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CAPITULO 1
INTRODUCCION

La; quimica -—desde sus origenes— ha transformado
notablemente la vida de las personas. El mundo ha presenc1ado~
grandes cambios en los materiales que se utilizan para proveernos
—entre-otras cosas— de comida, ropa, medicina,: 11mp1eza, ‘salud,
comodldad' se han introducido nuevos materiales en'nuestras v1das
y los mater:ales tradicionales se han ido perfeccxonando.

La gran cantidad de nuevos productos quin:ucos que en ' la
actualidad sirven para los prop6sitos mencionados requ1ere también
de investigacion para el desarrollo de: métodos analiticos . que
permitan identificar y medir las cantidades y concentraciones de
éstos y los involucrados en su produccion; de tal manera que ésta se
lleve a cabo adecuadamente, las concentraciones en productos
terminados puedan ser controladas y se facilite su identificacién.

Para el caso de los agentes tensoactivos sus caracterfsticas
anfifilicas dificultan su aislamiento y la medicién de sus
concentraciones por los métodos analiticos convencionales; de ahi la
bisqueda de métodos analiticos alternativos que permitan obtener
mejores mediciones. Desgraciadamente estos métodos alternativos
consumen muchos recursos y duran mucho tiempo, por lo que las
nuevas tendencias requieren de métodos analiticos que sean mas
rapidos, mas baratos o ambos —dependiendo de las necesidades de
los procesos relacionados a éstos—, tendencia que va de la mano
con los vertiginosos avances que tiene el anélisis instrumental en
todas sus modalidades.
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CAPITULO 11
OBJETIVO

Desarrollar un método analitico
cromatografico para la cuantificaciéon de Teepol
HB-7 en solucién acuosa.
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CAPITULO II1

GENERALIDADES Y
PARTICULARIDADES

1I1.1 GENERALIDADES

Adentrandonos en estas nuevas tendencias llegamos al
objetivo de esta tesis de licenciatura, el cual es —utilizando la
técnica cromatografia de liquidos de alta resolucién-— obtener un
método analftico instrumental [cromatografico] para la
cuantificacién de Teepol HB72, que compita en precio, velocidad,
exactitud y precision con el método actualmente utilizadob. Para que
el método analitico obtenido pueda reemplazar al método actual,
éste necesita ser validado tomando en cuenta los parametros de
repetibilidads, reproducibilidadd, concentracién minima detectable,
concentracién minima cuantificable, linearidad del sistema,

exactitud y precision.
III.1.1 Generalidades sobre Teepol HB7-

Teepol HB7 es una solucién de la sal de sodio de alquil
sulfatos de cadena larga. El alcohol del cual provienen es una
mezcla especifica de alcoholes Cs, Cio, C11, Ci12 y Ci1a especialmente
seleccionados para proveer alta solubilidad combinada con buenas

Actualmente el Teepol HB7 se conoace con el nombre comercial de Neodol HBZ.
* El motodo actualmente utilizado se encuentra dentro del grupo de 1los métodos analiticos
alternativos. Fue desarrollado por ¢l M. en C. Arnulfo Germdn Roméro Uscanga. | < =m0 & L
© Repetibilidad es la caracteristica que Licne un proceso de cjecutarse de manera idéntics ala” 5~ 7
ultima ocasion en que ¢éste se haya llevado a cabo, independientemente de cudnto liempo haya
transcurrido on ese lapso.
+ Reproducibilidad es la caracteristica que liene un proceso de cjecularse de manera idénlica a la
ultima ocasion en que éste se haya llevado a cabo, independientemente de qué persona lo haya

pueslo en practica,

+ Teepol HB7 os marca registrada de Shell Detergents.
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propledades emu151f1cant , Qsolublhzantes Cyiide acnvu:lad
superficial, ademas de’lat 51mp11<:1dad Y estabxhdad asocxada ‘a’las
sales de sodio. :

El Teepol HB7 se prepara por sulfatacién en un proceso SOa de
pelicula delgada continua para asegurar un bajo color y el minimo
contenido de materia organica no sulfatada y sal organica. Contiene
como minimo un 40%w/w de sulfatos de alcoholes primarios
(expresados como sales de sodio).

ESPECIFICACIONES DEL TEEPOL HB7
DETERMINACION ESPECIFICACION
Materia activa > 40.0%

Acidos grasos libres < 0.17%
Alcalinidad total 0.05 - 0.29%
Densidad a 25°c 1.030 - 1.075 g/ ml
Solubilidad al 10% totalmente soluble
Materia fija 40.0% min
Humedad 60.0% max

pH al 5% a 25°c 7.0 -85
Viscosidad Brookfield a 25°¢ 90.0 - 105.0 cps
indice de refracci6én a 25°c 1.3860 - 1.4000

® Tabla 1.27°

Teepol HB7 es un liquido amarillo palido con una viscosidad
excepcionalmente baja para un producto tan concentrado. Puede ser
bombeado y manejado con facilidad. La exposicién prolongada a
temperaturas por debajo de 10°C pueden provocar.la precipitacién
de componentes tensoactivos, pero estos se redisuelven
rapidamente cuando el producto se calienta.

[ TESIS CON
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! Fuente: Shell Detergents. Teepol HBZ. Technical Bulletin D1.3.1.2. Skcll Chcmxcal Internacional
Trading Company. LLondon 1984.




7

Viscosidad del Teepol HB? Viscosidad a 20°C de Teepol HB7
como funcién de la temperatura diluido con agua
100 300 B

Viscosidad mm/s
8
T

sof-
2 el

o= 1 1 — 2 1 g

10 =0 20 a0 -3 : =
Temperatura °C . 7 w0

e Figura1.1' e ; '-'g

: 2

>

viscosidad
permanece constante en un 1ntervalo I
dado de temperatura. El Teepo ‘HB7.
puede diluirse con -

% masa de Teepol HB7 en agua

Figura 1.2'
viscosidad decrece con'la’ *dllucxon‘

como se muestra en la ﬁgura 1. 2.
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En coman con muchos otros alq 11 ulfatos pnmanos, el Teepol
HB7 tiene - una temperatura ‘de. ecxpltamo que.“es - casi
independiente de 1la: concentracxén + [excepto.’en: soluciones
extremadamente dxluldas] El punto de precipitacion; del Teepol HB7
es remarcablemente ba)o comparado con el de otros alqullsulfatos.

