉTODO ANALÍTICO 
CROMATOGRÁFICO PARA LA CUANTIFICACIÓN DE MATERIA 
ACTIVA EN 

TEEPOLHB7 

V.2. 1 Objet:ivo: 
• Deterrninar la especificidad del método analítico para la 

cuantificación de materia activa (alquilsulfatos) en Teepol 
HB7. 

• Determinar la linearidad del sistema 
concentración---detector, de acuerdo con la ley de Beer. 

• Deterrninar la concentración mínima detectable y la 
concentración rrúnima cuantificable en muestras de Teepol 
HB7. 

• Determinar la repetibilidad del método analítico, tomando 
en cuenta localización y dispersión de los resultados. 

• Determinar la reproducibilidad del método analítico, 
tomando en cuenta localización y dispersión de los 
resultados. 
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V.2.2 Diseño experimental: 

V.2.2.1 ESPECIFICIDAD 

1. Utilizando la técnica de espectrofotometría infrarroja por 
transformada de Fourier. 
• Se utilizará un espectrofotómetro infrarrojo por transformada 

de Fourier de la marca Nicolet, modelo 710. "·: · 
• La manera de operar el espectrofotómetro se_,_enctientra 

explicada en los manuales del mismo espectrofotóÍ:netro. P/N 
269-781201, P/N 269-721903, P/N 269-759002, P/N.265>.;772604, 
P/N 269-760501 y P/N 269-781901. ~- . •Ji:'.'' 

• Se utilizará laurilsulfato de sodio grado reactivo· c"C>.iU<:>:·e,stá.'.\dar 
de referencia para la presencia de alquilsulfatos. ·. •}} ~:{~::,ti\.\ .. 

• Se utilizará una muestra de Teepol HB7 de lote máS>'ecienté que 
se encuentre disponible, cuya concentración de. rnateria;actiya sea 
conocida. ~~' ,:.>~' -,,: :.~.· · 

• Se usará el protocolo de análisis cromatográfico especific.idci. en 
el apéndice 3. · ... ·•··. 

• Preparar una solución acuosa de Teepol : HB?};_con. · una 
concentración de tensoactivo de aproximadament~·o,s%,w/v.•.•·. 

• Preparar una solución acuosa de 5000 ppm lauriISulfato de ~odio. 
• Inyectar en el cromatógrafo el volumen completo d~1-1é>bp•de 

cada una de las soluciones preparadas y recolectar a_lá salic,J.adel 
detector la fase móvil entre los 5:30 y 9:00 ininütos:·: ·~;: ·;:~¿ / 

• Leer los espectros infrarrojos de absorbancia para cá.dá :una de 
las muestras obtenidas. · ·· · 

• Comparar los espectros obtenidos y -<:on base: en su 's.irniÚtud 
y la correspondencia de grupos funcionales irnpÓrtantes 
(indicados por picos de absorbancia a una longitud -dé onda 
conocida}- determinar la presencia de alquilsulfatos en los 
picos de Teepol HB7 eluídos entre los 5:30 y 9:00 min~ 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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2. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Utilizando la técnica de espectrofotometría,., UV /Vis por 
arreglo de diodos. , . ·. · ·. · , 
• Se empleará el protocolo de análisis cromatográfico especificado 

en el apéndice 3. ...'.,. ,\</ ·, 
• Se utilizará un detector de árreglo''de'diodos Waters 994. 

En el manual de operaciór\ del::,detector de arreglo de diodos 
Waters 994 [manual número 31083, revisión 1]se explica la 
manera de utilizarlo. · ; - , · 

• Preparar una solución acuosa de Teepol HB7 con una 
concentración de tensoactivo de aproximadamente 0.8% w/v. 

• Preparar una solución acuosa de 5000 ppm laurilsulfato de sodio. 
• Inyectar el volumen completo del loop de cada una de las 

soluciones preparadas y ejecutar el procedimiento de elución 
indicado en el protocolo de análisis cromatográfico (apéndice 3). 

• En el detector de arreglo de diodos Waters 994, leer los espectros 
[entre 190 nm y 280 nm] obtenidos para todos los picos de cada 
una de las soluciones inyectadas. 

• Comparar los espectros obtenidos y --con base en su similitud 
y la correspondencia de grupos funcionales importantes 
(indicados por picos de absorbancia a una longitud de onda 
conocida)- determinar la presencia de alquilsulfatos en los 
picos de Teepol HB7 eluídos entre los 5:30 y 9:00 rnin. 
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V.2.2.2. LINEARIDAD 

Se generará una.curva de calibración ·para materia activa en Teepol 
HB7, a partir: de la cual serán< automáticamente calculadas la 
pendiente y la desviación estándar: .. '. ·. . . . . · .•.•. . · 

• Se.utilizará.la estación d_e_trabajo Wal:ersMaxim~ para generar 
la curva· de calibración. ,.·· ··: ,;'-· ·. ·.:· .. ;: · ·•· ·•· · 

• En la estación de trabajo :,~ati?rs'.;Maxi~a ¿f-;e7·e~pl(;a'rá el 
método T _C18150.mth•";, ·•·•·•· ú bicado ':( · .. ,· é_nJ,:,;' el :•'directorio 
c:\max\data1\teepol\metodos.<, :·.,·••• ·'.::':.'?\' '',, .. • .. ·. 
Se utilizará el protocolo de' análisis :crornatográfico'iespecificado 
en el apéndice 3. . ' ' :•;;:,;;,;;•F;:'.,;~f~;9.~t?¡~:,•;;,;;~;:~;lt;:::\; 

• Se utilizará una muestra de 'Teepol ·:HB7,Cde,;Iote; lT\ás: reciente 
que se tenga disponible y cuya concenti-_aciói;i s~a'con#)cida. 

• :~~~=~~~a:io;;:c:enei:a:;:~:;~~~.J~-~~g~"''" .. ,;~~Ef~~~·~~~~: 
cuatro cifras significativas de•exactitud;.:;,, .. apro,;>eiir,i_ada .. <:t~:·· 

: g:i:% : g:~;~::;·····:,~:~_'.Sjzf~~~~í~:~~~i~f(;./ 
-:· o 08% -> 0.04%3~- :\:,~.~ .o;''º 02%-·'.--- ,. 

E;ii~~~~::·:~¡r;:Eff i\i1i!í{~1:~E;~: 
[incluyendo sus respectivaS' concen1Xácioriei;J'í:'séleccionando el 
tipo STND (estándar) en el carrtpÓ Twé'S(Jn mayor número de 
repeticiones debe haber entre máS'cerC:aí{a:·:s~a _la concentración 
de la solución a 0.18%. •t,f; '{::oC,· ..... 
Ejecutar el método••_ . .. "i!:;:.·. ·:•:. ·;",· ·•'-:}'.:,,' · 

• Inyectar en el cromatógrafo e!vb'it1~en"cornpleto del loop de 
cada una de las muestras solicÍtadá~'por la estación de trabajo 

Waters Maxima. .:.. ;•>':{ TESIS CON 

FALLA DE ORIGEN 
.... P .. 1r..i l..i utili.,..,1dón de IJ estación de Lrab~,j~ W~t~~·M.:i'xima, referirse al m&inudl e.Je n•fpn•nnJ. 
\\' .. llPrs Dvn.amk SoJutinnc.; Divi5ion fil Millipnrc¡ M~xima 82~J-ºHran._}J_):_\..!:_Qr,.kstJliQn 
~~fei:_~c~~nl!~J- M .. 1nui1I numhcr:\476-l.·~l!?ª~.iC."~~/utions Division o.fMillipore. EUA 1990. 
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• Al término del total de inyecciones programadas, la estación 
de ·.trabajo Waters Maxima calculará automáticamente el 
coeficiente de correlación (r) y el coeficiente de determinación 
(r2), los cuales serán incluidos en el reporte de calibración. 

• Para los siguientes cálculos utilizar la hoja de cálculo Lotus 
123. :. 

• Calcular el coeficiente de variación de la siguiente manera: 
· Calcular para cada inyección el factor F: 

• 

F=·Resp 
Conc 

donde: 
Resp = Respuesta del detector 
Conc = Concentración de la muestra inyectada 

Calcular la desviación estándardelosfactores-F (S.). 

Calcul~r el promedio de los Ía°ctore~ F(F)~ 
Calcular el coeficiente de vaiiación:(CV): 

e 
CV= ~ x100 

F 
ritenos de aceptación: 

Variable Criterio 
r >0.99 
r2 >0.98 

cv :S1.8% 
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V.2.2.3 CONCENTRACIÓN MÍNIMA DETECTABLE 
-· ' -. -

,' ·- ' '·. ,, 

• Se empleará el protocolo de>análisis cromatográfico especificado 
en el apéndice 3, el cual incluye el método T_C18150.mth para la 
estación de trabajo, Wáters. 'Máxima, .ub.icado en el, directorio 
c:\max\datal \ teepol\metodos. , · 

Se usarán las so1Úci6nes preparadas en, el inciso 
anterior. :<:,:) 

• En la estación de trabajo ::Waters Maxima ir a la ventana 
Sample Queue•• e insertar··.una repetición de.cada una de las 
muestras, indicando UNKN,,, (concentración desconocida) en· el 
campo Type. . , 
Ejecutar el método••. [inyectar las muestra.5 qúe. solicité la 
estación de trabajo Waters. Maxima]. .. ·' , · .... :.,, ..... :.·'.· 

• La estación de trabajo Waters Maxima generará una i1npr.esión 
de cada cromatograma obtenido. 

• Observar en cada cromatograma los.picos.correspondientes a 
alquilsulfatos. _.,. 

• La concentración núnima detectable se,rá ,. la· concentración 
mínima en cuyo cromatograma resultante ptiedari distinguirse 
a simple vista los picos formados por alquilsulfatos del ruido 
asociado a la línea base. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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TESIS CON 
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V.2.2.4 CONCENTRACIÓN MÍNIMA CUANTIFICABLE 

Se usará el método ejecutado en el criterio anterior. 
• La estación de trabajo Waters Maxima generará un reporte de 

concentración para cada muestra inyectada; · 
• La estación de trabajo Waters Maxima calculará el porcentaje 

de desviación: 

• 

• 

%desviación= ~º-C 1 xlOO 
. . Cn 

donde: 
· .. ,·co =Concentración real 

c; = Concentración calculada por la estación de 
trabajo Waters Maxima . 

Calcular el valor absoluto del %desviación ( 1%desvia'ción1) 
Para cada concentración calcular el 'promedio' ·del 
1%desviación1 (j%desviación,) _. . 

La concentración rrúnima cuantificable será la concentración 
mínini.a en la cu.al el %desviación) sea menor a 1.8%-· · 
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V.2.2.5 REPETIBILIDAD 

Se considera la repetibilidad como la capacidad que tiene un proceso 
de no cambiar independientemente del día y la hora en que éste se 
lleve a cabo. 

• Se utilizará el protocolo de análisis cromatográfico especificado 
en el apéndice 3, el cual incluye el método T_C18150.rnth 'para la 
estación de trabajo Waters Maxima, ubicado en';el"dfrectorio 
c:\max\data1\teepol\metodos. _ - _ •. -,, ,: •---• _ , 

• Se usará una muestra de Teepol HB7, de lóte_rri'ás redenté que 
se tenga disponible y cuya concentraciÓJ1 s_ea'(:c)n,~dda: _, . 
Preparar cada día -durante cinco ·días distinto~ sóluéiones 
volumétricas de Teepol HB7 con una é:o11centracipn'de materia 
activa -conocida con al menos cuatró cifras: significátivas de 

. ~i~li~;á~=~~~~~·~~;f '~~~~?~fa~~:":.~: 
• E1"ecutar el método•• -'·' :_.\ ,_.,, -;:;_,_,. , '"' ' 6 - '"::e•_'""''.'("'::: >:Cfr•• " .. -,.; . - " --· -· - '" ...... --,-.,_:· -~· •' ,,. _--- - - ',_ - - - - - -

• Inyectar en el cromatógrafo el''-'.olÜ:rnenkornpletc»defloop de 
cada una de las muestras soliéitadas ;por:la:estación ~de_. trabajo 
Waters Maxima. '-" _ ~: ;-/-~f;,~:'~/~t~'''il'-:i;b>'; é.~ /; - . 

• Al término de cada ~!Ü,si~li~~-:lcí,'(~ij,!~~,Í~~~:d.e;;tJ-á~ajo},Wai:ers 
Maxima generará un reporte,_dé concentración, de: la:solución 
inyectada. _ _ _ ... _ ,,-)' ,_;;,• --·--•---- _>::c:----->•,·,J·· :-- ··-.:•' 

• Para los siguientes cálculos _utilizar la hoja Ci_e_,_._:_·_·--~-•_;1_:c_._h1b Lotus 
123. - - ---- ,-.:- - ' 

- ' 
Precisión - -- · 

Para cad~ •una _de l<is concentraciones utilizadas ·calcular el 
promedio: ':(e) - 'y .la desviaeión estándar, (s) de las 
concentraeiones recuperadas en cada una defos eluciones. 
Calcular 'el coeficiente de variación (CV): 

- s 
CV=c 

Criterios de aceptación: TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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TESIS CO~l 
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¡va~:le ¡criterio 
:;;1.8% 

Para poder afirmar la preczs1on en la repetibilidad del 
método se debe cumplir con los criterios de aceptación para 
todas las concentraciones en cuestión« 

Exactitud 
Para cada una de las eluciones calcul.ar .el p9rcentaje 

recuperado (C%): 
.·. e . 

C%=·--x100 .· .C., 
donde: ,., 

Có .~ Cóné:ehí:ración inyectada 
c,,;, C:oíí.ceÓ'Í:radón recuperada 

Calcularl~~,k~~%~d.ios (Co/.) para cada uno de los días. 
Calcular'. los promedios ( C%) para cada una de las 

caneen Í:racion.es. 
Criterié>s:.cte aceptación: 

Variable Criterio 
C% 95%sc-x;;;: :;;105% 

Para poder afirmar la exactitud en la repetibilidad del 
método se debe cumplir con los criterios de aceptación para 
todas las concentraciones y para todos los días en cuestión. 
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V.2.2.6 REPRODUCIBJLIDAD 

Se considera la reproducibilidad como la capacidad que tiene un 
proceso de no ·cambiar independientemente de la persona que lo 
lleve a cabo. 

• Se usará el protocolo de análisis cromatográfico especificado en 
el apéndice 3, el cual incluye el método T_C18150.mth para la 
estación de trabajo Waters Maxima, ubicado en el directorio 
c:\max\datal \ teepol\metodos. 
Se utilizará una muestra de Teepol HB7, de lote más reciente 
que se tenga disponible y cuya concentración sea_ conocida. 
Preparar cada persona - cinco personas distintas--- soluciones 
volumétricas de Teepol J-JB7 con una concentraciónc de. materia 
activa -conocida con al menos cuatro_ cifras significativas de 
exactitud- aproximada de: ,.,. -:"': · 
~- 0.2% ., o.1s% .,. o.16% • 

En la estación de trabajo Waters Maxima . ir. a· ia:> ventana 
Sample Queue•• e insertar -para cada ,c. per~ona- una 
repetición de cada solución preparada. 

• Ejecutar el método... . -: · __ · _ .. :- -· -
• Inyectar en el cromatógrafo el volumen completo deFloop de 

cada una de las muestras solicitadas por la estación;de trabajo 
Waters Maxima --cada persona debe inyE!ctar cad.a uria de las 
concentraciones preparadas---. _ - .-- --. ·- ~:·'.·.. e: -
Al término de cada elución, la estación-- de - ttabájo: Waters 
Maxima generará un reporte de concentradón,.de la solución 
inyectada. - - ·· · - · -

• Para los siguientes cálculos utilizar la hoja de cálculo Lotus 
123. - .. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Precisión 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Para cada una de las concentraciones utilizadas.calcular el 
promedio (C) y Ja desviación estándar (s) de las 
concentraciones recuperadas en cada una de las eluciones. 
Calcular el coeficiente de variación (CV): 

CV=~ e 
Criterios de aceptación: 

1 Variable 1 Criterio 

Exactitud 
Para cii.d.:i;'., ~~a,_ de. las eluciones calcular el porcentaje 

recupe~<lct6(C%):. · 
'··o·-,-,-,: . ·~-- C~~"~_xlOO 

c. 
donde: 

.Ca',; Coricentración inyectada 
'e =',Concentración recuperada .. 

Calcular los promedios ( C%) para cada uno de los días. 
Calcular Jos promedios ( Co/o) para cada una de las 

caneen traciones. 
Criterios de aceptación: 

Variable Criterio 
C% 95%:=:C-x;:;: ~105% 

Para poder afirmar la exactitud en la reproducibilidad del 
método se debe cumplir con los criterios de aceptación para 
todas las co11ce11tracio11es y personas en cuestión. 
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V.3 MÉTODO ANALÍTICO CROMATOGRÁFICO PARA LA 
CUANTIFICACIÓN DE MATERIA ACTIVA EN TEEPOL HB7 

-PROTOCOLO DE ANÁLISIS-

V.3. 1 Objet:ivo 
• [)etcrrninar la concentración de materia activa en una 

muestra de Teepol HB7. 

ESPECll'ICACIONES DEL TEEPOI. HB7 
DETERMINACIÓN 
rv1cllPricl clClÍVcl 

Acidos prclsos libres 
Alcalinidad total 
DcnsidcH ... i a 2Sºc 
Solubilidad al 10% 
f\.1a te ria fiicl 
J-lun1edc:1d 

IPH al 5% a 25ºc 
Viscosidad Brookfield a 25ºc 
Índice de refracción a 25ºc 
• Tabla 1.2 '"mmrn 

ESPECIFICACIÓN 
> 40.0% 
< 0.17% 
0.05-0.29% 
1.030 -1.075 S!/ml 
totalmente soluble 
40.0% min 
60.0% max 
7.0 -8.5 
90.0 - 105.0 cps 
1.3860 -1.4000 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

111 f"uPnlP: Sht>ll Drl<•rrPnls. J:"~pQl_H_~Z· Tt_•chnic..il Bu lll'Lin Dl.3.1.2. Sltell Chemical Jnlernacional 
Trad:ns Ceomp,my. Lundon 1984. 

nvnn-. Fut>nll': Control dt• CJlidJd t• lnv(•Slift.ui(ln. F.lhrl(,"J t.ft• B1JIPh~. B.inco t,.h• ~1t>--.1'.:o. ~Q_(ftlJS 

BJn.,h .. -ll ~ .. 'r'•' .-\_D_~)_li~i_s Químicc..~s_;._J°~l)~~f...'.~h.:l!.J~<.'POL.t-1_1,lZ. flo.;1üxh.::o 1996. 
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V.3.2 Procedimient:o 

Se pesan aproximadamente con precisión de cuatro cifras 
decimales 0.11 g de muestra de Teepol HB7, la cual se disuelve en 
agua grado HPLC y se transfiere cuantitativamente a un matraz 
volumétrico de 25 mi, llevando hasta la marca y se agita para 
homogeneizar la solución. 

Se pone la solución en un baño ultrasónico durante 5 minutos. 

De esta solución se toman 1 O mi los cuales se filtran utilizando 
una membrana Millipore de tipo GV con porosidad de 0.22 ~1m en el 
dispositivo para la filtración de muestras. 

En la ventana Sample Queue de la estación de trabajo Waters 
MAXIMA se inserta la información sobre la muestra a analizar, 
seleccionando el tipo UNKN (desconocido) en el campo Type. Se 
ejecuta el método. 

Se inyectan en el loop 2.5 mi de la solución preparada cuando la 
estación de trabajo Waters MAXIMA lo solicita. 

La estación de trabajo Waters MAXIMA genera un reporte de la 
concentración encontrada en la solución. 

Con la concentración reportada se realizan los siguientes 
cálculos: 

Donde· 
MA materia activa 
edil concentración de la dilución reportada por la 

estación de trabaio Waters MAXIMA 
Wm Peso de la muestra 
250 Factor de dilución 
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V.3.3 Mét:odo Cromat:ográfico 

El n-tétodo cron1atográfico para la determinación cuantitativa de 
materia activa en Teepol I-JB7 consiste en una elución gradiente que 
comienza con una mezcla de CI-!JCN:I-hO 25:75 y durante 7 minutos 
incrementa su concentración hasta CI-bCN:I-bO 50:50 con· una 
concavidad igual a -5 (de acuerdo con la escala utilizada por la 
estación de trabajo Waters MAXIMA) y la mantiene constante. hasta -
llegar a los 9 minutos de elución, en donde comienza a regresar las 
concentraciones a su estado original terminando a Jos 10 minutos ·y 
mantiene esta concentración (original) hasta los 13 minutos d.e- elución 
para equilibrar la colunina. · · · · 

TeepolHB7 
Tiempo (min) 1 %Agua HPLC j %Acetonitrilo. ~j~a~J.,-. _ 

o 75 25 

10 75 25 
13 75 ·, 25· 

Teepol HB7 = 100 ~ _ - _ -

1

, 

U

¡ 
40

2

:: --------=>--e ,.--_-__ -.-.-V.,-~-g-u_a_l_l_P_L_C_-, 
_ . - "/nA.cetonitrilo 

----------~ o 5 ·-io 

Tiempo· (min) 

TESIS CON 
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""" St•gún h"s tipos dri ,·urviJLu1-J uliliz .. idos por IJ t•slJc:ión de.> lr.il"iJju \V.Íll•f"S Z\.-1AXl?-vtA. 
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El flujo de la mezcla de solventes durante toda la elución se 
n1antiene en 1.2 ml/rnin. 

Se utiliza una columna Nova-Pak C1K de 3;9 rnn1 ID x 150 rnn1. 

Este tipo· de colu1nna tiene un empaque . formado· p<:>r partículas 
esféricas de 6 µm de diámetro. 

EFvolumen del loop utilizado·para inyectar la muestra es de 
231.15968 µL· ,. : 

·-:. :· . ~'. :~.::·.~· .. 

L~·rri.ü'e~b::¿;iny~~~ad~.tfenewi'f~c;tor.·de.dilución igual a 250, pero 
el resuÍt¡;\éJ.ó deJa:'iritegraciÓn,iepó~t~da concentración real de la misma. 

·::: ::_:~.~ ·:,. ~·I~:r.:/~5.iiL~\~i~-t:~'.t~}?2~~~\:):~~:~;:~ .{:\r::.)~<~~< .~·_:>~· . .· . 
S~ ll;tiliza: LJ.mdetector UV /.Vis ·.de arreglo de diodos tomando 

~~f1~bspJ~~~'~º~tgJtgun.·.·.;:.;.~e0··"~~~~~de~22~ ron con una precisión de 0.5 
~·., ., . ,. . 

sus á;:a~nT~i~~~~fil:;i~}~J1~·~it~:tt.d~:;6~e s!-~ e~c~=:~0~ds 
tiempos de retención 'Cielos aiquilSulfafos Oí a C13. 
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V.3.3.1 PARAMETROS DEL DETECTOR DE ARREGLO DE DIODOS WATERS 
994 

ME::A!3UHEMENT CONU 1 "J l ONS 

< F 1 t.J:::: No. : e JºJL.l.! NAME': T PUL ClB _15C:Ml 

KUY LOCK 

JN1'P.HVAL 

Tl MH C:CJNSºf ANT 

Ml!ASUHEMENT TJHE 

l> J Sl'l.AV 1" J MI! 

WAVELENC1º11 llANCE 

WAVf!LCNGTll 

llANl> W l L>Tll 

ON 

0. 1 

13. "º· u1i n 

G. B0' 11•)11 

190 GG9 n111 

Cll: 1 CllU:OHATOGltAM _CONO l TI Ot.fS 

< Fll-1·. No.: e:_ l:J i..~O'.~Ú'\~f::{_-;:T_·.;~Q"j__~. C1 6-. l GCMl 
TJME 

11111 nJ 

: t.:JTI /\l ... 

AUPS 

lAIJJ 

0.500 

. WA~E~E~_C.Tll-: 

.lnml 

224 

W.PL.OT 

OFF 

Cll: ·2 CHllOMATOGHAM CONU 1T1 ONS 

< 1 1 LLº Nu. : C 1~JLH-NAHE:~T·1~01. C18 1SCMI 

Tll·tJ-; WAVliLl.!NGl'H W.J->LUT 

~ m l 11 J IAIJJ (11111] 

JNITIAL J.!ilJ.0 J gr; OFP 

EVENT THRl251101 .. 1> 

ON 

llVEtJT THRESHOl.U 

C>N 

TESIS CON 
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Cll: 3 CllROMA1 OGf<AM CONU 11 l ONS 

< I· 1 Ll:. No. : C ~lLb NAME: ·r POt. Cl8 tSCMl 

TIME AIJFS WAVELENGlll 

l 1nl nl íAUl Cnrnl 

INITlAL 
?. • '"'" 

?.U3 01~ F 

CU: 4 CllROMATOGltAM CONO 11·: ONn 

( FILE No.: ,e 

Tlf"E. Aur·s WAVEl-ENGTH W. Pl.OT 

1in1 nl IAUl lund 

1NJ1·1 Al. 2.000 UFI• 

SPIH!TltUM CONO 1 i· J ONS < Jo.10NITOF<: Ml > 

<FILE Na.: e rtLE NAMI!: T POL C16 Jt-.CMl 

TlME 

l1alul 

INITIAL 

lli::JGHT 

IAUl 

SLOP1' NOISl: 

IAU1 

" .. 001 "· nu t 

UAl"~ :OcL/J'l/9Ll > 

THHI:.!iHUl.U 

OFF 

MONITOR _WAVH. 

ln111l 

2~4 



ANAl-Y!l J S Ml~NU 

< 1· 11.r:: Nu.: C F 1 LE NAMC: T POL e 1 6 l r.cM 1 

==========< JN'fcGl<ATOf< >========= l'l.OT : OFF 

T 1 ~u; f<ANGE 

WJIVTiLENC:Tll 

s.~e . ___ 9.90 wJn 

SP.100THJ NG 

UH l FT 

!lb 1 Glff 

WIDTll 

T 1 ME OOlllll.E 

MINIMUM AlfüA 

MlNllS PEAK 

PAl'ER Sl'l~t!D 

Ml 

15 

"· 0111 

-: e .. 001 

ff. OAJ 

"· 1" 

IG 

5 .-OC:-C4 

20." 

BASEL 1 NE COl~Rl;CT OrP 

CALIBRATJO~ Ol'r 

poi nt.s 

AU/1•lt1 

AU/rnln 

AU 

1at n 

mi n 
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ANALVBIS MENU 

r J LE NAf•U:: T 1'01. e' IS 1 r.C:M 1 

==========< .SPECTHUM tNDEX >=== PJ.01" : OFI· 

TIME RANGE 

WAVJ;J..ENG-rll t<ANGE 

5.Ge --- 0.00 tPll\ 

1 !JU --- 260 

SPRCTRUM CORRECT ON 

Sl"ECTllUM SCAl.E AUTO SCAJ.E 

IJASEL. I NE: CD-~RE~T_·, . DFJ> 

CJIRDMATDGl~AM 

~:A~.J\~~ri;·~·:-~. ~?-_ ME~U :. 

( J•JLE Nu.: e 1~_:/.~-¡~·.y~:~-~;~:·.\:~:·:pot;.CJ8 J5CM1 J)r\TC 

===~======<. CllRÓMATOGnA~1 º>====== 1•1..o·r : ON 

SCJ\Ltr MI 

M2 

PLOT- SPEE.lr·'. 

IJASE~INE CORR~CT 

CIJl<OMATOGHAM 

STORí:':n 

·AUTO SCJ\LE. 

AUTO sCAt.H 

_OFF. 

MI t.. M~ 

< FJLC No.: C fil.E NAMC: T POI- C:1U 15C"11 

MI : ON t-12 : ON 

tn 1 a 

:Oct./Jºl'..,...9G > 
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Ml~/\SUREMCNT COHME NT 

< I· J LE Nu. : C FJLU NAMU: T POL CIB J5CMJ 

!iAMPL.I.: NAMH 

C!<JLUMN 

f"ACKING MATERIAL: 

MOO l l~E P.llA!lt:. -

fl_ow f<ATIT 

f'RP.SSlll<H 

TIZMPl:J~ATU~l:'.' 

1 NJl~CT J ON VOLUMF.: 

---:3.9m1nlU•· J5.Dc~ 

._N¿~A~~,A~-- '.C J Q--
. ·"-, -,, '. ,- : .> 

.:_ACUTON 1_1-R 11.0 - AGllA 

1. ?-A 

·ae·ee.-0 

1•) ,,1111 n 

?SI 

e 
... 1 
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V.3.3.2 PARAMETROS DE LA ESTACIÓN DE TRABAJO WATERS MAXIMA 
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;·:---·.' -·-··----·-.·-·~-···· .... -i"• 
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·;.;- .. - ·--·-·· -·:-··- -:- ·------tt 

Del ay: (;l1&4.l1.1t-.~l t..:. 

"( t" i \l~lf!I" : l Xi l:-0! 11 ""l ¡ f'll 
O. O nti 11 

13..0C> 1111.11 
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Durcatiou; 
l(,i t ... ~ ~~O-OC> i.-o·j41 t.~/~L ... t. 

!;~{\.l.!"~!LJ?~.•:.":'r:!·· i~:f!• 
C:lt..:\trllPl lD: 7''J:•L1 ·.@ 2~ll yc, ... 1 G lS·~ ltOt 

('¡/ll Ty¡it.·:· 
!;] u·l"' Pt: 
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1-le!t.l•l.U i 'i C·Ji,'i:: 

(J·. 

:0:...1 .00 
·. -;~~~~<: ._-?2-i L, j ,.t~:. 

.. ~ --.-~·,;, . ' -, .~ ... '" ·' -;'" -
x-·l'tx J !..· ·uu ft~-: ~,~;i-,-,'~\.~ .. ~ 
x tixi'!. ~;t-.:.a'r't :' l'/~ <'" ·o>~o.oá·.· 

:.-.· nxis End~<;.. ·13· 000 · 

y·(uc:i~ .• U11i-·t!....:: 
)""""X:•!> MÍÍ.1: 
y .. ·i'\Y.:.\.: M.a~:-~ 

X(1&'1.11.~':i0u: 
IH·r,.,..1 ~ 

·vo1 ·t.~ 
o:ooo 
1 ·• cioo 

l .00 
(1.00~; 

~1!>2'1 

lb 
l 

º~'-ºº :!2- Ld t. 

R1ihu1.t?~ 

º·ººº 
l~-ººº 
vul i.> 
o - (100 
1-000 

l -ºº 
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MAX :l. IWJA a·.I ::.:,- C> l"'l t:..: ·•·· 1·1 l.:a I> 

Prinlod: Zl·O~T-H96 19:16 

r~1.::·1·•c::a1..i: .. , .. 

~--··-·-- ------·----~-------·-------·-----~ 
;; l"••uk Jt11.úqr..:1t.iuu"·.-,~.'l.·~ .. -.mc .. {t'_t't. ,, 

tt··-·· - -··· ---·· • ---·--------·-···~- -·--·-···- .•. --- ..... 

C.haunr.l 1 
Chaunrl ~ 

l:l.an•·•t'l ;~ 

Ch·~'"' el ll 

[>:~.· l 1¡":.~~~-(01!.' J.".~~·-ª.l!'q_t.~-~-~~-
, .. _ ... ' •·'-'·· 

na!:.-r.1 i.~~ '.Pu in 1:·~:-; .: :i 2·· 
(":al t.c~ WinduW · (í11_~ l~"~i11:t!.:):;·--~~~ 

Ju t.P-1.Jr .a l:i º"- S~·o~.i_t ~ ~;._ ~>" __ ~cu~~~-~~~(:~'---_ so·. oo 
l u l~lJ r a tí on ··_!'~l!n? .. -i-·livi t.y:/-(f,'-i·1-.e·) =: i_ooo ·e 

1>r~t1•t..l N<-~~1at.~Vü. Pt.~.:ak'!.·:::~~-No··_ :· 
8kim · it .. lié:.:·· .. · a.ººº 

. . ·_:: :,: 
Mi lt i rtlu111·- l\r cd.: :>'; ·1·0()(>()()­

Mi u in1um tlelc;1ht·~'·' 100(>0 
ttiiuimuca1 Widlh:.· 10.00 

mi_c;.rc>vol t./sc:t<.. 

m:i c.r:<.•VCJ) l- SCH 
rní·c'rtJVC.•1.t 
SC!C 



l'cir.tr(,' ll·DCl-1996 19:16 

e-.:· ·- -····-· ·~-······ ----····--······.··- - :-:·---- ·-·---·-·· ¡; 

ñ···· -··-··-········-_-·· .------'.~"-':"'' ______ -----··i'1 

C:hdneu.•l ll 
C:hannr~l !°'• 
Clh11tU\-C" 1 '·· 
Chcuu11:.•J "/ 

. '. . .: : . - .-,_.· ., ;.- . - .. _,"''· .. 

n~·. ~~~E.f~ Qi!~.i~.~r."!!t!.~t t_ .. t.t-. 
Ua!..t.•J in•~ Point.~:' · -. 1 __ 7~·~-, 

f'íJtc.•r Wjt-uhnlf--(iu· Pui11l1-.·)·":_-:. 25 
Jnl« ... 4r·.1ticto S..-r.~i_t.i_v::ity (Cú ... r~a~_);" !1.0úl::of(>/ 

Ju l t•y r d. t.:i uu_ !Jt.•rn.o.i -l:i vi t.y_-~ ( F i ue): _· ·1 ~- OOl:. ... 
Dclt .. •< l N~tJ•'l.li_v~ P~·~,_k.\;:···.·:.· NO .... -.'.· 

s1d·,. 1~.:.t•c>::. a;ooo· 

. - - '• .' .· :' .- ,:_·:: _: . '. •' ~-

K i~ •• -~u;,.·-:;A~~a';<;~ :1·;~·oc1E~-i' l.: m":1·c.~ovo) t- ~-ec.. 
ti.l n ia11.un . H_;i ght ::~::) ~-1-~ OCiE'.+ l O. mi c:ruvul t 

l'i:útimu,.. Widlh~·:<:fo·;·oo st~c 
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ac.t :;¿e> 111"?::"1·• .. _.J> 

Prinl•~: 11·0Cl·li96 19:ib 

l·..rF.J"l.•1·..r ··1 

"il-·-· -··-. -· -- - --.. ··----·-·-:-·'."'·~- - --·--.. ···i': 

}".\·--··· .. - . ·-· - . --~-··--.·· ---------::-------··- '' 
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MAX :1 MI" (~ ?<> 1-lli:"I 1 tOl> RI-: ... , ... .,.,. 

tt- . . . ····--·---- ----ñ 
tt l:Ulhlll)UAnt 1•1b]«- ";; 

... -· ·•· --------------ñ 
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... -·. 
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-. : 
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tia.•Jilf~ Ui ;u~= :-":il. l ~·9~.H 

· t· ln .. ffat.-: 

t:oapusj t.ion; o ... .::>% "<Ju.-. UPl.C: 
·. ::o .. o::.-_Acet0111trlJci 
100.;-o~ · · 

.:; Na .. •~= -::.·: ~~~:~·LP.-k Ci e 
l.c•nq 1 h: : J !JO ,-,.ft1n1 .\. 

U:t.-. .. •~lr.r·: · ::;.· .. u -mA1 

·v~>11I Vulu•t;:. :o::u·n;J11 
F"~rlit.le Oí~~= -~me.~· 

"J .. "a\L•r'!o. 9Y~ 
w.-. t1. .. r~ c,.c;·11 
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nrr1•9)c1 Uio<Jo~ 

P.:a<.kir1t.J N .. "'••~= 
l'.:a<:kinq :1 ype: 

¡.·u.nr·ti1.n..-tl Lty: 

o .. ~ 
o.:; 

724 ne 
19) .. 
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Mr.X :1 l'-1" l.l?C> 1'"•1:.:. ·1· 1 .. t. IJ> 1-tl" ••L'll~·· 

• u hl•i.11: 

•'•"'u•: 
l!uu 

t•••U~i.t 

ª'•r•hr: 
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··-- - . ·-· ------------------·it 
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,,..: 
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h••·= 
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Dil•liu: 
l!Hilh 
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1•1nx 1·11n ''-•:.?<> , .... ,· ... :-1·11Ltl"> •~•.:•·l.••~··· 

i': --- ------- - ------~· - -·;·; 
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iJ _ _; __ i:_i!L-=.:_;lu."¡Sei•rn!..!i.1.!...!!!t _•b11!_!!lti-:.!!!lu•f' L-~!!.!_!_Jjl.u.U.!_e ___ ñ 
;:_L....Ll.!·mu ____ ;~r~•J'fill.Lt.....L.LllLLL~----i ;: __ ft 
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En este método cromatográfico se deben tomar precauciones en 
la preparación de la muestra, la preparación de los eluyentes y la 
elución para asegurar que éste siempre se lleve a cabo en las mismas 
condiciones. 
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V.3.3.3 PRECAUCIONES EN LA PREPAR . .\CIÓN DE LA MUESTRA 

+El material utilizado para la dilución de la muestra debe 
encontrarse con"l.pletamente liinpio y ser enjuagado tres veces 
con agua destilada para evitar la presencia de sustancias 
contaminantes que puedan generar ruido en la línea base, 
reduciendo la precisión de la integración. En el momento de 
llevar a cabo la dilución el material debe estar completamente 
seco. 