El Teepol HB7 es una‘solucién muy hgeramente alcalina con
un pH cercano a 8 [medxdo en una solucién al 5% de materla activa].
Esta elecci6én de. pH ha sido disefiada para asegurar maxima
estabilidad qufimica, acoplada con suavidad para la piel; se
incorpora un buffer al producto para mantener el pH en su punto
O6ptimo.

El Teepol. HB7 es completamente estable durante su
almacenaje- a “temperaturas de hasta 40°C. Debe ser evitada la
exposicién prolongada a temperaturas superiores a 40°C, aunque
exposiciones cortas de unas cuantas horas no tienen efecto
deteriorante.

Como con otros alquilsulfatos, el contacto con acidos fuertes
puede provocar la hidrélisis de los componentes activos del
detergente. La . velocidad de hidrélisis es minima a temperatura
ambiente, pero ‘la exposicibn —en condiciones &acidas— a
temperaturas ~elevadas causa una extensa descomposicion 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 condiciones neutras, acidas 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% vw/v).
Algunos de estos resultados son
presentados graficamente en la
figura 1.3.

Estabilidad del Teepol HB7 en soluciones
dcidas y alcalinas o temperaturas clevadas

8

1M 150, @ 0T

Detregente activa residual (% del nivel inicial)
B 8 8 883 8 8

» 1 150, © 80C

5

Dias

Eigura 1.3’

% pérdida de detergente activo
Dias En agua En solucién de H2SO4 En solucién de NaOH
0.1M 1.0M 0.1M 1.0M
20°C | 50°C | 80°C | 20°C | 50°C [ 80°C | 20°C | 50°C | 80°C | 20°C | 80°C [ 20°C [ 80°C
1 o 0 (4] 0 1 10 0 4 65 1) 0 0 2
2 V] 1) ) 0 3 25 0 11 83 o 1 1) 3
3 0 [4] 0 o 4 35 0 17 89 0 1 o 5
7 0 0 1 0 9 62 1 35 - o 2 o 9
10 0 0] 1 1 12 73 1 49 - ] 3 )] 13
14 o 0] 2 1 16 83 1 60 - 0 4 0 17
30 1] 1 4 2 28 - 2 83 - 4] 6 o 30
60 0 - - 3 43 - 5 - - 0 - 1) -
120] o - - 1 Z - 12 - - 0 - 0 -
- Tabla1.2'
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El método analftico que se utiliza en la actualidad para Teepol
HB7 consiste en una titulacién;en'la:cual se coloca dentro de un
embudo de separacién una alfcuota de la muestra, cloroformo y azul
de metileno; de tal manera que mientras existe actividad detergente
en el producto, el azul “de’ metileno se mantiene en la fase
cloroférmica, 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 analihco depende de wuna continua
agitacion del embudo de separacion para que se alcance el equilibrio
entre el azul de metileno acuoso y el azul de metileno cloroférmico,
por lo que para encontrar con precision el punto de equivalencia se
necesitaria mucho tiempo de agitacién tras agitacion 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 andlisis, pero
también provoca una pérdida en la exactitud del punto final de la
titulacién ([por lo general muy por encima del punto de
equivalencia]. .

A continuacién se muestra el procedimiento de:; la ‘norma
Banxico para la determinacién de materia activa en muest-ras ‘de
Teepol HB7.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Se pesa aproximadamente con precision 1 g de muestra de
tensoactivo, ia 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 solucion.

De esta solucion se toman 10 ml los cuales se colocan en un
embudo de separacion y se les adicionan 15 mi de cloroformo y 25 mil
de solucion indicadora de azul de metileno, se agita vigorosamente y se
remueve el tapon dejando separar las fases acuosa y organica.

Se observa la diferencia de coloracion entre las dos fases, un
color azul intenso aparece en la fase organica mientras que la fase

acuosa permanece incolora.

Posteriormente se titula la solucidén con el reactivo de
Hexadeciltrimetilamonio de concentracion 0.004 M, agitando en cada
adicién y esperando la separacion de las fases hasta que la coloracion
observada a contra luz sea intensa en la fase superior (fase acuosa) y
se observe la decoloracion de ia fase inferior (fase organica).

Se toma el volumen en ml gastado de la solucidn titulante y se
hacen los calculos respectivos:

CALCULOS:
VitxM x266 x 100

Vm=<Dx=<1000 VoMA

Donde:

MA materia activa

Vit volumen de titulacion

M molaridad del hexadecil-trimetil-amonio ( 0.004M)

266 eso molecular promedio del Teepol

vm volumen de la muestra (10 ml)

D densidad promedio del Teepol

1000 | factor para convertir a litros

TESIS CON
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A continuacién se muestran las especificaciones de la soluciéon
de limpieza de acuerdo a la norma Banxico y el procedimiento para
la determinacién de materia activa en la misma.

ESPECIFICACIONES DE LA SOLUCION DE LIMPIEZA TEEPOL HB7 - SOsA

DETERMINACION ESPECIFICACION
NaOH 0.70 - 0.9%
Teepol HB-7 016 - 0.2%

e Tabla 1.3 "

Se toman 10 ml de muestra y se mezclan en un embudo de
separacion con 25 mi de solucion indicadora de azul de metileno y 15
ml de cloroformo. Se titula con solucién de Hexadeciltrimetilamonio
0.004 M, agitando constantemente, hasta el punto final en el que la fase
azul pasa a la parte superior.

CALCULOS:
Vit x M %266 <100
Vin=<Dxi000 — *MA
Donde:
MA materia activa
Vit volumen de titulacion
M molaridad del hexadecil-trimetil-amonio ( 0.004M)

266 peso molecular promedio del Teepol
vm volumen de la muestra (10 ml)

D densidad promedio del Teepol

1000 [factor para convertir a litros

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Banco de México. Normas

h Fuente: Control de i >
Banxico Para Andlisis Quimicos: Solucion de limpicza (So.w = Teepol HBZ7). México 1996.
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II1.1.2 Generalidades sobre Anilisis de Detergentes

A principios de siglo, todo el analisis de agentes tensoactivos
habfa estado limitado al de los jabones. Con la introduccién de los:"
alcoholes grasos sulfatados, sulfonatos de alquil naftaleno y otros
agentes tensoactivos sintéticos —alrededor de 1930— se geners
también la necesidad. de: tener técnicas de analisis y. métodos !
analiticos adecuados para cada una de estas sustancias. ; PR

abarcar no solo- métodos para ‘reconocer la presencia de éstos
también para alslarlos de las numerosas formulacxones en dond

determinar cuanutatlvamente la cantidad de cada uno- de los
componentes tensoacnvos presentes. e