+El material utilizado para la filtración de la muestra y para 
recibir la muestra filtrada debe encontrarse completamente 
lünpio y ser enjuagado tres veces con agua bidestilada y tres 
veces con agua grado 1-IPLC para evitar la presencia de 
partículas que puedan formar depósitos a la entrada de la 
columna cromatográfica. En el mon"l.ento de llevar a cabo la 
filtración el material debe estar completamente seco. 

+ El dispositivo para la filtración de las · mue~~~•-. debe ser 
ensamblado utilizando las pinzas incluidas' con. 'el mismo 
para evitar tocar las partes con las manos>y que dé esa 
manera pue~an contaminarse.. :,, 

~.~;·) ,· 
•".'-;-

+ Las muestras _deben ser desechadas df~z . ho;iÍS d~spués de 
haber sido preparadas para evitar)a degradáción durante su 
uso. . 
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V.3.3.4 PRECAUCIONES EN LA PREPARACIÓN DE LOS ELUYENTES 

-+ El agua grado HPLC debe filtrarse por triplicado en el 
dispositivo para la filtración de solventes, utilizando una 
membrana Millipore de tipo 1-IA con porosidad de 0.45 pm. 

-+ Después de filtrada el agua debe usarse dentro de las 
primeras 24 horas, por lo que se recomienda filtrar 250 rnl a la 
vez y utilizarlos hasta que se terminen. 

-+ Una vez que se ha terminado el agua de un recipiente, éste se 
debe escurrir y poner a secar 2 horas a 120ºC y una vez seco 
mantenerse cerrado hasta que se vuelva a utilizar; para de 
esta manera evitar el crecimiento bacteriano que produce 
metabolitos y partículas. 

-+ Después de diez veces de utilizar el mismo recipiente en el 
procedimiento anterior éste debe lavarse, sanitizarse y, 
posteriormente, enjuagarse tres veces con agua bidestilada y 
tres veces con agua grado HPLC. 

-+ El acetonitrilo grado HPLC debe filtrarse por triplicado en el 
dispositivo para la filtración de solventes, utilizando una 
membrana Millipore de tipo FH con porosidad de 0.45 µm. -

-+ El acetonitrilo debe filtrarse en cantidades de 900 rn1 y 
colocarse en un frasco de vidrio color ambar. 

-+El material utilizado para la filtración del agua grado HPLC 
debe ponerse a secar 2 horas a 120ºC cada vez que se deja de 
utilizar y la membrana filtrante debe reemplazarse. 

+Después de diez veces de utilizar el mismo dispositivo para 
filtrar agua, éste debe lavarse, sanitizarse y, posteriormente, 
enjuagarse tres veces con agua bidestilada y tres veces con 
agua grado I-IPLC. 
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-+ En el dispositivo utilizado para la filtración de acetonitrilo la 
membrana debe reemplazarse cada cinco veces que éste sea 
utilizado. -

-+ Para reemplazar las membranas en el dispositivo para la 
filtración de solventes deben utilizarse las. pinzas incluidas 
con el mismo para evitar daños:· o··.-contaminación en la 
membrana. 

V.3.3.5 PRECAUCIONES EN LA ELUCIÓN 

-+ El agua grado HPLC para ser utilizada en la elución debe 
pasar la siguiente prueba de pureza: 

Utilizando un detector UV a 250 nm, 0.02 aufsººº, una 
columna de fase reversa C10 con tamaño de partícula 
en el empaque de 1 O µm, se corre una elución 
gradiente de 1 OOo/o agua a 1 00% acetonitrilo, a 2 
ml/min durante 20 minutos, después de 40 min de 
pasar agua a través de la columna. El incremento en 
la línea base no debe ser mayor a 0.12 au. 

-+El acetonitrilo grado HPLC para ser utilizado en la elución 
debe pasar la siguiente prueba de pureza: 

Utilizando un detector UV a 21 o nm, 0.02 au'~º. una 
columna de fase reversa C,a con tamaño de partícula 
en el empaque de 1 O µm, se corre una elución 
gradiente de 1 00°/o acetonitrilo a 1 00% agua, a 2 
ml/min durante 20 minutos, después de 40 min de 
pasar acetonitrilo a través de la columna. El 
incremento en la línea base no debe ser mayor a 0.12 
au . 

....... Jufs = unidJdL~ "h• ..sbsorhJndo..1 corn-sponcJiPnll-s J IJ t-sn1lcJ compl'-'l•1 <lP J..i n•spUt>SlJ dl•I 
dPh~-Lor. [ahsorhJnt:c"' uniL~ (corn-sporu.linf~ lo) full sc:.ili•J. 
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+Para asegurar que en todas las inyecciones se llena el 100% 
del loop de! inyector con la muestra por analizar es necesario 
que se inyecte en cada ocasión un mínimo de diez veces el 
volumen del mismo. Siendo el volumen del loop que se 
utiliza en este método de 231.2 pJ. el volumen a inyectarse en 
éste debe ser mayor a 2.312 rnl. 

+El filtro de entrada de la bomba que se introduce en el agua 
debe reemplazarse cada semana. 

+El filtro de entrada 'dé la. bc:Írnbit qü~ 's~.introduce 
acetonitrilo debe reemplazarse. cada seis meses;': 

en el 

+ Las mangueras y l#:iái~as'~ll~~~~~~Ú~¡.~~tÓgrafo deben 
reemplazadrse cadaseiS'rneses!fl;:',/'"C"~-.;· :·7. ~ .::\ .. -.·-

+ La columna cromatogr'áfic: ~~;il;:~~emplazarsé 'cuando ésta 
ya no sea capaz de pásaria prueba'dé resÓlüdón iriclwda con 
la documentación de- la i:iliSrna~ ' -· - - · - -

+ Antes de iniciar uri.a: nueva elución se debe equilibrar la 
columna con CH3CN;H20 25:75 durante por lo menos cinco 
minutos. -
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CAPÍTULO VI 

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

Vl.1 ESTUDIO ESTRUCTURADO 

Con base en la metodología estructurada que fue planteada en 
el capítulo V es como se lleva a cabo este estudio. 

En éste capítulo se toman en cuenta los procesos Longitudes 
de onda y Método Repetiblelll. 

El proceso Validación se toma en cuenta en el capítulo 6. 

El proceso Solución de limpieza y el proceso Validación para el 
caso específico de la solución de limpieza no serán tomados en 
cuenta durante el desarrollo-de esté estudio. 

En toda ocasión -aunque no se mencione"- se sigue paso a 
paso la metodología estr1.;1-cturada desárrollada en el capítulo 4. 

111 Ver JiJP.ranliLl cero; capflulo -t, pár.ina 67. 
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VI. 1. 1 Longitudes de onda 

Para leer el espectro UV /Vis del Teepol HB7 fue colocada agua 
grado 1-IPLC en una celda de cuarzo y esta última en el portaceldas 
del espectrofotómetro. Fue entonces leído el espectro del agua desde 
190 nm hasta 800 nm, para ser utilizado como blanco. 
Posteriormente fue agregada a la celda [gota por gota] una solución 
de Teepol HB7 1 %vv/v y leído el espectro -en el mismo rango- en 
cada ocasión. 

De los espectros resultantes del proceso anterior fueron 
calculados por el espectrofotómetro los puntos máximos de 
absorbancia, obteniéndose los siguientes resultados, los cuales 
fueron clasificados con respecto a la intensidad de la absorbancia 
presentada. 

Muv fuerte Fuerte Débil Muv débil 
203nm 223nm 239nm 245nm 
208nm 224nm 240nm 280nm 

El conjunto de longitudes de onda obtenido fue introducido al 
detector y éste último fue programado para hacer las primeras 
lecturas a 224 nm y 239 nm. 

1 
1 
1 
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VI. 1.2 Separación 

Por tener disponibles varias columnas de fase reversa y dadas 
las características del Teepol HB7 estudiadas en el capítulo 2, es 
recomendable el uso de este tipo de columnas para intentar la 
separación de los componentes del Teepol. 

La segunda opción sería la utilización de columnas de 
intercambio aniónico mas, a falta de este tipo de columnas, se utilizó 
una columna µBondapak NH2mmm,nnn por ser un intercambiador 
aniónico débil en medio ácido. 

La segunda opción no tuvo resultados positivos pues en todos 
los casos (con todos los diferentes eluyentes utilizados) resultó tener 
tiempos de retención muy cortos. Estos tiempos de··:retención tan 
cortos se debieron a la muy débil interacción entre el Teepol HB7 y 
Ja fase estacionaria dadas las características débilmente aniónicas 
del Teepol HB7 y de intercarnbiador aniónico débil por parte de la 
fase estacionaria ~1Bondapak NH2. 

~m µBondapak es una marai rcr.islrada de Watcrs Corporalion. 
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nnn L<i columna µBondapak NH2 licnl! un (•mp&:1que forn1ado por uno.l hase> d1.• silka r,.cl con un 
tamano de pilrtfcula de 10 µm y formil irrc-r.ul.ar, 1.·on grupos NH2 cnl.i/.ados. Esta '-·oJumna rst.1: 
considerada como columna de fase normal y en com.Jicioncs ácidas como un intcrcambiador 
aniónic-o Jóhil. 
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VI.1.2.1 COLUMNAS NOVA-PAK C,. (3.9 mm ID X 150rrun) EN SERIE 

Puesto que en el método prototipo fueron .obtenidos muy 
buenos resultados con el uso de una columna Nova-Pak, Cs de 3.9 
mm por 15 cm, se propone el uso de una columna del misrrio:tipo, 
pero con el doble de platos teóricos, por lo que -al carecer·de,una 
columna Cs de 3.9 mm x 300 mm- se tomó la decisión de utilizar 
dos columnas de 150 mm en serie, con lo que se alcanza 
aproximadaménte el doble de platos teóricos [restando la pérdida de 
platos. teóricos que se genera en la unión entre las dos columnas]. 

._.., 

= 
= 

M.1 

T_300_09 

• Cromatograma 5.1 

L U 
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Con una elución isocrática cuya fuerza en el eluyente fue 35% 
de acetonitrilo se obtuvo la· mejor separación isocrática en el 
cromatograma T_300_09. Puede observarse en el cromatograma 
T_300_11 como mejora la separación al utilizar una elución 
gradiente lineal. 

Nombn!: T 300 ·n 
Tiempo (min) '"ª :r..b o 75 25 
15 65 35 
18 65 35 
20 75 25 
25 75 25 
• Tabla 5.1 

ll 

"" J 
T_300_11 

= 
• Cromatograma 5.2 

.§ 100 1 i l E~-------------= 
8 o.._ _____________ _,_ 

o 10 20 ~ 30 

300 11 I 

Tiempo (min) 

• Gráfica 5 1 

1 11 
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Puede observarse en la elución T_300_11 como los picos que 
antes eran dobletes se separan y los picos que antes correspondían a 
un componente de la mezcla ahora forman dobletes o tripletes. 

Esta separación es llevada al máximo posible -sin que lleguen 
a achatarse los picos- en la elución T_300_19 [con la utilización de 
un gradiente cóncavo]. 

Nombn!: T 300_19 
Til!mEo {min} ""ª o 
15 
18 
20 
25 . 

= 
= 

75 
65 
65 
75 
75 

Tabla 5.2 

() 

M 1 
T_300_19 

,..,b 
25 
35 
35 
25 
25 

• Cromatoorama 5.3 

e 
curva <:> ·o 

.ti -3 e 
~ e 
8 

': ~------. --. ~---· 60 . ----
40 . . ----...,_____ 
20 . . . .-; 

º· . o ··.•::·;· •. 10 20 x.,: · ·· :e: Tiempo (min) 

300 19 I 

30 
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El acercar las -bases de los picos a la línea base facilita la 
integración de.los·'.mismos, se obtuvo también repetibilidad en los 
tiempos de retención por lo que la elución T_300_19 es candidata a 
ser el método analítico final. 

Fue til~bién:hecha una inyección de 300 ppm laurilsulfato de 
sodio- -utilizando el mismo gradiente- para _confirmar que el 
tiempo de:retención de éste (alquilsulfato linealfde 12 átomos de 
carbono) se encuentra dentro del intervalo de tieÍ!Ípe)s de retención 
correspondiente a los componentes del Teepol HB7:resultante de la 
elución T_300_19. - - · - -

= 

0J 

= 

() 

MI 

• Cromatograma 5.4 

1 ll 

T_SDS_Ol 
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La muestra de laurilsulfato de sodio al ser eluída forma 3 picos 

cuyos tiempos de retención si se encuentran dentro del intervalo 
definido para los componentes del Teepol HB7; de ahí se confirma la 
presunción de la identidad de los picos encontrados en el Teepol 
HB7 [alquilsulfatos de 9 a 13 átomos de carbono]. 
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Vl.1.2.2 _COLÜMNA NOVA-PAK C1s (3.9 mm ID X lSO mm) 
< '·:. ~ ·: . , ... ·_ - ";.-,.- ·'' .. ,: -'. : :. ' . ~ -~ - . '. ~· - - . '· . . . • 

Por. tener una mayor afinidacFhada la parte no polar de los 
alquilsulfatos se propuso la .utilizaeión de la fase estacionaria C1s, ya 
que de esta manera se.· llega.:a tener. un mayor control sobre la 
separación de los picos con la utilización de eluciones gradientes . 

n 

• Cromatograma 5.5 

..L u 
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Noo1bre: TC181S09 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Th:m1po (min) %a 3b t..:urv..i r~~ L---------------_-____ ,,_--_-_--__ 1,_,c¡s~:¡ 1 o 75 25 
10 60 40 -5 
14 60 40 
15 75 25 
20 75 25 ll 5 10 15 20 25 

• Tabla 5.3 Tiempo (min) 

u • Gráfica 5.3 
1 u 

Ml 
TC181509 

• Cromatograma 5.6 
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La elución TC18150s: es isocrática con una fuerza de 30% 
acetonitrilo. Con base en esta elución se realizó la elución TC181509, 
la cual es gradiente ~ón~ava [ei'paso por la gradiente lineal fue 
saltado] y puede ooservarse, quehay una notable disminución en los 
tiempos de retendóri por)el·•incremento en la fuerza al final del 
gradiente.. . ... ;.· .. .>. , ._ 

Pues.to. que• lá···· tend~~cia.es.in~rementar la separació~_de los 
picos.y en este.casó k>s pic~s.,que se obtuvieron fueron muy pocos, 
se toma_ la opción de dejar, a·. un lado las pruebas con esta ·columna e 
incrementar el númer.ócte:platosteóricos al doble (con.el uso de una 
columna del doble de.longitúd). · · 
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VI.1.2.3 COLUMNA NOVA-PAK C11< (3.9 mm ID X 300 mm) 

Nuevamente se efectuó una serie de eluciones isocráticas 
[disminuyendo cada vez la fuerza del eluyente] hasta obtener con 
una fuerza de 30% acetonitrilo el cromatograma T_300_23. 

() 1-U 

= 
= 

• Cromatoqrama 5.7 

Con base en esta elución isocrática se hicieron eluciones 
gradientes lineales, de las cuales se obtuvo la elución T_300_27 
con-io base para hacer eluciones cóncavas y obtener así el "gradiente 
ideal". 



Nombn?": T_300_27 

o 75 25 
20 óO 40 
24 óO 40 
25 75 25 
30 75 25 

• Tabla 5.4 

ll 

"'] 

T_300_27 

• cromatograma 5.8 
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En esta ocasión no se eligió la mejor separación de los 
gradientes lineales como punto de partida para las pruebas con 
gradientes cóncavos puesto que en el momento que se le da la 
curvatura cóncava ·al gradiente se incrementan los tiempos de 
retención por lo que -segú·n las estimaciones- al darle la curvatura 
al gradiente se deben los últimos picos y el incremento en los 
tiempos de retención debe separar los dobletes. 
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Tiene más sentido llevar a cabo los ajustes firiales:sobre el 

gradiente curvo que sobre el lineal puesto que de tal'manera.se evita 
redundancia en éstos y por lo tanto se llega en un número·rrienor de 

pasos al 
11 

gradiente ideal". ·,~; "~- ":;;;' '•-'" 

Siguiendo esta tendencia fue como . Sei:'Íl~gój·~Í>!gradientc 
T_300_30, el cual presentó tiempos. de í-eténción";ffiúygrarides con 

una separación de los picos aún incC>~P,~~.~~;;,'i?~0i'.A~;~;,i)~» .. :< 
Nombre: T 300 30 
Ticm[!o !n1in2 "·ª ll 
25 
26 
:10 . 

75 
60 
75 
75 

Tabla 5.5 

o 

Ml 
T_300_30 

• Cromatograma 5.9 

~.b 

25 
-W 
25 
25 

'~~~¡;~~''f~;~l'~t,~· ~~~11 
-. ·,,e: o.".::. »•:·- ~'::. 10 ... ,·:, __ :-.-.•:z.o··;:- 30 

e: 
curva -o 

~ -5 e: 
¡:j 
e: e 

, .. ·- •.!· .•.-Tiempo (rnin) 

• Gráfica 5 5 ·e· L ·,: 

10 . 20 
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Tomando como base el gradiente T_300_30 fue hecho el 
gradiente T_300_3l, con una diferencia en. el flujo del eluycnte, el 
cual aumentó [de 1.2 rnl/rnin en T_300_:30 a 1.4 rnl/rnin en 
T_300_:31], de tal manera que al incrementar la magnitud del 
parámetro u [ecuación de ·van deemter] éste se acerque a su valor 
Uort por lo que asimismo se incremente el. número de platos teóricos. 