El anaAlisisude una mezq]a de surfactantes generalmente'es un
trabajo dificil y delicado.:

Los detergentes se pueden encontrar en un vasto namero de
preparaciones (industriales y domésticas). De ellas las soluciones
acuosas muy diluidas presentan problemas para su anailisis, pero
generalmente son suficientes ciertas caracteristicas de soluciones de
agentes tensoactivos [como podria ser la formacion de espuma] para
indicar su presencia. La identificacién del tipo de carga de_los
tensoactivos puede hacerse utilizando indicadores cuyos colores o
caracteristicas de solubilidad cambien por la presencia  de
surfactantes de un tipo de carga determinado. S

Es imposible hacer un analisis cuantitativo a menos que se
disponga de informacién acerca de la naturaleza exacta de cada uno
de los componentes de la mezcla. y la . identificacién cualitativa de
sus componentes se dificulta a menos que se dlsponga de un método

ara separarlos.
T TESTS CON
FALLA DE ORIGEN
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‘Para tener una identificacién 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 dificil idear un método riguroso que
sea general para el aislamiento de los tensoactivos. Sin embargo,
comparten caracterfisticas que les permiten ser aislados por métodos
de extraccién [bajo condiciones apropiadas de pH, concentraciéon de
electrolitos y temperatura] mediante la selecciébn adecuada de
solventes. Los tensoactivos deben —por estos métodos— ser
liberados de sales inorganicas y otros materiales insolubles, ser
concentrados (cuando se encuentran en soluciones acuosas diluidas)
y separados de aceites organicos o solventes inmiscibles con el agua.
En los altimos afios han sido también utilizados otros métodos para
estos propositos [particularmente adsorcion selectiva y
cromatografia].

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 préactica comun el uso de mezclas de tensoactivos en lugar de
sustancias individuales, por lo que al aislamiento sigue
normalmente la separacién 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 separacién por destilacion fraccionada, su tendencia a
emulsificar liquidos inmiscibles dificulta las extracciones liquido-
liquido y sus propiedades de solubilidad les dan un
comportamiento impredecible en extracciones liquido-s6lido vy
cristalizaciones.

Son utilizados ya sea métodos cromatograficos o métodos de
extraccion liquido-liquido acoplados con modificacién de los
componentes.
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Los procedimientos comunmente utilizados en la actualidad

emplean:
ke intercambio i6nico para la separacion de surfactantes
i6nicos y no i6nicos,
% extraccion liquido-liquido o cromatografia para separar
diferentes tipos de surfactantes i6bnicos o no i6nicos, y
¥ cromatografia 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 minimo conocimiento acerca’ de las
caracteristicas de la mezcla y el tipo de componentes: que se )
encuentran en esta, para poder seleccionar de entre tantos el
6ptimo para la separacion de cada una de ellas. ]

presentes por métodos 1nstrumentales y/ o qufmxcos

Los métodos utilizados para determ.lnar el contenldo de -
surfactantes en composiciones varfan desde métodos generales -
como pesar el material soluble en ciertos solventes hasta aquellos
meétodos sensibles y especificos como la espectrofotometria. Ambos
métodos (instrumental y quimico) 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 especifico de la
misma. Los métodos cromatograficos también se emplean y en ellos
el analisis esta basado en fenémenos tan variados como respuestas a

estos puedan ser obtenidas.

TESIS CON
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Los métodos cuantitativos pueden usarse ya sea para
determinar exactamente o simplemente para estimar el contenido de
surfactantes en una composicién: dicha distinci6én se fundamenta en
la informacién disponible con respecto a la estructura de cada
analito en cuestion, de ahi que si la estructura exacta del surfactante
o su peso molecular pueden obtenerse o son conocidos puede
hacerse una determinacién cuantitativa y por el contrario si ninguno
de estos dos  parametros esta disponible solo es posible una
estimacion.
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II1.1.3 Generalidades sobre Cromatografia

I1I1.1.3.1 TEORIA GENERAL DE LA CROMATOGRAF{A

El término cromatograffa es el que se aplica generalmente a los
procesos fisicoquimicos de separacién en los cuales los componentes
a ser separados estan distribuidos entre una fase estacionaria‘y una
fase movil. La clasificacién de los distintos tipos de cromatograf{a
puede depender del estado de agregacion de estas dos fases. : i

liquida |sdlida
gaseosa’ GLC GSC
lliquidai LLC LSC (HPLC)

ok ITabia 1.4

En cualquier caso el proceso de separacxén puede ser descrlto
utilizando la misma teoria general. : BN

Los componentes de la muestra son. acarreado por una. fase
moévil a través de una fase estacionaria. Los dlferentes componentes
son retardados por la fase estac1onar1a n’ bas ai ciones como:

+ Adsorci6n superficial o :

+ Solubilidad relatlva'

+ Carga !

TESIS CON
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i Cromatogirafia de gases.

j Cromatografia de lfquidos.
k G = pas, L = liquido, S = s6lido, C = ¢ rnnmluprdfia, HPLC Cromalogiraffa de liqguidos de alta

resolucion,
1 Fuente: Markus Ldubli - Peter Bruttel - Rahm:i Dorzg Ion Chromatogmphy Theory, Columns and
Eluents. Metrolim Monograph 50143,
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111.1.3.2 T1POS DE SEPARACION

f__-'_—__

kcspu‘esl'a

Volumen de la muestra

- "’“Fig'ur:a 1.1

Anadlisis 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 retencién relativa. No es
util como un método de separacion.

Anailisis de
materiales
columna al ser desplazados por un soluto
retenido mas fuertemente.
alcanzar una resolucién completa y no tiene
efecto alargar o acortar la columna.

U e ™ Figura 1.2

"y
ot

L
v
3

¥

retencién  relativa.