() 1 (1 

~l T_300_31 

= J h 
:::> 

Cromatograma 5.1 O 

A raíz de este incremento en el número de platos teóricos se 
presentó un incremento en la presión dentro de la columna, la cual 
llegó a ser cercana a las 6000 psi000 (límite máximo. de presión para 
las bombas utilizadasrrr) por lo que de seguir esta tendencia de 
incrementar el término u sería sobrepasada la presión máxima y al 
ser mantenido el mismo flujo las bombas trabajarían muy forzadas. 

·-
00 El término psi es IJ Jbrcvfoción en ins~lés dl' übrJS por pulgJda cuadrada. 

rrr Fut_•ron utili7AldJs durJnh? todo PI JcsarroJlo de esta invc~lig¿idón dos bon1bas \'V.iters 5Hl 
(:onlrol .. uJ.is r""tl'rnJml•nle desde IJ PSlJt.:ión dL• trJhiljO Watcrs !YtJximJ 
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Vl.1.2.4 DISCUSIÓN 

TESTS CON 
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Dada -la similitud que tienen entre sí los componentes del 
Teepol HB7 es indudable el hecho de que para lograr una completa 
separación de todos ellos se necesita un incremento en el número de 
platos teórkós incrementando ya sea la longitud de la columna 
utilizada,la_"velocidad en el flujo de la fase móvil (término u) o el 
número de átomos de carbono en la cadena de la fase estacionaria. 

De todas las columnas de fase reversa enlazada disponibles en 
el mercado, la menos polar es la C1s [dadas las condiciones de su 
fabricación] por lo que no es posible tener una columna de fase 
enlazada con menor polaridad. Inclusive la posibilidad de conseguir 
una columna capilar [donde el término A de Van deemter es nulo] 
para cromatografía de líquidos, tampoco existe pues éstas todavía 
no se encuentran en el mercado. De lo anterior que tengan que 
descartarse estas posibilidades como variables de la presente 
investigación. 

La alta presión característica de.la .. erornai:ografía de líquidos 
de alta resolución [muchas veces mal :llama-da cromatografía de 
líquidos de alta presión] tiene -un)~n-\ii:eJ,e1:C:1falestá impuesto por 
las características del .empaquei\de:<;Ja;•,.columna y por las 
características de las bombas que'son'';'_utilizadas. En ambos casos 
{para las columnas y bombas utilizad~sf'la presión límite es 6000 
psi, por lo que al ser rebasado; es_té lfinite podrían dañarse el 
empaque de la columna y las'bombas/_La consideración anterior 
debe tomarse en cuenta al in.te_n:tar.ún,¡ncremento en el número de 
platos teóricos puesto que.al aumentarla longitud de la columna se 
incrementa la presión y ésta también crece al incrementar el flujo del 
eluyente [el cual -por estar compuesto de dos solventes distintos­
tiene mayor viscosidad que cada.solvente por separado]. 
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Tornando en cuenta las consideraciones anteriores no· es 
posible continuar incrementando el número de platos teóricos con 
los recursos disponibles a fin de alcanzar la completa:separación de 
los componentes alquilsulfatos del Teepol HB7 ·y poder· de.· esta 
manera cuantificar cada uno por separado. 
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VI.1.3 Colapso 
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Partiendo del hecho de que no es necesaria una completa 
separación de todos los alquilsulfatos presentes en el Teepol -HB7 
para poder cuantificarlos con completa exactitud;-puestO que- no se 
dispone de los estándares para cada uno de ellos -en el caso de que 
fuera posible la completa separación de los mis.IT\os~ y, dada la 
similitud entre ellos, presentan asimismo -caracterfsticas;·muy 
similares de absorbancia; el hecho de colapsarlos1 eri·ul"!:sólo.pico 
[haciendo uso de la ley de Beer].darfa corno resultado la sumad{! sus 
absorbancias en cada punto,del- tiernpo'de'·retendón dondé•el pico 
con tenga dos o más componentes.-• i': -- - - 'e:. :--- -- ··0;·-: ;' >: 

/, ·,'." .,, -. 
A diferencia de los intenté?s por separ~r todos los coIY\P?1'eil.Í:es 

del Teepol HB7. -en donde,seillegaba a los 25 minutos'de;eludón 
gradiente sin que el componente alquilsulfato menos polar hubiéra 
emergido de la coluinná..::., .cuando se utiliza el colapso para eluir 
juntos todos los componentes alquilsulfatos del Teepol- HB7 'se 
esperan tiempos de elución menores a los 5 minutos. 
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Vl.1.3.1 COLUl'vtNA NOVA-PAK Cs (3.9 mm ID X 75 mm) 

El colapso de los componentes del Teepol HB7 -siendo una 
técnica que requiere un mfnimo;de platos teóricos- no requiere la 
utilización de columnas muy largas por lo que fue electa para éste 
propósito la columna Nova-Pak Cs de 3.9 mm ID por 75 mm. 

Al utilizar esta técnica, lo que se pretende es colapsar en el 
menor número posible de picos todos los alquilsulfatos; puesto que 
se desea cuantificar alquilsulfatos, no componentes individuales. La 
deficiencia de esta técnica se encuentra en el hecho de que -por 
estar muy cerca del punto de inyección-puede haber componentes 
contaminantes que queden enmascarados dentro del grupo de picos 
colapsados y -por lo tanto- interfieran en la cuantificación. 

El primer colapso satisfactorio se observa en el cromatograma 
T_75_037 y consiste en una elución isocrática con una fuerza de 30% 
acetonitrilo. 

(_) 

T 75 037 
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cromatograma 5.12 

T_:_75_047 

T_75_048 

T_75_049 
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En los cromatogramas T_75_047, T_75.:__048 y T_75_049 se 
observa una aparente repetibilidad en los tiempos·de retención y en 
el área para una elución isocrática cuya fuerza es 28% CH3CN. 
Puede también observarse que los picos se encuentran colapsados a 
una considerable distancia del punto de inyección, lo que --además 
de facilitar su integración- disnünuye la· probabilidad de tener 
sustancias contaminantes que se incluyan dentro del grupo de picos 
colapsados al momento de la integración. 

-------------'--.:..T~75_051 

----------.:......-T~75_052 

-------------T_SS..c.053 
~-----------~·T~ss_o54 

-------------T_55_055 

TESIS CON 
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En los cromatogramas , T_75_052, T_75_053, T_75_054 y 
T_75_055 (elución isocrática con una fuerza de CfüCN 35%) se tiene 
un colapso máximo de los alquilsulfatos, de tal manera que el grupo 
de picos resultante pueda ser integrado. De.esta manera también se 
alcanza una aparente repetibilidad en los tiempos de retención y en 
el área de los picos. El inconveniente de tener los picos colapsados 
en un tiempo de retención tan corto,. 'es ·-'-como ya se ha 
comentado-- la posibilidad de enmascarar : contaminantes, los 
cuales pueden interferir con la , exáctitud · y precisión de las 
mediciones. . . , ._ .·. ... .· .. '-\y:· :.; ,; _. · · . 

Al disminuir la concentr~~¡(>~,d~las, ~uestr~s de T~é~ol HB7 
de 10% a 1 % se mantienen)as C:~rac;t~fÍ!;~c:as mencionadas en el 
párrafo anterior, como lo mues_tran los.·cromatogramasi,T::.:_75_116 y 
T_75_117. ·'•:---·.' .. :'··•"·e·· .. , · · .. · ''·"· . 

.,, 
= 

o 2 u ~ 

T 75 116: 

Cromatograma 5 14 

.,, 
= 

Ml T 75 117 

Cromatograma 5.15 
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Al disminuir la concentración de las muestras de Teepol HB7 a 
0.1% se pierd,e la.capacidad·de;integrár·los picos de alquilsulfatos, 
puesto que éstos ,sé-pierden dentro del ruido de la línea base. 

u 

Ml 

Cromatograma- 5.16 

2 

Cromatograma 5.17 

TESIS CON 
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T~füS CON 
FALLA DE ORIGEN 

La solución fue elaborar un nuevo loop con un · .. volumen 
aproximadamente diez veces mayor que el actual (de 20µ1 a200~tl). 

u u 

.. T. 7:! .127 .:'f 

Cromatograma 5 18 ·· .•.. cfomatograma 5 19 

< ·.' -

Se recupera de esta maiiera la capacidad de integrar los picos 
formados por alquilsulfatos. · 

Para los propósitos de esta etapa tan temprana de la 
investigación se considera irrelevante la capacidad del nuevo loop 
utilizado puesto que no es su propósito medir la· exactitud de la 
integración, sino únicamente observar la separación -en este nuevo 
loop- de los componentes del Teepol HB7 utilizando 
concentraciones similares a las que se tendrían en la solución de 
limpieza y utilizando los mismos procedimientos para la búsqueda 
del "gradiente ideal". Posteriormente, cuando sea relevante conocer 
la capacidad del nuevo loop, serán realizadas las mediciones 
pertinentes. 
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A pesar de las ventajas que presentaron el poco tiempo de 
elución y la aparente repetibilidad de las áreas de los picos y de los 
tiempos de retención, se considera inadecuado el colapso para la 
cuantificación de Teepol HB7 dada la potencial inexactitud 
ocasionada por sustancias contaminantes que sean eluídas en los 
mismos tiempos de retención que los alquilsulfatos. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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VI.1.4 Colapso retardado 

Obedece la utilización de esta técnica a •. la ·necesidad de 
O"'lantener las ventajas del colapso (tiempos de elución muy cortos, 
facilidad para la integración de los picos, repetibilidad en los 
tien"'lpos de retención y la integración.: simultá}"\ea· :•de varios 
componentes como consecuencia de. la ley de .Beer);: ·evitando al 
mismo tiempo la potencial inexac.titud:icaus.ada·:·por,>sustancias 
extrañas a los alquilsulfatos, las cuales.sea.o soe_luídas .. 

Su fundamento consiste en_ que ái :.i1:lic,ia~ la e'íución .·con una 
fuerza un poco menor a la utilizada: para :•éluii lás componentes y 
una pendiente casi igual a cero, serán •eluidos la mayoría· de los 
componentes contaminantes de tal manera que estos ya no puedan 
interferir con la integración de los alquilsulfatos; inmediatamente 
después se debe elevar violentamente la fuerza del eluyente hasta 
que esta sea un poco mayor a la necesaria para eluir el último de los 
alquilsulfatos, para de esta manera lograr que éstos sean eluidos en 
el intervalo de tiempo más corto posible; lo cual significa que al ser 
eluídos los alquilsulfatos, éstos estarían colapsados, obteniendo así 
las ventajas del colapso sin sus desventajas [sin incluir en las 
desventajas la falta de selectividad puesto que -como se mencionó 
en la descripción del colapsoqqq_ ésta no es aplicable para este caso 
en particular]. 
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Vl.1.4.1 COLUMNA NOVA-PAK C1 .. (3.9 mm ID X 150 mm) 

Para poder mantener los alquilsulfatos retenidos en la columna 
durante el tiempo en el cual la pendiente del gradiente es cercana a 
cero, se necesita un mayor número de platos teóricos que para el 
colapso sencillo; sin embargo este número de platos teóricos no debe 
ser excesivo, puesto que ocasionaría problemas de alta presión en la 
columna y tiempos de retención mayores de lo planeado, además de 
incrementar la selectividad, la cual es inversamente proporcional al 
colapso. 

Una columna con un número de platos teóricos intermedio 
(adecuado a las características especificadas en el párrafo anterior) 
es la Nova-Pak C11< [con una longitud intermedia y la menor 
polaridad disponible] puesto que --sin provocar problemas de alta 
presión- debe retener los alquilsulfatos suficientemente para darles 
tiempo de salir a los componentes que tienen una polaridad mayor y 
su número de platos teóricos debe_ mantener un colapso aceptable. 

La primera separación isocrática (T_15_004) comienza con la 
fuerza del eluyente que presentó el mejor colapso (CH3CN 35%). 

Cromatograma 5.20 · e J :.¿ ..., 

- M 1 Tc..15_004 
.· .......... - .. . 

Se observa en el cromatograma T::.:15'"'"004 ~orno era de 
r~~~~~~~~~~~~~, 

1 
TESIS CON 1 

FALLA DE ORIGEN --........ 
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esperarse-- una mayor separación que con la utilización de la 
columna de 3.9 X 75 mm. Debe tomarse en cuenta esta separación de 
los picos para determinar la fuerza del eluyente al final del 
gradiente de colapso retardado, la cual debe ser mayor que ésta 
(35% CH3CN) para poder colapsar nuevamente los picos. 

Posteriormente se utilizó una elución isocrática (T_15_013) 
cuya fuerza es CH3CN 30% para poder observar en el cromatograma 
resultante una distancia -a partir del punto de inyección- lo 
suficientemente grande para aislar el grupo de alquilsulfatos del 
resto de las sustancias presentes [en este caso, contaminantes]. 

() ;¿ 4 

:T_15_013 

Cromatograma 5.21 
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De manera sinúlar al cromatograma anterior, se debe tomar en 
cuenta esta separación de los picos para determinar la fuerza del 
eluyente al inicio del gradiente de colapso retardado, la cual debe 
ser menor que ésta para poder mantener una distancia (tiempo) 
suficiente entre el punto de inyección y el grupo de alquilsulfatos. 

Es importante señalar la necesidad de la utilización de agua 
cuyo frasco haya sido recientemente· abierto ·y ésta ·haya sidO 
recientemente filtrada, puesto que el crecimiento bacteriano p'roduce 
sustancias generadoras de ruido en la línea base cuando se emplean 
eluciones gradientes. .· ' · "· · · ' -';., 

·-:·:'. 

El cromatograma T_1s_:.ois. Córr~~~--ond~: a ~.uit.;.::éiuci?n.·ez:; ___ la 
que el agua tenía más de tres ciíil:s c:Ié,,;~~b~~~~id<:>¡fil~~-c,:!~/imientras 
que el cromatograma T_15_018 c?rresponde a'.:ur\a;eliició~ con agua 
filtrada el mismo día. Para ambos'casosel,frasco-¡de'Cioñ'éie.se obtuvo 
el agua tenía más de un mes de h~bersé,abierto'.l:ÍÜ{ffiisrno gradiente 
es utilizado en ambos casos. :·:,"'·?e-..·• ··c.•:>_' .• ":;',•·' .. ···<:~;--· 

. ".•, ·, 

Nombre: T 15 
Tiem~ {min~ %a 
o 75 
9 55 
11 55 
12 75 
15 75 

Tabla 5.6 

015 
%b curva 
25 
45 -5 
45 
25 
25 

e 

] 
e 
8 

8 ·~~!··w1·§1 
Tiempo (ntin) 

Gráfica 5 6 
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11 
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111 " 
_T_15_015 

Cromatograma 5.22 Cromatograma 5 23 

1 " 

:T_15_018 

Se incorporó en el protocolo un procedimiento para mantener 
el agua HPLC siempre en óptimas condiciones de uso. 
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Se incrernentó ligeramente la pendiente del· gradiente, con el 
fin de colapsar un poco más el grupo de alquilsulfatos. 

Nombre: T 15 
Tiemeo {min2 0/oa 
o 75 
7 SS 
9 55 
10 7S 
13 7S 

Tabla S.7 

() 

M 

= 
= 

021 
%b 
25 
45 
4S 
25 
25 

curva 

-s 

Gráfica 5.7. 

.l u 
T_15_021 
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• Cromatograma 5.24 
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Con el fin de colapsar aún más el grupo de alquilsulfatos se 
elevó la fuerza del eluyente al final· del gradiente de 45% a: 50% 
CH"CN. Se observa repetibilidad en los tiempos de retencitm.yen el 
área de los picos. · · · 

'.~·-;};, ·~-~·:::.:::~!~,.->:~. 

Nombre: T 15 
Tiemeo {min~ %a 
o 75 
7 so 
9 50 
10 75 
13 75 

Tabla 5.8 

092 
%b 
25 
50 
50 
25 
25 

curva 

-5 

Gráfica 5.8 

T_15_095 

TESIS CON 
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Una vez que se llegó a la mejor opción para el análisis 
cron,atográfico de alquilsulfatos en el Teepol HB7 --dada su lejanía 
del punto de inyección, el colapso de los alquilsulfatos en un 
intervalo muy corto de tien,po y la aparente repetibilidad de los 
tiempos de retención y de las áreas de los picos- se concluye esta 
prin,era parte del estudio estructurado, para continuar con la 
validación, en la cual se debe demostrar que el presente método 
analítico realmente sirve para cuantificar la concentración de 
tcnsoactivos en el Teepol HB7 y supera al método analítico utilizado 
actualmente. 
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Vl.2 VALIDACIÓN DEL MÉTODO ANALÍTICO 

En este capítulo se describe el proceso de validación, mediante 
el cual se deben conocer los líntites de operación del método 
analítico, entre los cuales se encuentran: 

• Especificidad 
Linearidad 
Concentración mínima detectable 

• Concentración mínima cuantificable 
Repetibilidad 
Reproducibilidad 

Para los propósitos de mantener la documentación necesaria, 
ésta validación se llevó a cabo de· acuerdo con lo establecido en el 
protocolo de validación especificado en el apéndice 11 y el protocolo 
de análisis especificado en el apéndice IIL 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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VI.2. 1 Especificidad 

Vf.2.Ll.UTILIZANDO LA TÉCNICA DE ESPECTROFOTOMETRfA INFRARROJA 

POR TRANSFORMADA DE FOURIEWrr 

Se emplearon las siguientes soluciones: 

#1 Laurilsulfato de sodio grado reactivo 5000 ppm ,.,, ,. . '> . , 
#2Teepol HB7 (concentración de materia activa= 0.8262%). 
#3 Agua _grado ,HPLC ~orno blanco-- ' . _.... , 

ParéÍ c¡;'d~' d~~o se recolectó a la salida .del , detector la fase 
móvil entre'J?s.5::?0 y los 9:00 minutos de elución. ;;,: :;, 

Para c~d~Lll.ria de las tres soluciones recÓieC:t~Ciiis se:Jeyó el 
espectro. de_'absorbancia infrarrojo desde una _longit\id;de onda: de 

800 nrn hastt_una longitud de onda de 3500 ~m·>:i!j,~Ü'.t;8~ .. j'.'~)',~ : : 
A los espectros de las soluciones #1 y'lt,'.2J)':s;;f1:1~ ·.restado 

algebraicamente el espectro de la solución. #3, (bléln_cf;));.p<1rá de· esta 
manera obtener únicamente los espectros declos}alquilsulfatos sin 
que éstos incluyan el espectro del eluyente::•:J'i'·>'""''•'··':·,-- · ·,· 

---.;;,. :::::-~;' '., ,~f<:·: '.'e:··,·: 

Al llevar a cabo la comparación d~jos:;~'Sp~~·tros #1 y #2 se 
encontró una perfecta corresponq!:!ncia;';re.r\tie\ las bandas de 
absorbancia de ambos, por lo cual quedó/demostrado -mediante la 
técnica de espectrofotometría infrai:r6ja'i, .. · .. ·.·qÜ:e''1as sustancias eluídas 
[entre los 5:30 y 9:00 minutos] ,de_.una'splución de Teepol HB7 son 
alquilsulfatos puesto que ;,;presentan~; el' .. ~smo espectro de 
a bsorbancia infrarrojo que. las \sus.tancias :'el uídas [en el mismo 
tiempo] de una solución d~ laurils.u.lf~fo de sodio (alquilsulfato C12) . 