7 el ™Eigura 1.3

desplazamiento. Los
se mueven a través de la

No es posible

Eluciéon. Un soluto se distribuye entre las dos
fases (equilibrio). La separacién esta basada en la
Hacer
incrementa el grado de separacion. Muchos tipos de
atracciones competitivas pueden ser utilizados.

la columna mas larga

m Fuente: James K. Hardy and The University of Akron. Chamical Scparations.
http://odin.chemistry.uakron.edu/chemsep/index.html 1995.
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Dos aproximaciones pueden ser tomadas ‘en’ cuenta para’ -

explicar el proceso de separacién. -

@ Teoria de los platos propuesta en: 1941 por Marnn y Synge.
Basada en una analogfa con la destllacxén‘y'la xtraccxén a
contracorriente. g

-Teorla cinética. Exphca la dlnam.lca‘de u

J. J. Van Deemter.

955;

Cada una tiene sus propias ventajas y limitaciones

ESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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111.1.3.3 TEORIA DE LOS PLATOS

En una destilacién los platos actuales exxsten cuando el vapor
pasa a través de una fase ligquida. Durante esta. mezcla se llega al
equilibrio entre las fases. La altura. de un plato, -
frecuencia. En una columna empacada, 105"'pl to
observados [son llamados platos teérlcos]

p edeh' ser

Si el plato puede ser observado podemos medir su altura. Sino
puede ser directamente observado, podemo
equivalente a un plato tedrico (HETP). Este Concepto se 'extlende
para explicar el proceso cromatogréﬁco. . b

Caracterfsticas cromatogréaficas

La curva de elucién (sefial vs' tlempo) que resulta de una
separacién cromatografica es llamada cromatograma y t1ene ‘una
apariencia similar a la siguiente: S

Serial } - DL :
3 . Componente 1 Componente 2

Pico de inyeccion

~ Ve

« | Figura 1.4
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Von volumen muerto
Vr ® . volumen de retencién
V'rn volumen de retencién neto

o “desviaci6n estdndar
Wo s  ancho del pico a la mitad de la altura
W, ancho del pico en la base :

Con la informaci6én obtenida del cromatograma se calculan los
siguientes parametros que individualmente son medidas ‘de la
separamén ‘de los componentes dentro de una columna.

Factor de capacidad k’ es una funcién del’ tlempo de retenci6ne®
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‘ estd  siendo eluida. cerca del pico de inyeccién y
consecuentemente, la separacién es muy deficiente. C)ptimamente, el
factor de capacidad debe tener valores entre 1 y 5; valores mas altos
solo dan lugar al ensanchamiento del pico, menor deteccion y

mayores tiempos de analisis.

El factor de capacidad es dependiente de la fuerza del eluyente
por lo que cualquier cambio en ésta proporcionara valores distintos
de K. : o RERRERRA )

TESIS CON
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n Los pardmetros Vo, Ve y V'r—de volumen— pueden ser convertidos en pardametros de ticmpo

L, te ¥ Uk ulilizando una velocidad de Mujo constante.
o El tiecmpo de retencion siempre serd el mLsmo pard una nu_smd sustandcia en un mismo sistema

cromatografico.
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Selectividad a es una medida de la eflcnenma de la separac16n
en un sistema cromatografico. o

K'
o = —

K’y

La manera mas efectiva de mejorar la separacién involucra un
incremento en la selectividad' por el uso de una columna mas
adecuada para la- separacxén o por el cambio de composicion en el
eluyente.

Mecanismo de separacién de 1os componentes

El volumen de la fase movil es proporcional a la longitud de la
columna, por lo que la retencién 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 rafz cuadrada de la longitud de la misma; por lo
gue no basta el alargar la columna para obtener una mejor
separacion.

De acuerdo .a  la teorfa de los platos, una columna
cromatografica es matematicamente equivalente a una columna de
platos. La longitud total se divide en N segmentos, cada uno
representando una etapa de equilibrio o plato tedrico. Se establece

: un equilibrio en cada plato teOrico
mientras la fase moévil va pasando de
uno a otro. El pico producido por un

< analito al ir emergiendo de'la columna
puede ser . unhzado para: determinar
~—en". base "a su parametros— el
~numero de platos teérlcos en ésta.

® ™ Figura 1.5

-

(»525]2 16 V\{,J-
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Si N es.un- numero grande, la
distribucién’'de Poisson se aproxima
a una distribucion gausiana, este es -
el caso de -la - mayor(a de . las’

n=1000 n=100
columnas. A" mayor numero de -
platos teérlcos .mejor- retencién 'y
mayores: hempos de retenc16n
e m Flgura1 K3
Resolucié :una: medida. de que tan

completamente : eparados dos - picos

vecxnos, uno del o

z(t,u*‘—tm) ‘ 1177(tm—tR,)

“(n"‘“(a,z . “651'*‘“()5,2

: Una ‘resolucién con valor 'de
‘para andlisis cuantitativo [valores
s6lo incrementan el uempo d a ali

de los :
dg_la"‘ultuna sustancia elufda], o y N en un ,1stema
cromatografico.r . g

L TESIS CON
FALLA DE ORICEN

p Mads util en LC.




24

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

111.1.3.4 TEORIA CINETICA DE LA CROMATOGRAFIA

La teorfa de los platos telricos no toma en A:c‘uenta los

conceptos de difusién del soluto y rutas de flujo, la teorfa cinética
los explica'y puede ser usada para predecu' el efecto en factores del
desempeﬂo de una columna como: : .

- Propiedades de las fases

- = Difusividades del soluto

- Coeficientes de particion

-~ Espesor y viscosidad de las fases
— Tamarfio de particula del empaque
-~ Porosidad del empaque

-~ Velocidades de flujo

Van deemter propuso una ecuacién parcial diferencial pafa

una isoterma lineal, resultado de una funcién de la concentracion de .
eluyente. Esta basada en una distribucién gaussiana similar a la:de
la teoria de los platos. Intentaba con ello explicar la dmam.lca de un’
proceso de separacion.

8 kd?