.... r Los L>spcL-tros t.fo absorción infrarrojJ o~lcni~ÓS '7" ~l t...~pcd:r_ofolómctro Nicolt!L 710 no se 
imprin1icron. por In t.¡Ut! 1."l úni<:o testimonio que se tieone de J..i espl."t.•ificiJ .. u.J del método ilnillftin., 
f".Jr..i l..i cuantificación de Jlquil-;ulfi<:1tos (en l:>l_caso de ~l.:'1 t~c..-nica)_ L~ )J inh!rprcladón Je Jos 
n•sult..idos. · - - · · --



157 

VI.2.1.2 UTILIZANDO LA TÉCNICA DE ÉSPECTROFOTOMETRfA UV /VIS 

POR ARREGLO DE DIODOS. 

Se emplearcn"l las' siguientes soluciones: 

#1 Laurilsulf~·io. de sOdio grado reactivo SÓOO ppm 
#2 Teepol HB7 (concentración. de materia· activa= 0.8262%) 

La solución# 1 prCJdujoel ~{~~ie~te ~romatograma: 
u lU 

l 

Cromatograma 6.1 Laurilsulfato de sodio 5000 pom 

TES!S CCN 
. FALLA DE ORIGEN 
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La solución #2 produjo el siguiente cronmtograma: 

u l. u 

Ml _ T_l.5_131 

Cromatograma 6.2 Teepol HB7 O 8262°6? materia activa 

En el detector de arreglo de diodos Waters 994 se leyeron los 
espectros [entre 1.90 nm y 280 nm] para cada uno de los picos 
obtenidos de cada una de las dos soluciones (#1. y #2). 
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De la·solución #1 se obtuvieron los siguientes espectros: 

El primero a los 6.30 minutos de eluC:ión 

?00 220 >40 

220 2.io 

w~v~l~n~~t• Jqoi--- 280-n~ 

2GO 

T_15_130 
6.30 min. 

159 

2HO 

2ft0 

Espectro 6.1 Primer pico de laurilsulfato de sodio a los 6.30 minutos de elución. 
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El segundo a los 7.26 minutos de elución 

200 220 240 

200 2?0 260 
Wavea 1 e-ng t.h 1 QO ··--:- 2~0 n1a 

260 

T_15_130 
.... _:_ .. 7.26 .min .. 

?60 

280 

?.80 
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De la solución #2 se obtuvieron Jos siguientes espectros: 

El primero a los.6.08 minutos de elución 

200 ?~O 

200 220 2•0 
WnvcJcn~Lh 190 --- 280 r1m 

?fiD 

?.fiO 

T_15_131 
6.08 rnin. 

161 

~no 

280 

Espectro 6.3 Primer pico de Teepol HB7 a Jos 6.08 minutos de elución. 
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El segundo a los 7.17 minutos de elución 

200 

200 

2zo 

T_15_131 
7.17min. 

..... · ................. · ........ . . . 

220 :2.ao 260 
Wave· 1 enttt.h 190' -~..:-- 280 :·na. 

2RD 

280 
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El tercero a los 7.53 minutos de elución 

200 220 2•0 

;; 

:;: 

.; 

200 2~0 240 260 
WavcJe11gLtt 190·--- 280 n~ 

Espectro 6.5 Tercer pico de Teepol HB7 a los 7 53 minutos de elución. 

T_l.5_131 
7.53 min. 
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?!RO 

21!10 

Dada la perfecta correspondencia entre las bandas de 
absorbancia UV del Laurilsulfato de sodio y las del Teepol HB7, y la 
proporcional intensidad de las mismas queda demostrado que los 
componentes eluídos entre los 5:30 y los 9:00 minutos de una 
solución de Teepol HB7 pertenecen a la misma familia que los 
correspondientes componentes del Laurilsulfato de sodio. 

Queda demostrado que los componentes del Teepol HB7 
eluídos entre los 5:30 y los 9:00 minutos son alquilsulfatos. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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VI.2.2 Linearidad 

Para validar la linearidad de la respuesta del detector con 
respecto a la concentración de la muestra [de acuerdo con la ley de 
Beer] fue generada una curva de calibración con las soluciones que 
se muestran en la siguiente tabJass•: 

Muestra Concentración 
r V 053 0.41311 
rv 054 0.4131 
rv 055 0.3098 
T_ V 056 0.3098 
rv 057 0.3098ZS 
rv 060 0.20655(] 
rv 061 0.20655' 
rr V 062 0.20655' 
rv 063 0.20655(] 
TV 064 0.20655' 
f V 065 0.18589 
r_V _066 0.18589 
r_V _067 0.185895 
r_v_o68 0.18589 
rr_v 069 0.18589 
TV 070 0.165241 
TV 071 0:165241 
r V 072 0.1652 ~ 
rv 073 0.1652 
IV 074 0.1652< 
rv 075 0.12393l 
r_V_076 0.12393l 
rv 077 0.123931 
rr_v 078 0.08262{ 
TV 079 0.082621 
rv 084 0.16524' 
TV 085 0.18589 
rv 086 0.20655' 
rv 094 0.2478&1 

-~ w ... soluciorn.•s Ul• 1.i curvc.1 dtª <-JlihrJci<'ln fueron pn .. •p..irJda!'> Lt pJrlir Je unJ n1u~lra de T~~pol 
H07 cuyc.1 concenlrc.1ción de 111.iteri..i .h .. -liv.i ÍUl' ig,u..il ,1 -H-"\l %. 
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Las diluciones de Teepol HB7, según la curva de calibración, 
se inyectaron en el cromatógrafo de acuerdo con lo que indica el 
protocolo de validación. Al ejecutar el método, la estación de 
trabajo Waters Maxima generó el siguiente reporte: 

S.amplc."" 

Tt't•pull 

r. .. •¡-...•12 
ft't•rt•l:l 

Í•'t'r"•l4 

r. .. •¡-...•15 

r ... •ro17 

Tt't'f"<ilK 

r .... r<•l4 
r .... rullo 
r ... ·polll 

r .... r<.112 
r .... , ... 11."'l 

r .... 1 ... 11-1 

Alquil Sulfotos Calibralion Rcport 

<...~.i.1nl H.1~1~: An-.. 

Cun·p Typo.•: Lint>o1r 

PrlnteJ.: 

K~jtoetlon Tol~r.tno~ None 

W..-ightlnr,: None 

lnh•rn..lll St<1nJ.nJ; Non• 

Forn-d Thrnut~h Uri1~1n; N• 

Corr. Cocí. (r): 0.9997562 CoeF. Of o.._.1.._.rmin.1lion (f·••:?¡: O.q.qq51b5 

r.4{uo1lion: c.· .. •n•· -

f-11~N.afne' V.alld Conc•nlr•lion l~•-ron-· C<1lc"J Cono.·~ntr.atlun o/. l:J,evi.ation R-ron_. F.actor 

L V_053 y 4.131 OOOE-001 

T V _0$.l y 4.131000E-001 1 .~.;::~..:::'-"11-•tJtr. -1.1~.:,l~nf·.tJtll -l.5-IE-002 2.515.UIE-OOR 

T~ V_055 y 3.09S2SOE-001 1 .' l\ll-.-.-.1..111.r. l. ll,..°'"':t"7!-.·00I -3.67E-001 2.-IQJ-4251 E-<Xlli 

T V_0.56 y 3.0982SOE-00J 1 .!"l>••V,:>f·•(ltr;" \t)"..IH4"\IF-tlt)I -2.20E-002 2 . .5()6.H(ME-OOH 

T V_057 y 3.098250&-00I 
T V_ (lt-0 y 2.0655006--001 ."\ l.!1-~-01 •11t1t• .!.lt'll.1:-:•.!t·-tltll -1.ME+CXXJ 2.-1525R2E-{IOH 

T V_Ohl y 2..065500E-001 

T V {lt-.2 y 2.065500&-001 

T V Oh"\ y 2.065500E-001 ·'°' '.{l.!··'"'"'!·•tlllil• .!1r1-i.¡• .. ,¡-. 11111 -Z.-llE-001 2.-IR'nWOE.O:wt 

T V°' ... y 2.065500F.-001 

T V llh5 y t .858950E-001 

T V 06ó y 1.SS8950E-001 - ¡-... ;:-.!11¡-..¡Jt111, 1 /'l:'>- ... •"'I 11111 1.SXE-001 2.-14:ll~E-0Clli 

T V Ot•7 --y- 1.85S950&oo-i :- :-.ti. 1.'"'4tlf-•tlt.-• 1.-W .. •NJ5f·. tltll -5.3...'lE-lXll 2.-1762:ZSE-OJH 

Tt .. •poll5 T V Or.X "\"\:;.,-;~11-•l'lt"ll• 1 /'l.!-.--...11-tf- POI l.R'.lE+OOO 2.5."l-1027E-OCJH y 1.858950E-001 

r .... , ... 110 T V Oh4 -11.'"'-'••wll·•tltlt• J ."l;-,..,1>t 11111 2.72E-OOI 2.-1454().11-".-CJO( y 1.8589SOE-001 

y 1.652400E-001 

y 1.652400&-ool 
y 1.ó52400E-001 T• .. •pol14 T V 072 ''"-'''· -;;-;·,~ •t'ltlt• l ,,_¡411--;>I· 5.0RE-UOI 2.-1'~1'11-IE-OfN 
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Gráfica 6.1 Reporte de calibración de alguilsulfatos en Teepol HB7 
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Linearidad 

0.41Y.1 -------· --·--·· - -·--

+ 

0.1°/c, 

0.1°/o 0.2°/o 0.3'Y., 

Concentración inyectada 

Gráfica 6.2 Concentración calculada vs concentración inyectada. 
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Gráfica 6.3 Respuesta del detector vs concentración inyectada. 
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Gráfica 6.4 Comparación del porcentafe de desviación con el factor de respuesta. 
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TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Con la información proporcionada por el reporte anterior se 
llevaron a cabo los cálculos del coeficiente de variación (F). 

Muestra Concentración Resouesta F 
Tcepoll 4.13-UJOOE-001 1.643.\211 E+007 39782645.8484621' 
Tcepol2 4.131000E-001 l .6423288E+007 39756204.3088841 
rcevol3 3.098250E-001 l.2401676E+007 40028002. 904865t 
Teevol4 3.098250E-001 l .2359365E+007 39891438.715403~ 

reevol5 3.098250E-001 l .2249268E+007 39536086.50044::\1' 
rcevol7 2.065500E-001 8.4217370E+006 40773357.5405471 
rcevolS 2.065500E-001 8.3727880E+006 40536373. 759380 
reevol9 2.065500E-001 8.2830975E+006 40102142.338416 
reevol10 2.065500E-001 8.3023830E+006 40195511.98257fl 
Tceool11 2.065500E-001 8.3616505E+006 40482452.19075~ 

Tecool12 1.858950E-001 7.6233640E+006 41008978.1866101 
rreepol13 1.858950E-001 7.4562720E+006 40110126.684418t 
rreepol14 1.858950E-001 7.5071840E+006 40384001.721401~ 

rrecpol15 1.858950E-001 7.3359530E+006 39462884. 96 l 94lJ< 
rreepol16 1.858950E-001 7.4480060E+006 40065660.722450I 
Tcevol17 1.652400E-001 6.6167415E+006 40043218. 95424R< 
Teevol18 1.652400E-001 6.6469855E+006 40226249.6974flQI 
leePOl19 1.652400E-001 6.6201555E+006 40063879.811183 
llecool20 1.652400E-001 6.6262960E+006 40101040.910191 
lleepol21 1.652400E-001 6.6245190E+006 40090286.855482'; 
rrcepol22 1.239300E-001 4.9945460E+006 40301347.534898, 
rcepol23 1.239300E-001 4.9928835E+006 40287932.7039451' 
Teepol24 1.239300E-001 5.0202360E+006 40508641. 9753084 
recpol25 8.262000E-002 3.4131617E+006 41311567.417090 
Tecpol26 8.262000E-002 3.3935525 E+ 006 41074225.3691600 
Tcerml30 1.652400E-001 6.58 l 5740E+006 39830392.1568621 
recvol31 1.858950E-001 7.4870125E+006 40275491.540923t 
Teeool32 2.065500E-001 8.3745655E+006 40544979.423868° 
Teeool35 2.478600E-001 9.7510910E+006 39341124.0216251 
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Se calculó el promedio y la desviación estándar de los 
factores: 

F 40210905.0599569 
SF 459037.134491903 

Se calculó el coeficiente de variación: 
CV 0.0114157374425532 = 1.14157374425532'\l'o 

Criterios de aceptación: 

Variable Criterio 1 Resultado 
r >0.99 /0.9997582 /0 
r2 >0.98 10.99951.65 10 

cv $1.8% / 1..1.41.57374425532 /0 

Al haber cumplido con los tres criterios de aceptación para 
linearidad queda demostrado que el método es lineal de acuerdo 
con la ley de Beer. 

VI.2.2.1 Concent:ración mínima det:ect:able 

Se prepararon soluciones de Teepol I-IB7 con las siguientes 
concentraciones de materia activa: 

0.4131% 0.309825% 0.20655% 
0.185895 0.16524% 0.12393% 
0.08262% 0.061965% 0.516375% 
0.04131 % 0.0309825% 0.02065% 
0.0102275% 0.0061965% 0.004134% 

En las concentraciones por debajo de 0.102275% los picos 
generados por alquilsulfatos se pierden dentro del ruido de la línea 
base, por lo que la concentración mínima detectable es 0.0102275%. 

\ 
TESIS CON 1 

FALLA DE ORIGE~ \ 
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TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

VI.2.2.2 Concent:ración minima cuant:ificable 

Se prepararon soluciones de Teepol HB7 con las siguientes 
concentraciones de materia activa: 

0.4131% 
0.309825% 
0.20655% 
0.185895 
0.16524% 
0.12393% 
0.08262% 
0.061965% 
0.516375% 
0.04131% 
0.0309825% 
0.02065% 
0.0102275% 
0.0061965% 
0.004134% 
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Se llevaron a cabo los cálculos del porcentaje de desviación 
absoluto. 

Muestra Concentración Concentración Calculada % Desviación 1 º' 'º 
Desviación 1 

rv 053 0.413100 0.413190 -0.0217 0.0217 
rv 054 0.413100 0.412913 0.0454 0.0454 
rv 056 0.309825 0.309893 -0.0220 0.0220 
rv 055 0.309825 0.310966 -0.3670 0.3670 
rv 057 0.309825 0.307102 0.8870 0.8870 
r_v_ 094 0.247860 0.2-13774 1.6800 1.6800 
r_V_062 0.206550 0.206561 -0.0052 0.0052 
r V_063 0.206550 0.207050 -0.2410 0.2410 
r V_064 0.206550 0.208552 -0.9600 0.9600 
r V_061 0.206550 0.208834 -1.0900 1.0900 
rv 086 0.206550 0.208879 -1.1200 1.1200 
T. V 060 0.206550 0.210075 -1.6800 1.6800 
rv 066 0.185895 0.185601 0.1580 0.1580 
rv 085 0.185895 0.186380 -0.2600 0.2600 
rv - 069 - 0.185895 0.185391 0.2720 0.2720 
r_V_067 0.185895 0.186892 -0.5330 0.5330 
r_V_068 0.185895 0.182551 1.8300 1.8300 
r V_065 0.185895 0.189837 -2.0800 2.0800 
rv ·-071 0.165240 0.165086 0.0935 0.0935 
r v._073 0.165240 0.164561 0.4120 0.4120 
rv 074 0.165240 0.164516 0.4400 0.4400 
r_V_072 0.165240 0.164406 0.5080 0.5080 
r_v 070 0.165240 0.164319 0.5610 0.5610 
r_ V_084 0.165240 0.163428 1.1100 1.1100 
r __ v 077 0.123930 0.123848 0.0662 0.0662 
ic·vci75 0.123930 0.123197 0.5950 0.5950 
r~X-º76 0.123930 0.123155 0.6300 0.6300 
!:.~V_ 079 0.082620 0.082612 0.0098 0.0098 
1:~Y- 078 0.082620 0.083109 -0.5880 0.5880 
L\T. 100 0.061965 0.060182 2.8778 2.8778 
!:__V~ 101 0.051638 0.026620 48.447:> 48.4475 
r V 080 0.041310 0.041310 o.nono 0.0000 
---=------:::=..-_1--· 

!:__y_Q§~ 0.041310 U.041310 º·ºººº 0.0000 
r_ \' -- 102 0.041310 0.010856 7~./ 198 73.7198 
rv ¡03 ~--0:030983 0.011193 6.?o.8/ 19 63.8719 

TESIS ~;ibEN Í 1 FALLA DE 
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Concentración inyectada 

Gráfica 6.5 Incremento del porcentaje de desviación. 

• 
• 

• 

• 
0.1°/o 

Se observó un notorio incremento de la desviación -hasta de 
un 80%- para concentraciones inferiores a 0.08%. 
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Se calculó el promedio de los porcentajes de desviación 
absolutos. 