+—

72 (1+k)’D,

N factor caracterisnco del empaque
dp _"dxémetro de la particula

v .. .« factor para la irregularidad de los espacios interparticula
Dy, . coeficiente de difusién del compuesto en gas

Dy coeficiente de difusién del compuesto en liquido

u- velocidad linear del gas

k- ~razé6n de capacidad

dr. .. Grosor de la capa efectiva en la fase estacionaria

H altura de un plato te6rico (HETP)



La ecuacion consta de tres términos basicos:

2Aad ;- - .. Término relacionado al empaque: A
2yDg ] Término de la fase movil: B

u
8 kd? Término de la fase estacionaria: C

—_— u
1+ k)°D,

H=A+B/u+Cu

A Difusion
multiruta o
de torbellino m ® 9dFigura 1.8
B Difusion
molecular ’—/\‘
® ™M Fiqura 1.9

C Resistencia a la transferencia de masa

. -Notese. que A, B y C son
! B/u - constantes pero el efecto de By C es
] Cu dependiente’ de “la velocidad de la
I' A ) AL fase movil. )
i

® ™ Figura 1.10
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# g Fuente: Dr. Yuri Kazakevich and Prof, H.M.McNair, Basic Ligquid Chromatography.
http://hplc.chem.vt.edu/my_home/book/content/index.html 1995.
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No es necesario calcular H en cada c¢ombinacion de
columna—eluyente para poder utilizar esta  relacién. El
entendimiento de los efectos de cada término debe ayudar a
seleccionar las columnas apropiadas y flujos 6ptimos.

Una vez empacada la columna no hay manera de reducir el
término A. Su efecto puede ser reducido por la utilizacién de:
=>Empaque de tamarfio regular. ’
=>Empaque con tamaiio de particula pequerfio.
=>No permitiendo que haya empaque suelto o espacio muerto
en la columna. -

La difusion molecular representa el ensanchamiento del pico
debido a su difusién en la fase moévil. La difusién reversa es mas
significativa que hacia adelante debido al flujo de la fase moévil.

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

Toma tiempo el que un soluto alcance el equilibrio entre las
fases moévil .y estacionaria. Las fases viscosas tienen términos C
mayores. Se puede minimizar el efecto del término C utilizando
fases moéviles menos viscosas y manteniendo el flujo tan lento como

sea p051ble —dentro de los lim.ltes“lmpuestos por el efecto del

v o idad ' 6ptima es
; ,cuacxon ‘de .. Van
i,'deemtex‘ Y. de condlcxones précncas

®. ™ Figura 1,11
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e En sus -—uucxos -la..-cromatografia- de
i\"‘_"-" - liquidos dependia de.empaques irregulares;
_,actualmente los empaques han mejorado

vbastante por lo que el término A es muy bajo.

i Los térmxnos B.y C'son bajos debido a que los
"liqundos se d1funden mucho mas lentamente

o Ach.ialiﬁeﬁtg

® T Figura 1,12 -

- TESIS CON
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II1.1.4 Generalidades sobre HPLC

11I.1.4.1 HISTORIA

La cromatografia de liquidos
fue descubierta por primera vez en
1903 por M. S. Tswett, quien . utiliz6
una columna de gis para separar los
pigmentos de las hojas verdes. Solo
hasta 1960 se comenz6 a poner mMas
énfasis en el desarrollo de este tipo
de cromatografia hasta llegar a la
cromatograffa de liquidos de alta

® 9 Figura 1.13

resoluciéns, la cual ha llegado a ser
en la actualidad la técnica analitica
mas ampliamente usada.

r HPLC
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111.1.4.2 CLASIFICACION . .

" Existen 'xnil.'lchaswforrrma's' de clasificar la cromatografia de
liquidos (LC); si la clasificacién esta basada en la naturaleza de la
fase estacionaria y el proceso de separacién pueden especificarse

tres modos:
En la cromatografia de adsorcion® la

e fase estacionaria es un adsorbente y la
== separacion esta basada en repetidos pasos de
adsorcion—desorcion.
® MFiqura 1.14

% En la cromatografia de intercambio

ionico (IC) la fase estacionaria tiene una

®—@> superficie con carga i6nica opuesta a la de los
) iones de la muestra. Mientras mas fuerte sea

:'g la carga en la muestra, mas fuerte sera su
® T Figura 1.15 atraccion hacia la superficie iénica y por lo
tanto tomarda mas tiempo su elucién. La fase moévil es un buffer
acuoso donde ambos pH y fuerza i6nica son usados para controlar

el tiempo de elucién.

. ;j"' En la cromatografia de exclusion
.. 1T . molecular (SEC)* la columna es llenada con
un material con tamarfio de poros

C ® — precisamente controlado y la muestra

.~ simplemente es filtrada de acuerdo a su
e ™MCFEigura 1.16 tamario molecular —solvatada—. Las
moléculas mas grandes salen rapidamente de la columna, mientras
que las pequenas penetran dentro de los poros de las particulas del
empaque y son eluidas posteriormente.

TESIS CON
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s Ya sea fase normal o fase reversa.
t También llamada de filtracién en gel o de permeacion en giel.
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Con base en la polaridad de las fases movil y estacionaria se
puede hacer una distincién similar entre los diferentes tipos:

Polaridad de la fase estacionaria

Cromatografia
i6nico _ de intercambio
k . i6nico
Cromatografia
polar de fase normal
RS R Cromatografia Cromatografia
no polar de fase reversa de par i6nico Polaridad
il T T T de la fase
. no polar polar i6nico mévil

e _Tabia 1.2

Existen dos tipos de elucion:

o 4 -

® 49 Figura 1,17

12

»»>Gradiente en la que
la composicibn —y Ila
fuerza— va cambiando
durante la corrida.

»>Isocratica en la que
una composicién constante
del eluyente es bombeada a
través de 1la columna
durante todo el analisis.
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111.1.4.3 HPLC vs CROMATOGRAFIA TRADICIONAL

Como punto de compar cién entre la utlhzacxén de HPLC vy la
cromatograﬁa trad1c1ona ‘pueden c1tarse los 51g‘ 'entes ejemp105'

>>Columnas reutlhzables de dl metro pequeﬁo (2-8 mm), en
acero 1nox1dableu ; : :

>Empaques “de colurnna con': tamaﬁo de  particula “muy
pequeiio (3, 4,5, 6,10y 15 pmv). :

>El continuo desarrollo de nuevos materiales para ser
utilizados como fases estacionarias.

>Presién de entrada relativamente alta.

>Flujo controlado de la fase moévil.

>Introduccién precisa de la muestra sin la necesidad de
grandes cantidades.

>Detectores de flujo continuo capaces de manejar flujos lentos
y de detectar muy pequeiias cantidades.

>Calibracién automatica de los instrumentos.

> Anaélisis rapido.

> Alta resolucion.

TESIS CON
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u Actualmente comienzan también a utilizarse columnas capilares para HPLC.
v Pueden encontrarse en ol empaque partfculas de un mismo tamano o combinaciones de dos

Lamanos.
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Los empaques
modernos para HPLC
son particulas
pequenias y rigidas
con gran superficie
de contacto. Sus
principales
parametros son los
siguientes:

=Tamaho de particula: 3, 4, 5,
6,10 y 15 umw.

= Forma esféricax.

= Distribucion del tamafo de
particula tan estrecha como sea
posible (usualmente 10% del
promedio).

»Tamaifio de poro: 70 a 300 A.
=Superficie de contacto: 50 a
250 m2/g.

»Densidad de fase enlazaday:
1 a 5 sitios de adsorcién por
cada nma2.

® 4 Figura 1.19

e 4 Figura 1.20

w Pucden encontrarse en el empaque particulas de un mismo tamano o combinaciones de dos
tamanaos,

x No necesariamente porque todavia se sigjuen utilizando empaques con particulas de forma
irregular, . ;
y Unicamente para empaques de fase enlazada.




Entre: la gran varledad de solventes unhzados en- HPLC se
encuentran’ las sxgulentes propledades comunes:

>>Pureza
>>Compat1b111dad con el detector.
>Solubilidad de la muestra.:.

> Ba]a viscosidade=.

>-Baja’ absorbanciabb.
>-Reactividad nulace.

>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 organico
polar como acetonitrilo, para IC se utilizan soluciones buffer
acuosas con fuerza i6nica controlada y para SEC los eluyentes tienen
que disolver los polimeros y suprimir toda posible interaccién entre
las moléculas de la muestra'y la superficie del material de empaque.

TESIS CON
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7 Dobe ser mayor a 99.99% [el agua debe tener una resistencia hasta de 18MQJ.
a4 Los que son miscibles con el agiua deben también prosenlar baja viscosidad en todas las
proporciones de la mercla,

bb En la longitud de onda que se pretenda ultilizar, "
e El eluyente en ningun momento debe reaccionar con la muestra —ni <xqu1('ra debe inducir su

cristalizacion—.
dd Por lo general el precio de los solventes grado HPLC os mu)' clcv.)do.
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111.1.4.4 INSTRUMENTACION.

Columna Detector Adquisiciéon de datos En un sistema
moderno de HPLC
la instrumentacion

incluye una bomba,

o = un inyector, una

columna, un

> detector y un

e integrador o un

sistema para el

[Inyector manejo de datos;
Fase mévil

siendo la parte mas
e 9 Figura 1.21 importante la
columna, ya que es ahi donde ocurre la separacion.

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 tuberia de teflon.
Estos solventes deben estar libres de aire disueltoff y particulasss por
lo que es recomendable filtrarlos al vacfo por membranas con
porosidad de 0.45um o menor y degasificarlos con vacfobh,
ultrasonicacién y un constante burbujeo de helio.

ce También son utilizados frascos de policarbonato [para eluyentes polares] y puhprupllcno {para
cluyentes no polares].

(f El aire disuelto puede provocar variaciones en 1a separacion y en grandes cantidades puede
formar burbujas que son depositadas en la bomba y provocan un flujo discontinuo e inexacto del
solvente.
iy Las particulas que se encuentren en el solvente tienen un efecto abrasivo sobre las panes dL la
bomba ademas de depositarse a la entrada de la columna provocando un incremento en la presion
por la obstruccion de los poros del empaque.

hh El vadio puede ser el mismo de la filtracion y se obtienen 6ptimos rcsultadm gon vado y.
ultrasonicacion simultdneos.
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Es necesaria la
utilizacién de bombas de
alta presion para forzar el
paso de la fase moévil a
través de los poros del

empaqueil. Es muy
importante —mas no
esencial— la estabilidad
en la velocidad de flujo
“I.Fiqura 1.22 que pueda proporcionar

una bomba —siendo mejor la que proporcione un flujo mas
constante y exacto—.

Una caracteristica adicional de algunas bombas para
cromatografia es la capacidad de tener un control electrénico
externo, muy fatil cuando se pretende tener gradientes controlados
pero superflua cuando son utilizados métodos isocraticos.

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

& Velocidad de flujo: 0.01 a 10 ml/min

& Velocidad de flujo estable (variacién no mayor a 1%:i)

& Presion maxima hasta 6000 psi

El empacado de una columna con particulas de diametro
pequeio requiere gran habilidad y equipo especializado por lo que
es recomendable la utilizacién de columnas preempacadas a menos
que se sea un cromatografista experto. Por lo general una columna
de HPLC tiene un tiempo de duracién muy largo a menos que sean
utilizadas de una manera destructiva como podria ser el uso de
eluyentes altamente acidos o basicos o la inyeccién continua de
muestras contaminadas biolégicamente o muestras crudas.

it No siecmpre s necesario un tamano dc purtfcul..\ muy pcquuno y —en separaciones sencillas—
pucde significar un ahorro el uso de particulas mas grandes, 10 que a su vez s menos demandante

de presibn podria ser suficiente cl uso de una bomba no'm tente.,
).2%
TESIS CON
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Actualmente los detectores mas utilizados son
6pticos: Hacen pasar un has de luz a través de
una celda de flujo continuo y volumen
pequeiio. Son monitoreadas —y mandadas al
integrador (o computadora) como cambios en
el voltaje de salida— las wvariaciones en la
intensidad de la luz causadas por absorbancia
UV /viskk, emision de fluorescencial! o cambio

refraccién™m de )
. . mercurio

—dependiendo del tipo

de detector utilizado—

de los componentes de

en el indice de umpara[ Filtro

Fotodiodo

® 9 Fiqura 1.23 la muestra al ir

pasando por la celda. Son también utilizados Celda,\mp‘i’iﬁmdor
detectores electroquimicos 1, de e 49 Figura 1.24
conductividad electrolftica y de

espectrometria de masas ™.

00,

- Figura 1.25

kk El detector que mds avance ha tenido en los altimos anos es ¢l de arreglo de diodos, capaz
de monilorear simultancamente varias longitudes de onda desde 190 hasta 800 nm.