Concentración r'/odcSviació ri 1 
0.413100 0.0336 
I0.309825 0.4253 
I0.247860 1.6800 
0.206550 0.8494 
0.185895 0.8555 
0.165240 0.5208 
J.123930 0.4304 
J.082620 0.2989 
).061965 2.8778 
0.051638 48.4475 
U.041310 24.5733 
0.030983 63.8719 

La concentración mínima cuantificable es 0.082.620 puesto que 
el promedio de porcentajes de desviación absolutos de 
concentraciones inferiores es mayor a 1.8%. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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TESIS CON 
FALLA DE OB.IGEN 

VI.2.3 RepeHbilidad 

De acuerdo con el protocolo de validación especificado en el 
apéndice Ir se llevaron a cabo durante cinco días una elución de 
cada una de las siguientes concentraciones: 

... 0.2004% + 0.18036% + 0.16032% 

Estas eluciones se llevaron a cabo de acuerdo con la siguiente 
tabla: 

1 Eluciones 1 
Concentración inyectada 

0.2004°/o 0.1.8036°/o 0.1.6032% 
Dia 1 T v __ 125 TV 124 TV 130 
Dia 2 T V 136 T_ V 135 T V 128 
Día3 T V 149 T __ V 147 T __ V H6 
Dia4 T V 156 TV 155 T V 154 
Día5 T V .167 TV 166 TV 165 

La estación de trabajo Waters Maxima generó un reporte de 
concentración para acada una de las eluciones anteriores. Las 
concentraciones calculadas se incluyen en Ja siguiente tabla: 

1 Concentración Recuperada 1 
Conct~ntración inyectada 

0.2004°/o 0.18036"1\. 0.1.6032"!. 
Día 1 0.20415 0.18514 0.17356 
Día 2 0.20865 0.18929 0.15325 
Día 3 0.20725 0.18685 0.16176 
Día4 0.22517 0.19764 0.16939 
Día 5 0.22363 0.19794 0.16639 
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Gráfica 6.6 Concentración recuperada en la repetibilidad. 
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Vl.2.3.1 PRECISIÓN 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Para detrernUnar la precisión en la repetibilidad del método 
analítico se llevaron a cabo los cálculos de promedio, desviación 
estándar y coeficiente de variación. 

1 Concentración Recuperada 1 
Conct?ntración iny€clada 

0.2004% 0.18036% 0.16032% 
e 1 0.213771 0.191371 0.1648, 
s 1 0.009851 0.0060-tl 0.0077~ 

cv 1 4.60957'Yt1J 3. '15651. ·~,J 4.7277711
/.. 

~----------------------- - --------- ----- ---------~ 

Repetibilidad 

• . ----

--------------- --•------------ ---------

·-----------------~-------------------·-

• 
0.16°/o 0.18°/o 

Concentración inyectada 

• Promedio 
Desviación Estándar 

0.20°/o 

0.011% 1 

0.009% 

0.007% 

0.005% 

Gráfica 6.7 Promedio y desviación estándar de la concentración recuperada en la 
repetibilidad. 
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-------------- ---------

Repetibilidad 
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------·-------------·----------------- 4% 

0.16%. 

Promedio 

0.18°/o 

Concentración inyectada 

Coeficiente de Variación 
---- --- --- --···--- -···---------------

3% 
0.20'1'(, 

Gráfica 6.8 Promedio y coeficiente de variación de la concentración recuperada en la 
repetibilidad. 

Criterios de aceptación: 

Variable 
cv 

Caneen tración 
0.16032% 
0.18036% 
0.2004% 

Criterio 
'5:1.8% 
Resultado 
4. 72777'11,, 1 IBJ 
3.15651% l IBI 
4.609571Vt1 l IEJ 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Al no satisfacer ninguno de los criterios de aceptación se 
encuentra que el método no es repetible por falta de precisión en la 
repetibilidad. 
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VI.2.3.2· EXACTITUD 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Para detrerminar la exactitud en la repetibilidad del método 
analítico se llevaron a cabo los cálculos de porcentaje recuperado. 

1 Porcentaje recuperado 1 
Conct!'nlración inyEctada 

0.2004% 0.18036% 0.16032% 
Día 1 1.01871 1.02653 1.08261 
Día2 1.04117 1.04953 0.95590 
Día3 1.03421 1.03597 1.00895 
Día.4 1.12360 1.09579 1.05655 
DíaS 1.11593 1.09747 1.03785 

Gráfica 6.9 Porcentaje recuperado en la repetibilidad. 
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Posteriormente se calcularon los promedios para cada una de las 
concentraciones. 

1 Porcentaje recuperado 1 
Concentración inyectada 

0.2004% 0.18036% 0.16032% 
Pron1ediol 106.672..J4<J:. 1106.10572% ll02.837L\% 

~--------------· ----- -· -----------· 

Repetibilidad 

• 
------------- --~---------------·------· 

• 

0.16'Yo 

• Promedio 
Desviación Estándar 

0.18°/o 

Concentración inyectada 

0.20°/o 

0.050% 

0.040°/a 

0.030% 

Gráfica 6.1 O P..-omedio y desviación estándar del porcentaie recuoerado en la 
repetibilidad. 
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TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Posteriormente se calcularon los promedios para cada uno de 
los días. 

1 Porcentaje recuEerado 

Promedio 
Dí.i 1 104.26182% 
Día2 101.55322% 
Dí.i3 102.63747% 
Dia4 109.19789% 
Día5 108.37510% 

~---------~-----------------------~---

11.0.00/o 

-¡ 105.0"/o 

E 
€l 
~ 1.00.0"/o 

{ 
i:f 95.00/o 

Repetibilidad 

,_ ____________ --~----- ----·- 9"4 

1-----~·------------~-----1 

1 

Promedio . 
De•vi.ación &t•ndar 

Rango 

Gráfica 6.11 Promedio rango y desviación estándar del porcentaie diario recuperado en 
la repetibilidad. 
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Criterios de aceptación: 

Variable Criterio 
C% 95%~C~~105% 

Concentración Resultado 
0.16032% J02.83713?ó 0 
0.18036% 106.10572% 00 
0.2004% 106.672-H ?ó 00 

Ola Resultado 
Día 1 104.26182% 0 
Dla2 101.55322% 0 
Día3 102.63747% 0 
Dla4 109.19789% 00 
Dla5 108.37510% 00 

Al no satisfacer todos los criterios de acepración se encuentra 
que el método no es repetible por falta de exactitud en la 
repetibilidad. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

VI.2.4 Reproducibilidad 

De acuerdo con el protocolo de validación especificado en el 
apéndice 11 cinco personas llevaron a cabo una elución de cada una 
de las siguientes concentraciones: 

+ 0.2004% + 0.18036% + 0.16032% 

Estas eluciones se llevaron a cabo de acuerdo con la siguiente 
tabla: 

1 Eluciones 1 
Concentración inyectada 

0.2004°/o 0.18036%> 0.16032°/o 
Persona 1 T __ V 123 T V 109 TV 108 
Persona 2 T \. 133 T V 132 T --V 131 
Persona 3 T \. 

-- 119 T V 118 T_V - 148 
Persona 4 T \. 122 - T . ..,. 121 T V 120 
Persona 5 T \. 136 T V 135 T \. 128 

La estación de trabajo Waters Maxima generó un reporte de 
concentración para acada una de las eluciones anteriores. Las 
concentraciones calculadas se incluyen en la siguiente tabla: 

[ Concentración Recuperada 1 
Concentración inyectada 

0.2004°/t, 0.18036°/o 0.16032º/, 
Persona 1 0.20438 0.17984 0.16876 
Persona 2 0.20491 0.18345 0.16303 
Persona 3 0.20544 0.17287 0.16802 
Persona 4 0.20329 0.18014 0.17322 
Persona 5 0.20865 0.18929 0.15325 
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--------------------------------------------------

0.21°/., 

Reproducibilidad 

----------------------____ __, 

0.18°/o 

Concentración inyectada 

0.20°/o 

• Persona 1 
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ª Persona 3 
• Persona 4 
• Persona 5 

Gráfica 6.12 Concentración recuperada en la reproducibilidad. 
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TESTS CON 

FALLA DE ORIGEN 
Vl.2.4.1 PRECISIÓN 

Para detrerrninar la precisión en la reproducibilidad del 
método analítico se llevaron a cabo los cálculos de promedio, 
desviación estándar y coeficiente de variación. 

1 Concentración Recuperada 1 
Conct~nlración iny€ctada 

0.2004% 0.18036% 0.16032% 
e 1 0.205331 0.181121 0.1652' 

s 1 0.002021 0.005981 0.0076 

cv 1 O. 982..'lO'Y.• 1 3.299201Yt1I 4.61305°/, 

Reprod ucibilidad 

0.20'Yn 

-- ------- --------------! 0.005o/o 

0.18°/1, 
------ --------- --------- 0.003°/o 

0.16'Yo 
0.16°/o 

• Promedio 

Desviación Estándar 

0.18°/o 

Concentración inyectada 

0.20°/n 
0.001% 

Gráfica 6.13 Promedio y desviación estándar de la concentración recuperada en la 
reproducibilidad_ 
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-- ----------------···------------~ 

Reproducibilidad 

0.20'Yu 

• 
0.16%. 

• Promedio 

•-------

0.1.8°/u 

Concentración inyectada 

4o/o 

2% 

0% 
0.20°/o 

• Coeficiente de Variación 

Gráfica 6.14 Promedio y coeficiente de variación de la concentración recuperada en la 
reproducibilidad. 

Criterios de aceptación: 

Variable Criterio 
cv ~1.8% 

Caneen tración Resultado 
0.16032% 4.61305'\I,, 1 00 
0.18036% 3.29920'% 1 00 
0.2004% o. 98230'!1,, l l!il 

Al no satisfacer todos los criterios de aceptación se encuentra 
que el método no es reproducible por falta de precisión en la 
reproducibilidad. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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VI.2.4.2 EXACTITUD 

TESíS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Para detrerminar la exactitud en la reproducibilidad del 
método analítico se llevaron a cabo los cálculos de porcentaje 
recuperado. 

1 Porcentaje recuperado 1 
Concentración inyectada 

0.2004% 0.18036% 0.16032% 
Persona 1 1.01984 0.99709 1.05266 
Persona 2 1.02248 1.01715 1.01688 
Persona 3 1.02516 0.95850 1.04800 
Persona 4 1.01444 0.99880 1.08046 
Persona 5 1.04117 1.04953 0.95590 

Reproducibilidad 
1.1.0.00ºA• ----·-

o 
~ 1.05.00°/o --f----·----·---~----------l 
& 
:::1 
u 

~ 1.00.00°/o 
N' e: 

~ 95.00ºA• 
c.. 

! . 

0.20'Yo 

Concentración inyectada 

Gráfica 6.15 Porcentaje recuperado en la reproducibilidad. 

• Persona 1. 
• Persona 2 
• Persona 3 

Persona 4 
• Persona 5 
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Posteriormente se calcularon los promedios para cada una de 
las concentraciones. 

1 Porcentaje recuperado 1 
Concenlrdción inycct,1da 

0.2004% 0.18036% 0.16032% 
Promed iol 102..16191 ~{;. 1100.-l2 l-l-I '.'~ / I 03.07788% 

trns.o%- .-=--~Reproducibilidad ~--- .... o.040% 1 

~ 100.0°;., ------- -------- ¡ 

J 95.0% ---------· ------------·----- ::::: 11 

0.16°/o 0.1S'Yu 0.20º/.• 

Concentración inyectada 

Promedio 

Desviación Estándar 

Gráfica 6.16 Promedio y desviación estándar del porcentaje recuperado en la 
reproducibilidad. 

1 
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Posteriormente se calcularon los promedios para cada uno de 
los días. 

1 Porcentaje recu~rado 1 
Promedio 

Día 1 102.31987% 
Día2 101.88354% 
Día3 101.05523% 
Día4 103.12352% 
Día 5 101.55322% 

~--------------~---

Reproducibilidad 
1.05.00/o ~----------------------~ 10% 

..g 1.02.So/o 

i 
~ 1.00.0°/o 
-~ 

J 97.50/o 

95.QD/o 

!-------·-----------------·-· •--- ------- 8% 
--------.---------------------.-
-------------·--------------- 6% 

4% 

~.-.. ---------.... ---------------· 
·------------··------ ------· 2% 

'------.::....----------------~ O"k 
Person• 1 Pel"BOn• 5 

Conct?nlrJción iny.._• .. :laJa 

Promedio . 
0e>•vi•d6n Est.ind•r 

R..lngo 

-· ···------------------·--·-·------------···---

Gráfica 6.17 Promedio rango y desviación estándar del porcentaje diario recuperado en 
la reproducibilidad 



191 

Criterios de aceptación: 

Variable Criterio 
('% 95%scr.0-;:: s1os% 

Concentración Resultado 
0.16032% 103.07788% 0 
0.18036% 100.-121-14% 0 
0.2004% 10~..t6191'?~ 0 

Dí,1 Resultado 
Dfa 1 102.31987% 0 
Dfa2 101.88354% 0 
Día3 101.05523% 0 ----------- --
Día4 103.12352% 0 
Dfa5 101.55322% 0 

Al satisfacer todos los criterios de acepración se encuentra que 
el método podría ser reproducible por su exactitud en la 
reproducibilidad, sin embargo al no tener precisión el método es no 
reproducible. 

TESIS CON 
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CE> El Teepol HB7 es una mezcla de alquil sulfatos v cuyos 
tiempos de retención se encuentran entre los 5:30 y los 
9:00 minutos. 

CE> En .el análisis cromatográfico de detergentes se debe 
tener uri especial cuidado con los tiempos de retención, 
ya que estos varían con la concentración. 

CE> El mejor tipo de e lución para la separación de los 
componentes del Teepol HB7 consiste en un gradiente 
cóncavo de acetonitrilo-agua. 

CE> Un método analítico cromatográfico, para poder 
reemplazar a un método volumétrico, debe ser más 
exacto y preciso y, al mismo tiempo, debe ocupar un 
tiempo de ejecución mucho menor debido al mayor 
costo de los reactivosa que éste utiliza. 

CE> Dada la similitud que tienen entre sí los componentes 
del Teepol HB7 es indudable el hecho de que para 
lograr una completa separación de todos ellos se 
necesita un incremento en el número de platos teóricos 
incrementando ya sea la longitud de la columna 
utilizada, la velocidad en elflujo de Zafase móvil o el 
número de átomos de carbono en las cadenas 
enlazadas a la fase estacionaria de sílica. 
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CE> No es necesaria una completa separación de todos los 

alquilsulfatos presentes en el Teepol HB7 para poder 
cuantifícarlos. 

CE> Resulta indispensable tener un especial cuidado en la 
manipulación y el almacenamiento del agua HPLC, ya 
que su pureza se pierde con gran facilidad. 

CE> El método analítico cromatográfico obtenido, es lineal 
de.acuerdo con la ley de Beer, con un coeficiente de 
variación.menor a 1.8%. 

CE> Para este método la concentración mínima detectable 
es 0.0102275% y es cuantifícable el intervalo de 
concentraciones entre 0.4131% y 0.08262% con una 
desviación menor a 1. 8%. 

CE> El método no es repetible, puesto que no cumplió con 
los criterios de exactitud y precisión para la 
repetibilidad®. 

CE> El método no es reproducible, puesto que no cumplió 
con los criterios de precisión para la reproducibilidad®. 

CE> La falta de repetibilidad y reproducibilidad que 
presenta este método analítico es atribuible a la 
manera de preparar las diluciones a partir de las 
muestras de teepol HB7 (UJ/ v). Por lo anterior, se 
recomienda una modifícación al protocolo de análisis 
cromatográfico de tal manera que las diluciones de 
Teepol HB7 sean preparadas UJ/UJ y su concentración 
sea calculada con una precisión de cuatro cifras 
decimales. 
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119 Se debe hacer notar el riesgo que existe ---0.l momento 
de realiza_rla ·inyección de la muestra en el loopl'E> del 
crornatógraf~ de no llenar el volumen completo de 
éste con lá/nuestra, por lo que se recomienda inyectar 
2.S rnl de:la dilución en cada ocasión. 

119 Se. recomienda modificar las precauciones en la 
preparación de los eluyentes en el protocolo de análisis 
crornatográfico para que el agua HPLC se utilice en las 
primeras B horas después de ser filtrada, en lugar de 
las primeras 24 horas corno se establece actualmente. 

119 Se recomienda volver a validar el método analítico 
crornatográfico tornando en cuenta las 
recomendaciones de los párrafos anteriores. 

TESIS CON 
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APÉNDICE 

DIAGRAMA DE FLUJO DE DATOS 

Se propone el uso de modelos porque: 

•Es más barato 
•Permiten enfocar aspectos críticos 
•Permiten validar información, comunicarnos y organizar 

ideas. 

Se deben utilizar herramientas gráficas y textuales. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Component:es 

ºProceso: Es la parte principal del DFD. Representa . desde 
un metaproceso [en donde se encuentra todo lo 
que esté al alcance del proyectolhasta:procesos 
[divisibles en subprocesos] ,y.,, subprocesos 
[procesos atómicos que al no .. poc:ler/dividirse 
más deben ser especificados~ ]: / .· .,?;;:;;d :.;· 

.__ ___ ___.!Terminador: Representa las fuentes o destinos de la 
información. Puede ser cualquier ente 
físico. 

Almacén. de Datos: Representa datos• almacenados a lo 
largo del tiempo que son 
compartidos por procesos y 
terminadores. 

·Flujo de _datos: Representa los datos por medio de los 
cuales se comunican los procesos, 
terminadores y almacenes de datos. 

·------• Flujo de control: Representa el orden en que se llevan a 
cabo los procesos• indicando qué 
proceso se ejecuta al término de otro. 

• Lil especificación de un proceso consiste en una definición detallada de todo lo que en óste se 
JlevJ a cabo. -~· 
• E.'ilos datos se encuentran disponibles p.irJ ser acc1."?Sados en cualquier mon1enlo. 
•Se puede prcsc:indir del uso de los flujos de control cuando los flujos de d~tps t..~n·ef diagramd 
indiquen una única manera de dar 1.~onlinuidad a los pn'lt:esos y ést..i t..~oncucrdQ con lt'l manera t:•n 
4ue scrfJn colc.x·.Jdos los flujos de contrnL 
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Jerarquía 

El primer diagrama que se hace es el diagrama de contexto que 
corresponde al máximo nivel. En este diagrama existe un solo 
proceso (proceso de contexto) cuyo nombre describe la función 
principal o el propósito del proyecto. 

Al proceso de contexto se le asigna el número cero• y éste se 
conecta con terminadores y almacenes de datos por medio de flujos 
de datos. 

El segundo diagrama de flujo de datos en la jerarquía es el 
diagrama cero, que corresponde a un nivel inmediatamente inferior 
al diagrama de contexto. En el diagrama cero se incluyen los 
procesos principales (metaprocesos) del proyecto, los cuales se 
comunican por medio de flujos de datos con los terminadores y 
almacenes de datos que les correspondan del diagrama de contexto 
y con almacenes de datos que por ser utilizados de manera local en 
el proceso cero no aparecieron en el diagrama de contexto. En el 
diagrama cero se utilizan por primera vez flujos de control para 
darle un orden a la ejecución de los procesos. Se utilizan números 
enteros sucesivos (comenzando con el 1.) para ser asignados a los 
procesos del diagrama cero sin tener relación alguna el orden de la 
nun~eración de los procesos con el orden de ejecución de los 
n~isn~os. 

Para identificar los terminadores y almacenes de datos que son 
externos al proceso cero (de contexto) éstos son dibujados con una 
doble línea. 

[DJ Terrninador externo 

Almacén de datos externo 

•El nUn1cro del procestl ~escribe en IJ pc.lrtc_supcrio,rJel círculo. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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De una manera similar al diagrama cero, incluyendo además 
de terminadores y almacenes de datos externos, procesos externos; 
los cuales corresponden a todos los procesos del diagrama cero que 
se están uniendo -por medio de flujos de datos o de control- al 
proceso correspondiente al diagrama en cuestión [El diagrama 1 
corresponderá al proceso 1, el diagrama 2 al proceso 2 y 
sucesivamente]. 

o Proceso externo 

Se utilizará la notación x.y para identificar a los procesos en 
cada diagrama, de tal manera que los procesos del diagrama 1 se 
numerarán 1.1, 1.2 y sucesivamente; los procesos del diagrama 1.2 se 
numerarán entonces 1.2.1, 1~2.2 y sucesivamente, etc. 

Cada proceso es subproceso de un proceso de nivel superior 
(exceptuando el proceso de contexto, que corresponde al máximo 
nivel) y a su vez debe dividirse en subprocesos {dentro de un 
diagrama de nivel inferior) tantas veces como sea necesario hasta 
que los subprocesos resultantes sean procesos atómicos, momento 
en el cual estos procesos deben especificarse. 
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PROTOCOLO DE VALIDACIÓN DEL MÉTODO 
ANALÍTICO CROMATOGRÁFICO PARA LA 

CUANTIFICACIÓN DE MATERIA ACTIVA EN 

TEEPOLHB7 

Objet:ivo: 
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• Determinar la especificidad del método analítico para la 
cuantificación de materia activa (alquilsulfatos) en Teepol 
HB7. 

• Determinar la linearidad del - sistema 
concentración-detector, de acuerdo con la ley de Beer. 

• Determinar la concentración mínima detectable y la 
concentración rnfnima ... cuantificable en muestras de Teepol 
HB7. - - ·',;;e'·.. .. -

• Determinar. la.· repétibilidad del método analítico, tomando 
en cuentalocalización y dispersión de los resultados. 

• Determiflar _, la reproducibilidad del método analítico, 
tomando en cuenta localización y dispersión de los 
resultados. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Diseño experimen~al: 

ESPECIFICIDAD 

1. Utilizando la técnica de espectrofotometrf';' i:rtfrarroja por 
transformada de Fourier. 
• Se utilizará un espectro fotómetro infrarrojo por transformada 

de Fourier de la marca Nicolet, modelo 710. · 
• La manera de operar el espectrofotómetro ~e ené:uentra 

explicada en los manuales del mismo espectrofotómetro P/N 
269-781201, P/N 269-721903, P/N 269-759002, P/N 269-772604, 
P/N 269-760501 y P/N 269-781901. 
Se utilizará laurilsulfato de sodio grado reactivo como estándar 
de referencia para la presencia de alquilsulfatos. 

• Se utilizará una muestra de Teepol HB7 de lote más reciente que 
se encuentre disponible, cuya concentración de materia activa sea 
conocida. 

• Se usará el protocolo de análisis crornatográfico especificado en 
el apéndice 3. 

• Preparar una solución acuosa de Teepol HB7 con una 
concentración de tensoactivo de aproximadamente 0.8% w/v. 

• Preparar una solución acuosa de 5000 ppm laurilsulfato de sodio. 
Inyectar en el cromatógrafo el volumen completo del loop de 
cada una de las soluciones preparadas y recolectar a la salida del 
detector la fase móvil entre los 5:30 y 9:00 minutos. 
Leer los espectros infrarrojos de absorbancia para cada una de 
las muestras obtenidas. 

• Comparar los espectros obtenidos y -con base en su similitud 
y la correspondencia de grupos funcionales importantes 
(indicados por picos de absorbancia a una longitud de onda 
conocida)- determinar la presencia de alquilsulfatos en los 
picos de Teepol HB7 elufdos entre los 5:30 y 9:00 min. 
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2. Utilizando la técnica de espectrofotometrfa UV /Vis por arreglo 
de diodos. . · .... : · · · 
• Se empleará el protocolo de análisis cromatográfico especificado 

en el apéndice 3. 
Se utilizará un detector de arreglo de diodos .Waters 994. 
En el manual de operación del detector de arreglo de diodos 
Waters 994 [manual número 31083, revisión 1]se explica la 
manera de utilizarlo. 
Preparar una solución acuosa de Teepol HB7 con una 
concentración de tensoactivo de aproximadamente 0.8% w/v. 
Preparar una solución acuosa de 5000 ppm laurilsulfato de sodio. 
Inyectar el volumen completo del loop de cada una de las 
soluciones preparadas y ejecutar el procedimiento de elución 
indicado en el protocolo de análisis cromatográfico (apéndice 3). 
En el detector de arreglo de diodos Waters 994, leer los espectros 
[entre 190 nm y 280 nm] obtenidos para todos los picos de cada 
una de las soluciones inyectadas. 
Comparar los espectros obtenidos y --con base en su similitud 
y la correspondencia de grupos funcionales importantes 
(indicados por picos de absorbancia a una longitud de onda 
conocida}-- determinar la presencia de alquilsulfatos en los 
picos de Teepol HB7 elufdos entre los 5:30 y 9:00 min. 

TESIS CON 
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LINEARIDAD 

Se generará una curva de calibración para materia activa en Teepol 
HB7, a partir de la cual serán automáticamente calculadas la 
pendiente y la desviación estándar. 

• Se utilizará la estación de trabajo Waters Maxima para generar 
la curva de calibración. 
En la estación de trabajo Waters Maxima se empleará el 
método T_Cl8150.mth••, ubicado en el directorio 
c:\max\datal \ teepol\metodos. 

• Se utilizará el protocolo de análisis cromatográfico especificado 
en el apéndice 3. 

• Se utilizará una muestra de Teepol HB7, de lote más reciente 
que se tenga disponible.y .. cüya concentración sea conocida.- · 

• Preparar solucionE?s':ve>lÚ.métricas de Teepol HB7; con . una 
concentración •de··:rnateria·;activa --conocida. con al ·menos 
cuatro cifras signilicati~as de exactitud- aproximada de: 
.,. 0.4% .. ·.:,. :0.3% .,. 0.2% . 
... 0.18% .·;.,.· 0.16% ... 0.12% 
... 0.08% ... ·0.04% ... 0.02% 
<· 0.01 % .... 0.006% .... 0.004% 

• En la estación de trabajo· Waters irvla'x:inia ir a la ventana 
Sample Queue•• e insertar eL mayor. nÜmero de repeticiones 
posibles de las soluciones prepai:adas"•en. el punto anterior 
[incluyendo sus respectivas concentraciones] seleccionando el 
tipo STND (estándar) en el campo Type'.•. Un mayor número de 
repeticiones debe haber entre más cercana· sea la concentración 
de la solución a 0.18%. . . : · · . 

• Ejecutar el método••. :e·· '' .. \<, . ·.·· · ·. 
• Inyectar en el cromatógrafo el v{,lurn~n'.co¡T\pleto:ctel loop de 

cada una de las muestras solicitaéias,:por.fa·estadón de; trabajo 
Waters Maxima. . ){f:.:>}c.i·'. :·? .. ; .. · ··e:.: · 

\< .~--~~<:{·.~i-~; -t~;<- -,::\'.: ~-~:. ~ ::. 
:-.".-_,-. »,, . .":.:: <·, -'"::'! . ,·. -

<:.' ~;; ~ • • • ;: - - '. ·.,-" •••• -

•• PclrJ l.a uliHY.ación de la cstadón Je LrabilJÓ ·w~-l~~:' ~;~¡m.J~·' reré',.j'~ '¡.l .n'l:a~U~l de .i-cfcrencia. 
\VoJtPrs Dym1n1ic 5C"llutiC'lno; Di"j..o;ion Qf MillinOr, ... :...hhus._~l1U,Tt;i1.P..hY~~tf!~jS,lQ 

8_e_fu_i:g_JJ_~~-aj. ~t~n:u~l numbt.!r ~?6?:"J~?!f.~-~-~~~,:~:~~!-~~/~~:~~-??t~'-~~~~ne;~(~~!!~~J?~~c~-.. ~.lJ:A ~990 . 
. .,."·L[::-- ;}~e:- \~ .;<<·,,, ,· . ~--,_, 

¡ - ,:-~~ •• i~:·.;~~~:Q:XfJjfj; :';.;r~~~,~~:;'.~~~~,~·: ,,,-.r; 
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Al término del total de inyecciones programadas, la estación 
de trabajo Waters Maxirna calculará automáticamente el 
coeficiente de correlación (r) y el coeficiente de determinación 
(r2), los cuales serán incluidos en el reporte de calibración; 

• Para los siguientes cálculos utilizar la hoja de cálculo Lotus 
123. 

• Calcular el coeficiente de variación de la siguiente manera: 
Calcular para cada inyección el factor F: 

F= Resp 
Conc 

donde: 
Resp = Respuesta del detector 
Conc = Concentración de la muestra inyectada 

. . -· 

Calcular la desviación estándar de los factóres F (s, ). 

Calcular el promedio de los factores F(F). 
Calcular el coeficiente de variación (CV):. 

Crite · nos d 

CV= ~xlOO 
F 

ºó e aceptac1 n: 
Variable Criterio 

r >0.99 
r2 >0.98 

cv Sl.8% 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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CONCENTRACIÓN MÍNIMA DETECTABLE 

• Se empleará el protocolo de análisis cromatográfico especificado 
en el apéndice 3, el cual incluye el método T_C18150.mth para la 
estación de trabajo Waters Maxima, ubicado en el directorio 
c:\max\data1 \ teepol\metodos. 

• Se usarán las soluciones preparadas en el inciso anterior. 
• En la estación de trabajo Waters Maxima ir a la ventana 

Sample Queue.... e insertar una repetición de cada una de las 
muestras, indicando UNKN (concentración desconocida} en el 
campoType. 

• Ejecutar el método..... [inyectar las muestras que solicite la 
estación de trabajo Waters Maxima]. 

• La estación de trabajo Waters Maxima generará una impresión 
de cada cromatograma obtenido. 

• Observar en cada cromatograma los picos correspondientes a 
alquilsulfatos. 

• La concentración mínima detectable será la concentración 
mínima en cuyo cromatograma resultante puedan distinguirse 
a simple vista los picos formados por alquilsulfatos del ruido 
asociado a la línea base. 
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CONCENTRACIÓN MÍNIMA CUANTIFICABLE 

• Se usará el método ejecutado en.el criterio anterior. 
• La estación de trabajo'Wat_ers Max.ima··generará.un.reporte de 

concentración para cada· rriu'"stra inyectada; 
• La estación de trabajo '.Waters Maxirna calculará el porcentaje 

de desviación: _ · _ - · · 1: ,- >·' i : · 
%desvia~ión··:,~~C-Cr X'10~···:<:·· 

- c. 
donde: .. 

. Ca= Concentración real 
C1 =. Concentración calculada por la estación de 

trabajo Waters Maxima . _ 
Calcular el válor absoluto del %desviación ( 1%desyiación1) 

• Para cada concentración calcular ·el· ·-promedio del 
1%desviación1 (!%desviación/} · .--· 

• La concentración núnima cuantificable será la' concentración 
rrúnirna en la cual el l%desviaciónJsea menor a 1.S%-

TE~YS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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REPETIBILIDAD 

Se considera la repetibilidad como la capacidad que tiene un proceso 
de no cambiar independientemente del día y la hora en que éste se 
lleve a e-abo. 

• Se utilizará el protocolo de análisis cromatográflco especificado 
en el apéndice 3, el cual incluye el método T_C18150.rnth para la 
estación de trabajo Waters Maxima, ubicado -en. el' directorio 
c:\max\ da tal\ teepol\metodos. · . _ _ -
Se usará una muestra de Teepol HB7, de_ lote.más :reciente que 
se tenga disponible y cuya concentración:sea'conocida, . ___ _ 

• Preparar cada día -durante cinco días•distinto~'soluciones 
volumétricas de Teepol HB7 con una c'oncéntr;élc_i?n\de materia 
activa --conocida con al menos. cuatro cifras,sigJ.tific:ativas. de 

e:a~~~d- aproxima~a g~~% ' -~-;:_-'';['_:~~~i"¿'~;-~'.z:;·:,',• '· 
• En la estación de trabajo Waters,,M~~~ii'YiTJa' lá;ventana 

Sarnple Queue.._. e insertar ~ada:ciÍéi ";1i¡;'ií:'~epei:ici6n:áe cada 

• ~7~~~: ~r~~:~~·- -__ -~- -;.~' J~~ ~,/!:i;i:~!'; ---~' .. 
• Inyectar en el cromatógrafo el volum_en completo del lo<:>p de 

cada una de las muestras soliéita:dás :por- la éstációri{de' trabajo 
Waters Maxirna. • _··;::-~,_-;·{'{'• -~J;;{T/t/·· 1'./('J;····--·-. -• 

• Al término de cada elución;-1a;esfai::i6n,\de\trabajo: Waters 
Maxima generará un reporte i;ie'icoricentración;'de)¡;tsolución 
inyectada. . : . _, _ .. _ .. _.· • ---•:-
Para los siguientes cálculos<utilizar la hoja' de cálculo Lotus 
123. 
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Precisión 
Para cada una de las concentraciones utilizadas calcular el 
promedio (C) y la desviación estándar (s) de las 
concentraciones recuperadas en cada una de las eluciones. 
Calcular el coeficiente de variación (CV): 

s 
CV=c 

Criterios de aceptación: 

Para poder ·afirmar la precision en la repetibilidad del 
método se debe cumplir con los criterios de aceptación para 
todas las concentraciones en cuestión. 

Exactitud 
Para cada . una, ,de , las eluciones calcular el porcentaje 
recuperado (C%)::~. 

donde: 
Co==• Coné:~ittz.á¿;ión inyectada 
C,,,; Concentradón recuperada 

Calcular los proÍrtédios ( C%) para cada uno de los días. 
Calcular los prc>'medios ( C%) para cada una de las 
concentraciones; 
Criterios de aceptación: 

Variable Criterio 

Para poder afirmar la exactitud en la repetibilidad del 
método se debe c111nplir con los criterios de aceptación para 
todas las concentraciones y para todos los días en cuestión. 

f TESIS CON I ~ALLA DE ORIGE._N 
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FALLA DE ORIGEN 
REPRODUCIBILIDAD 

Se considera la reproducibilidad como la capacidad que tiene un 
proceso de no cambiar independientemente de la persona que lo 
lleve a cabo. 

• Se usará el protocolo de análisis cromatográfico especificado en 
el apéndice 3, el cual incluye el método T_C18150.mth para la 
estación de trabajo Waters Maxima, ubicado en el· directorio 
c:\max\datal \teepol\metodos. . · · .• •. :· 

• Se utilizará una muestra de Teepol HB7, de lote .. más.reciente 
que se tenga disponible y cuya concentración sea.córi,C>cid,a: : 
Preparar cada persona - cinco personas distintaS:.::.:-sólüciónes 
volumétricas de Teepol HB7 con una concentración 'de materia 
activa -conocida con al menos cuatro cifras· sigriÍficati~as'de 
exactitud- aproximada de: :••:,:.· <·'.:: · 

• ~·n ~;~~stación de :ab~J~8~aters Maxi~ 0i!6~ la. 2~ft~a 
Sample Queue•• e insertar -para cada· .P.erso.naf::'~'una 
repetición de cada solución preparada. 

• Ejecutar el método••. 
• Inyectar en el cromatógrafo el. volumen completo del loop de 

cada una de las muestras solicitadas por la estación de trabajo 
Waters Maxima -cada persona debe inyectar cada una de las 
concentraciones preparadaS::.-~ 
Al término de cada elución; la estación de trabajo Waters 
Maxima generará un reporte de concentración de la solución 
inyectada. 
Para los siguientes cálculos utilizar la hoja de cálculo Lotus 
123. 
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Precisión 
Para cada una de las concentraciones utilizadas calcular el 
promedio {C) y la desviación estándar (s) de las 
concentraciones recuperadas en cada una de las eluciones. 
Calcular el coeficiente de variación (CV): 

s 
CV=c 

Criterios de aceptación: 

Exactitud 
Para cada una de las eluciones calcular el porcentaje 
recuperado (C%): 

donde: 

C%=~x100 e, 

Co = Concentración inyectada 
C = Concentración recuperada 

Calcular los promedios ( C%) para cada uno de los días. 
Calcular los - promedios ( C%) para cada una de las 
concentraciones. 
Criterios de aceptación: 

Variable Criterio 
C% 95%:s;C~ :s;105% 

Para poder afirmar la exactitud en la reproducibilidad del 
método se debe cumplir con los criterios de aceptación para 
todas las concentraciones y personas en cuestión. 