I} Los detectores de fluorescendia y clectrogquimicos son bastante sensibles (hasta 10-15 M) pero
tambicén son muy selectivos., -

mm El detector de indice de refraccion s universal pero es ¢l menos sensible.

nn El detector de espectrometria de masas es ¢l mds poderoso —puesto que permite detectar,
cuantificar e identificar los componentes conforme van emergiendo de 1a columna— pero a la vez
os ol mas caro y complicado.

oo Fuente: Rheodyne - homepage. http: / /www. rheodyne.com/index.html 1996.
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La 1ntroduccnon de la muestra en. la columna puede' llevarse a
cabo de varias maneras —desde eluso’ de una: valvula‘ de inyecciéon
hasta 1nyectores automaticos con automuestre dores y controlados
por un nucroprocesador——- SR B A

Las muestras liquxdas pueden ser 1nyectad rectamente y
las muestras  s6lidas solo necesitan dxsolvers ,el solvente
adecuadorp.” El tamafio de la muestra : puede “variar kdes‘de
nanogramos hasta 2 mg diluidos en 2 ml de solvente. = 700700

Como la sefial producida por el detector es electrénica pueden
ser utilizadas técnicas modernas de adquisicién de datos para el
almacenamiento digital de los cromatogramas y su posterior analisis
ya sea por medio de un sencillo integrador o por medio. de
aplicaciones “inteligentes” en microcomputadoras , las cuales llevan
acabo —ademas de la integracién— analisis mas complejos de los
cromatogramas e inclusive llegan a automatizar el método desde el
control de inyectores y bombas hasta el analisis cuantitativo de los
componentes presentes en cada uno de los cromatogramas.

TESIS CON
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pp El solvente que conticne Ia mueslra debe ser mu.cnblc con el cluyente y de preferencia ser el
mismo cluyente el solvente para evunr mwrfcmncna enel sistema.
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III.2 PARTICULARIDADES

II1.2.1 Polaridad del Teepol HB7

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

. Por ser una mezcla de alquilsulfatos Co,
'Cio, C11, C12vm' y Ci3; el Teepol HB7 tiene una
parte polar (sulfato) y una parte no polar. Esta
caracterisnca coman en todos los detergentes
: ue se comporten de una manera diferente
o que las sustancias ani6nicas, las polares y las no
.. polares’ -—en sus respectivos sistemas
cromatograficos— por lo que los tiempos de
retencion pueden asimismo variar dependiendo
de una multitud de factores ademas de los ya
conocidos para sistemas cromatograficos
ordinarios como son la afinidad simultanea
hacia las fases polar y no polar o la

e MM FEigqura_ 2.1 Partes

concentracion micelar critica de los
lar no lar _de un . ..
alquilsulfato. componentes individuales y de la mezcla tanto

en la fase estacionaria como en la fase moévil.

mm En la figura 2.1 se muestra un alquilsulfato Ciz (dodecilsulfato) por ser el mas representativo
de los componentes de Teepol HB7, haciendo notar que no es el tnico de los componentes
presentes y que 6stos no Recesariaomente Lienen que ser lincales y saturados, es decir, no se
descarta la posible presencia de cualquier tipo de  isémeros estructurales ~—ya sea saturados o no
saturados— con cualquier proporcion dentro de la formulacion; siempre y cuando scan
alquilsulfatos Co, Cro, Cri, Ci2 6 Coz



I1I1.2.2 Sistemas cromatograficos teoricamente
adecuados

De entre las fases estacionarias mas recomendables para la
separacion de los componentes del Teepol HB7 se encuentran la de
fase reversa y la de intercambio ani6nico, cada una de ellas con
diferente afinidad hacia los componentes de la mezcla.

El primer sistema cromatografico que serfa recomendable
utilizar utilizar para el analisis del Teepol HB7 es la fase reversa, en
la que las cadenas de 9 a 13 atomos de carbono de los componentes
de la muestra son las que son afines a la fase estacionaria (no polar)
y al utilizar una fase moévil polar, éstas van siendo eluidas de
acuerdo a su polaridad, de tal manera que las moléculas mas polares
van a ser las primeras en salir de la columna y las menos polares
van a tener una mayor retencién por la fase estacionaria.

En la actualidad, las columnas de
fase reversa tienen un empaque formado
por una base de sflica y grupos no polares
[principalmente Csz y Cis] 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 silica, la polaridad de ésta es
enmascarada por la no polaridad de los
grupos que se encuentran en toda la
superficie de las particulas, obteniendo de
esta manera una fase reversa virtual cuyo
comportamiento —en la mayorfa de los
casos— es equiparable al de las fases

e ™ Figura 2.2 Moléculas C;g_que <z
Son enlacadas o la bass de Teversas tradicionales.

sllica,

™ Fuente: Dr. Yuri Kazakevich and Prof, H. M. McNair, }gqs_i_‘;Liqujg_C)mméj.gg(aghy,

http://helz.chem.vt.edu/my_home/book/content/index.html 1995.
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Con la tecnologia mas reciente las particulas de sflica™? tienen .
un tamafio controlado, forma esférica y métodos especiales.para
obtener un empaque lo mas compacto y uniforme: posible; por.lo
que el término A de la ecuacién de Van deemter: en todas ‘las’
columnas de sflica o de fase enlazadac® que utilizen esta" tecnologia
deben ser notablemente superiores en su desempefio con:res ecto a
columnas que lleven en su interior empaques ordlnanosm"f

; para a: separacxén una
columna Nova-Pakui Cs
(particulas . esféricas de
“sflica con diametros de 4
um y con grupos Cs
enlazados) en cuya
superficie seran
adsorbidas las cadenas
L g Figb uea 23 Teeg I‘ﬂ’ B? en una éé@ﬁné Nova-Pak Cg de 9 a 13 atomos de

carbono del Teepol HB7,
de manera: que, al pasar un: eluyente polar por éste sistema las
moléculas con cadenas de 9 atomos de carbono [al ser las menos
fuertemente retenidas por la fase estacionaria) seran las primeras en
ser desprendidas de la fase estacionaria y ser arrastradas por la fase
moévil hasta el fin de la columna, las moléculas de 13 Atomos de
carbono {las mas fuertemente retenidas por la fase estacionarial
tardaran mas tiempo en ser arrastradas por la fase mévil y seran las
altimas en salir de la columna.

nn Ultimamente se utiliza también la alimina para la fabricacion de microparticulas esféricas de
tamano controlado con distribucién uniforme que sirvan como base para la elaboracién de
empaques de fase enlazada eo,

0o Con el término Fase Enlazada han sido llamadas todas las moléculas que son enlazadas
covalentemente a una base de silica o (independientemente de su polaridad) para de esta
manera modificar las propicdades cromatograficas de la base (imponiendo las suyas)
conservando —sin embargo— las propicdades de particula del empaque.

pp Las especificaciones detalladas de los empagues cromatogrdficos se encuentran en el Capitulo
I, bhajo el subtitule “HPLC vs cromatografia tradicional”. Pagina 25.