TESIS CON 
F'ALLA D'G' 0'-''·'"'"N .ü ruu·.t!i! 
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APÉNDICE 111 

MÉTODO ANALÍTICO CROMATOGRÁFICO PARA LA 

CUANTIFICACIÓN DE MATERIA ACTIVA EN 

TEEPOL HB7 
-PROTOCOLO DE ANÁLISIS-

Objet:ivo: 
Detern~inar la concentración de materia activa en una 
muestra de Teepol I-IB7. 

ESPECIFICACIONES DEL TEEPOL HB7 
DETERMINACIÓN ESPECIFICACIÓN 
Materia activa > 40.0% 
Acidos v.rasos libres < 0.17% 
Alcalinidad total o.os - 0.29% 
Densidad a 25ºc 1.030-1.075 g/ml 
Solubilidad al 10% lotallnente soluble 
Materia fiia 40.0% min 
I-lun1edad 60.0% max 
vi! al 5% a 25ºc 7.0 -8.5 
Viscosidad Brookfield a 25ºc 90.0 - 105.0 cps 
Índice de refracción a 25ºc 1.3860 - l.4000 . " Tabla 1.2 

"~m·nle: !il!cl! Dt'lrrprnLc;. J:t.,~p9I HB7. TPchnicJI Bullt._-..tin Dl.3.1.2. Shell Chemical Jnternaciom1/ 
Tr111.ling Company. London 1984 . 

.. Ful'nle: Control dP Calidc::uJ P lnvPslipación F.ibrica de BillPLPS BJnc..·o dP México. Noi:n1d~ 
Bdn~i'<~~l?E!'!l~.lliiJ!:;;!-"!__Ql.!{J;lJi~p_s_:_I.\!nSQil,liY,p_Jg_gn__Q.L . .J:U~-~- ~1t.'?xico 1996. 

TE".T<:; rn1'.J 
FALLA DE ORIGEN 
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Procedimient:o 

Se pesan aproximadamente con precisión de cuatro cifras 
decimales 0.11 g de muestra de Teepol HB7, la cual se disuelve en 
agua grado HPLC y se transfiere cuantitativamente a un matraz 
volumétrico de 25 mi, llevando hasta la marca y se agita para 
homogeneizar la solución. 

Se pone la solución en un baño ultrasónico durante 5 minutos. 

De esta solución se toman 1 o mi los cuales se filtran utilizando 
una membrana Millipore de tipo GV con porosidad de 0.22 µm en el 
dispositivo para la filtración de muestras. 

En la ventana Sample Queue de la estación de trabajo Waters 
MAXIMA se inserta la información sobre la muestra a analizar, 
seleccionando el tipo UNKN (desconocido) en el campo Type. Se 
ejecuta el método. 

Se inyectan en el loop 2.5 mi de la solución preparada cuando la 
estación de trabajo Waters MAXIMA lo solicita. 

La estación de trabajo Waters MAXIMA genera un reporte de la 
concentración encontrada en la solución. 

Con la concentración reportada se realizan los siguientes 
cálculos: 

Donde· 
MA materia activa 
Cd,, concentración de la dilución reportada por la 

estación de trabajo Waters MAXIMA 
Wm Peso de la muestra 
250 Factor de dilución 
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Mét:odo Cromat:ográfico 

El método cron~atográfico para la determinación cuantitativa de 
materia activa en Teepol HB7 consiste en una elución gradiente que 
comienza con una mezcla de Cl-í.JCN:I-I,,O 25:75 y durante 7 minutos 
incrementa su concentración hasta CfüCN:H:?Ü 50:50 con una 
concavidad igual a -5 (de acuerdo con la escala utilizada por la 
estación de trabajo Waters MA)<IMA) y la mantiene constante hasta 
llegar a los 9 minutos de elución, en donde comienza a regresar las 
concentraciones a su estado original terminando a los 10 minutos y 
mantiene esta concentración (original) hasta los 13 minutos de elución 
para equilibrar la columna. 

Tee 
Tiempo {rnin) 1 %Agua HPLC %Acetonitrilo 

o 75 25 
7 ¡ 50 50 
9 ¡ 50 50 

10 . 75 25 
13 .75 25 

o s 1.0 

· Tiempo (ndn) 

Tipo de 
curvatt 

-5 

r--~'li't:;:;-;::S;;-;JS::-C:=:-:0=-=N-- ... , 
FALLA DE ORIGEN 

1t 54·i~lin los tipos de curvo.1Lur.1 ulili,. ... 1dos por JJ c~Lilción de lrJbJjo \V.ilt.•rs ?vtAXl?\.t.-\. 
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El flujo de la mezcla de solventes durante toda la elución se 
mantiene en 1.2 ml/min. 

Se utiliza una columna Nova-Pak Cu• de 3.9 mm ID x 150 mm. 
Este tipo de columna tiene un empaque formado por partículas 
esféricas de 6 µrn de diámetro. 

El vohirnen del loop utilizado para inyectar la muestra es de 
231.15968 µL 

La muestra inyectada' tiene un factor de dilución igual a 250, pero 
el resultado de laintegraci<'.m' répárta la concentración real de la misma. 

Se utiliza un detec::t9~- uv /Vis de arreglo de diodos tomando 
lecturas a una lonii.tud'de_-onda de 224 nm con una precisión de 0.5 
aufs 20 puntos por segundó: 

< • :- <:;· ·<·,-,' 

Se integran todCls í~;'picosencontrados entre 5.5 y 9 minutos y 
sus áreas son sumáda5;,; yá' que_ en esta región se encuentran los 
tiempos de retención de los alciuilsulfatos Cg a C13. 
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PARÁMETROS DEL DETECTOR DE ARREGLO DE DIODOS WATERS 994 

M&ASUHEH~NT CONl>J1 lONS 

< Fll..t:: No.: e; ,.·J·,_n NAM1~-r·T POL c1a 1scMl llATE.-.. :Or.:t./t'//!JG > 
·_ . ·:·:- .-·· ". ---------------------------------------------------------------

KI.!Y LOCK 

1 NºJ"HHVAL -· 

TIMl! CONSTANT 

·,. ·aN 

r-As~r-~ 

e. 1 

!-1:HA!3UHHMF.NT·TJMU'_ 13."0 

Dl!ll"l..AY TJMI!· -G:oe· 

WJ\VCLENG1'11 ltl\NGE 1 90 G5B n111 

WAVEL.l!NGTH 

DAND WJl>Tll 

1 9Ei 203 ?.?.4 2G4 

s F 

Jaln 

IQ 111 

Cll: CIHIOMATOGJ~AM CONO 1T1 ONS 

< Fll-h Nn. : C PJ LG., N~1'Ú~-~':;~~--):~i..: ~J ~-i. l G~~I 
AUPS \'IAVELENGTH 

. ':,!_:_< ;·. 

l111J nJ : , Cn1'nJ 
-. ""·· ·, , . ' 

EVHNºJ* THRl!SllOl-1> 

------------------------------------------------------------------
lll:JTJJ\L 9.500 .224 OFF 

CH: ~ ClfROHATOGHAM CONUITJONS 

< 1 1 Lt: Nu.: C FJL~_NAM~: T-1'01. CJB 15CHI 

Ttr .. r. AUFS WAVELl.!NGTJt W .. PLUT 

~ r.:i 1 .. J IAUl [ nrnl 

INJTlAL 1 9G. OFí' 

ON 

EVl~NT 

(l>J 

THRESHUJ.I> 

TESIS CON 
FALLA DE OIDGEN 
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1 TESIS CON 
~E ORIGEN 

Cll: 3 CllROMl\TOGí.fAM CONO t 1 l ONS 

< 1-"ll..l: No.: e FIL~ NAME: T POL. c1a lSCMl 

TIME AllFS WAVEJ.l-":N<:il 11 W.J .. 1.0T 

lnlf nl IAUJ Cnnd 

l N 1 ·r1 Al. OFF 

CH: .4 CUROHATOGH/\M CONDll.lON!l 

<FILE No.: C FlLli'._.NAME:. T .POL Cl6 JCCMJ 

TIME ALJíS WAVEL.ENGTH 

1 ni l nl IAUJ ( n~) 

lNJ l"J Al. :?. ce e 

SPECTH.UM CONDJ1._10N!l 

< FlLC: No.: e 

TlMF:'. 

l1a l n 1 

Ht:JGH!° 

IAUI 

OFF 

< ,.10Nl.TOH: MI > 

NOISl.E: MOUE 

IAUJ 

UATC :Oc\./li"',.....90 > 

EVE'NT THUL:.!'iltOL.U 

OFF 

E::VL:NT THIU.!ZllOL-0 

MONITOR WAVE. 

------- ---- --- ------~-------=--~.---~- --~:--.--.:.. ______ -- ----- -- -----------
JNlTJAL O .. OSJ 

". '"' 1 
P/S/V 224 
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ANAl-Y!.>JS Ml::NU 

< 1·11_1_1 Nu.: e Fll.E"NllMI'.!: T POI. Cl8 Ir.CM! 

==========< 1 NTEGl<llTOI< >========= 1'1.01 OFF 

T 1 Mli f<llNGE 

WllVT:LENGTJI 

SMOOTHJ NG 

!iLOPU 

UlilFT 

llli 1 c:wr 

WIDTll 

T 1 ME DOU!ll.E 

M 1 N l MUM lllfüll 

Ml NUS PEAi< 

"Ml 

16 

"· 001 

e. es 1 

Cf.001 

0.10 

IG 

G.DE-04 

OFF 

20." 

BllRELINE CORRHCT OFF 

CllLIBRllTION OFF 

PDfnt.& 

All/1111 n 

AU/tnl n 

l\U 

1n1 n 

mi n 

/\Ua:u11 n 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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< Fil.U No.: e 

TESTS CON 
FALLA _DE ORIGEN 
ANJ\LV51S Ml!NU 

FJl ... F. NAMl-:: ·r POI. C18 1 fiCMt UATJ: tOct/lºl'/!:Hi > 

==========< !iPIE:CTHUH INOEX >=== Pl .. OT : OF~ 

TIME RANGE 

WAVELENG·r11 llANGE 

SPECTRUM CORRECT 

5.Ge --- 9.DH 1nln 

t90 --- 28C 

ON 

Sl'1'CTRUM SCAl.E . •AUTO SCAl.E 

uAsfü. I NE cÓRRE.cT.'': .. or:r · 
'.'' . , ,' :f<' ~;. ;:::.-

Cl! ROMATOGRAM , :.·,;,:,.MI 
;~;.:_<-·:\~: .. 

·.:. ·:·:\·.~: -~· 

~~¡l:~sis· :MENU . 

. ~1;!~~;~~¡/; ,:,P0°L CI 8 < F J l.I.: Nu .·: e 

TIME RANGE 

SCALll AUTo' SCALE 

'·Aui·o SCALll 

-_~G • 9, 

llASULl NÉ ·~o~~~(:~ ' ,or-.:" 

CllHOMA;O~;¡¡¡~' MI .. M?. 

:: ·. ~ .. 
STORJ!D 

l 5CM1 

ID1•/fft 1 h 

< F J l .. l! No. : C rJLE NAME: T··POL. C18 J!jCHl 

Ml : ON M2 : ON 



MEASUREM!!NT ,COMMENT 

< l·lLE Nu.: <.; PILE NAMC: T POL C18 15CMI 

!iAMPLl! N/\ME 

C:OLUMN 

PAC:K l NC ~lATlm !'AL 

FLOW RATE 

PRESSllkC 

1NJHCT1 ON VOLUMI' 

a:. 9nud U• 

NovA....:PAK· e 1 o 

15 ... Ocrn 

ACllTON 1TR11.0 - ACllA 

231. IG 

tn J.,....,,. J 11 

PSI 

e 
.. 1 
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PARÁMETROS DE LA ESTACIÓN DE TRABAJO VVATERS MAXIMA 
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En este método cromatográfico se deben tomar precauciones en 
la preparación de la muestra, la preparación de .los eluyentes y la 
elución para asegurar que éste siempre se lleve a cabo en las mismas 
condiciones. 

/ 'l'Esrs rnw / 
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PRECAUCIONES EN LA PREPARACIÓN DE LA MUESTRA 

+El material utilizado para la dilución de la muestra debe 
encontrarse completamente limpio y ser enjuagado tres veces 
con agua destilada para evitar la presencia de sustancias 
contaminantes que puedan generar ruido en la linea base, 
reduciendo la precisión de la integración. En el momento de 
llevar a cabo la dilución el material debe estar completamente 
seco. 

+El material utilizado para la filtración de la muestra y para 
recibir la muestra filtrada debe encontrarse completamente 
limpio y ser enjuagado tres veces con agua bidestilada y tres 
veces con agua grado I-IPLC para evitar la presencia de 
partículas que puedan formar depósitos a la entrada de la 
columna cromatográfica. En el momento de llevar a cabo la 
filtración el material debe estar completamente seco. 

+ El dispositivo, para la filtración de las muestras debe ser 
ensamblado utilizando,:la5',pinzas incluidas con el mismo 
para eVitar tocardás'páí:tes,con las manos y que de esa 
manera puedan contámfuaí:se> 

~. -·· ~ 

+ Las muestras deb~ri ~~;', d~~~had.;.s die~' horas después de 
haber sido preparadas para' evitar la degradélción durante su 
uso. 
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PRECAUCIONES EN LA PREPARACIÓN DE LOS ELUYENTES 

-+ El agua grado HPLC debe filtrarse por triplicado en el 
dispositivo para la filtración de solventes, utilizando una 
membrana Millipore de tipo HA con porosidad de 0.45 ¡..lm; 

. . . . . . 

-+ Después de filtrada el agua debe i.isarse dentro . de las 
primeras 24 horas, por lo que se recomienda filtrar 250 rru a'la 
vez y utilizarlos hasta que se terminen. ·· ' · .. · · 

-+ Una vez que se ha terminado el agua de un recipieril:~; .. é~tfse 
debe escurrir y poner a secar 2 horas a 120ºCy tllia}'IO!•z:seco 
mantenerse cerrado hasta que se vuelva a utilizar; j~fil-a:de 
esta manera evitar el crecimiento bacteriano• que :(produce 
metabolitos y partículas. · · .· .. "·'.:.·\' , : -

., 

-+ Después de diez veces de utilizar el mismo ie¿ip·i~~t_;; en el 
procedimiento anterior éste debe lavarse, ; sarutizars·é~: y, 
posteriormente, enjuagarse tres veces cén-í;agua:bidéstitaday 
tres veces con agua grado HPLC. · · -·---~ _:; - - ·· 

-+ El acetonitrilo grado HPLC debe filtrarse por trlplicado en el 
dispositivo para la filtración de solventes>. utili.Zándo-:una 
membrana Millipore de tipo FH con porosidad d!O! 0.45 ¡im: 

-+El acetonitrilo debe filtrarse en cantidades de.' 900· m1 y 
colocarse en un frasco de vidrio color arnbar .•. · 

-+El material utilizado.-para ·1afi1tl"acl~~ ~efag~á~.icto<J-IPLc 
debe ponerse a secar 2 horas a_.120°c: cad~ vez:que sé deja de 
utilizar y la membrana filtrante debe ree_rTI.p!a:Zél.rsé;'. '· 

-+ Después de diez veces de utilizar el rnisrnó dispositivo para 
filtrar agua, éste debe lavarse;:· sanitizarse' y, posteriorn-iente, 
enjuagarse tres veces con agua bidestilada y tres veces con 
agua grado HPLC. 

j 'FESIS C'0JIT l 
FALLA iJE ORIGE~ 



234 
TESIS CON 

FALLA DE ORIGEN 

+En el dispositivo utilizado para la filtración de acetonitrilo la 
membrana debe reemplazarse cada cinco veces que éste sea 
utilizado. 

+, Para reemplazar las membranas en el dispositivo para la 
filtración de solventes deben utilizarse las, pinzas incluidas 
con el mismo para evitar daños o, conÍ:aminación en la 
membrana. 
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PRECAUCIONES EN LA ELUCIÓN 

-+ El agua grado I-IPLC para ser utilizada en la elución debe 
pasar la siguiente prueba de pureza: 

Utilizando un detector UV a 250 nm, ,0.02 aufs"'"'· una 
columna de fase reversa C.1a con tamaño de partícula 
en el empaque de 1 o . µm, .• se·.: corre·: una e lución 
gradiente de 1 00% agua • a .100% acetonitrifo, a 2 
mf/min durante 20 minútos, 'después de .40 min de 
pasar agua a través de fa columna: ·El incremento en 
fa línea base no debe ser mayor a 0.12 .au. · 

-+ El acetonitrilo grado 1-IPLC para ser utilizado en la elución 
debe pasar la siguiente prueba de pureza: 

Utilizando un detector UV a 210 nm, 0.02 aut:i:, una 
columna de fase reversa C1 8 con tamaño de' partícula 
en el empaque de 1 O µm, se corre una efución 
gradiente de 100o/o acetonitrifo a 100% agua, a. 2 
mf/min durante 20 minutos, después de 40 min de 
pasar acetonitrifo a través de fa columna. El 
incremento en la línea base no debe ser mayor a 0.12 
au. 

-+ Para asegurar que en todas las inyecciones se llena el 100% 
del loop del inyector con la muestra por analizar es necesario 
que se inyecte en cada ocasión un mínimo de diez veces el 
volumen del mismo. Siendo el volun"'len del loop que se 
utiliza en este método de 231.2 µ! el volumen a inyectarse en 
éste debe ser mayor a 2.312 rnl. 

-+ El filtro de entrada de la bomba que se introduce en el agua 
debe reemplazarse cada semana. 

-+ El filtro de entrada de la bomba que se introduce en el 
acetonitrilo debe r~emplazarse cada seis meses. 

u Jufs =unidades de ¿1hsorb01naJ corr<.-spo~~cfti~'U' I~ L-scala completa de J¿a respu{'°SW del 
detector. [absorham .. ·c uniLc.; (corn ... -spondinp. to) fuu,-ScñicJ .. ~·:::~_-:· -. 

. :;_·. :·~-!-.~,; ·'}j'{.:.> ;f . TESIS f'()N 
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+Las mangueras y las válvulas check del cromatógrafo deben 
reemplazadrse cada seis meses. 

+ La columna cromatográfica debe reemplazarse cuando ésta 
ya no sea capaz de pasar la prueba de resolución incluida con 
la documentación de la misma. 

+ Antes de iniciar una nueva elución se debe equilibrar la 
columna con CH3CN:H20 25:75 durante por lo menos cinco 
minutos. 
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