4y Nova-Pak vs una marca registrada de Waters Corporation.
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Al utilizar una columna Nova-Pak Cas, (partfculas esférlcas de .
sflica con didmetros de 4 um’y. con: grupos Cas: enlazados) .de_una
manera similar a la anterior se tendra:una:“ mayor retenc16n de las
moléculas del tensoactivo :enila. fase estac1onana, conlo} “ual se
puede tener una mejor. resolucxén pero: al: mismo i tiempo . se
incrementa el tiempo- de: anahsxs (parametros que . deben: ser.
evaluados experl.mentalrnente) ‘El orden de elucién de los: dxferentes
componentes de la mezcla debe ser el nusmo que en la columna Cs i
para un sistema de fase reversa. ~ :

* Figura 24 Tee’m/ HB7 en )ma columna No{/a-#é'k cﬂ”
Un 1ntercamb1ador ani6nico fuerte podrfa proporc1onar una
interaccién suficientemente fuerte entre los grupos/-R*/de"la resina
ani6nica y los grupos sulfato de los componentes:del: Teepol HB7.
Una interaccién similar resultaria- de ‘la’ unlxzacxén de‘la: columna
uBondapak NH2 en medio acido. A_unque se’ podria esperar una
mejor separacién entre los diferentes 'componentes"a’nfifﬂicos al
pasar por una columna con. 1ntercambxador anléruco fuerte, al
carecer de este ultimo. tipo de. columna, las mejores opciones
disponibles para la separacion —por: su parte polar— de los
componentes del Teepol HB7 son las dos siguientes:” "’

TESIS CON
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La primera opcion de este tipo puede ser la que tiene como
fase estacionaria una columna nBondapak™ NH-: (particulas de silica
con un tamafio de 10 pm y forma irregular, con grupos NH:2
enlazados a su superficie) [intercambiador aniénico débil] y una fase
movil acida —provoca la protonacién de los grupos amino de la fase
estacionaria - por lo que la vuelve intercambiador ani6nico fuerte

(virtual)}—.""

=0

f

‘m;—-OI'vO‘

g

quilvibr_riri)}f se: establezca entre un intercambiador
a fase 'moévil no polar que no sea muy afin al

anié‘nico,’_l’k
Teepol HBZ.

® Figura 2.6 Teepol HB7 en una columna uBondapak NH; fen medio_no_polar]

rr pBondapak es una marca registrada de Waters Corporation
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En esta nltima variacion del sistema de intercambio ani6nico
para la separacion de los componentes del Teepol HB7 se tiene una
interaccién muy débil entre éstos y la fase estacionaria y, a la vez,
una interaccién muy fuerte entre los mismos y la fase moévil por lo
que seria de esperarse que los componentes de la mezcla salgan muy
rapido de la columna y por lo tanto no  tengan una:muy buena
resolucion. Todo lo anterior dependiendo de la fuerza del eluyente y
de las variaciones en el sistema podrian resultar experlmentalmente

en una buena separacion.

Por ultimo podrifa ser tomado como cnteno de separacxén
cromatogréfica el tamafio de las moléculas de Teepol HB7; al pasar
las moléculas de la mezcla por un gel de porOSIdad,constante las
mas pequefias se van atascando en los poros: . por impedimento
estérico mientras que las moléculas de mayor tamafio. fluyen por la
parte externa de los mismos poros, de tal manera que se obtiene un
orden de elucién que comienza con las moléculas de mayor volumen
y termina al ser elufdas las de menor tamarfios. Al ser moléculas
pequefias y muy parecidas, cuyos pesos moleculares podrian variar
entre 246.29 y 302.4!t por lo que su diferencia es menor a una unidad
logaritmica se tendrian dos problemas: el primero de ellos, un
tiempo de retenci6én exageradamente largo por el  tamaiio tan
pequefio de las moléculas y el segundo, una separacién muy pobre
al haber tantas moléculas distintas dentro de una‘misma unidad
logarftmica de peso molecular. Es, por lo tanto, no recomendable la
utilizacién de este sistema para el analisis del Teepol HB7.. ..

Tomando en cuenta las consxderacnones sobre los sxstemas
cromatogréaficos ideales para la separacion: de los: c‘km onentes del
Teepol HB7 -~ es necesario . probar | ‘cada .
experimentalmente con diferentes tipos : de'
determinar cual es el mas adecuado. )

ss Una molécula de alquilsulfato solo puede tener un mayur puso mulccu al incrementar el
tamano de su cadena de dtomos de carbono, condicion que asi le hace ocupar un mayor
volumen. S

tt Estos pesos moleculares fuceron calculados dosprcu.xndn po

{uraciones.
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I11.2.3 Interacciones micelares

Debe hacerse notar el hecho de que al ser un agente
tensoactivo, al rebasar una concentracién micelar critica el Teepol
HB7 tendera a la formacioén de micelas y aunque la concentracion
del tensoactivo sea inferior, existe la posibilidad de que al haber una
mayor concentracion en las cercanias de la superficie de la fase
estacionaria, esta sea suficiente para la formacién de micelas cuyas
propiedades serfan definitivamente distintas a las de las moléculas
libres, lo que a la vez puede dar lugar a un sin namero de
combinaciones posibles entre las concentraciones de micelas y
moléculas libres, cada una con distintas  propiedades
cromatograficas [por lo tanto distintos tiempos de retencion], de ahi
que ésta sea una variable méas a tomar en cuenta en el desarrollo del
método ya sea minimizando la posibilidad de alcanzar la
concentracién micelar critica [minimizando la concentracién 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 tendria siempre la misma proporcién
de micelas y moléculas libres}.

Si la fase movil es polar, muy seguramente han de formarse
micelas polares para proteger las partes no polares {de cada una de
las moléculas del Teepol HB7] de las interacciones hidrofébicas que
estas puedan tener hacia la fase mo6vil. Si la fase estacionaria es no
polar puede haber dos tipos de equilibrio termodinamico: uno entre
las moléculas unidas a la fase estacionaria [ya sea por puentes de
hidrégeno o por enlaces i6nicos o dipolo—dipolo]l y las moléculas
solvatadas en la fase movil, el otro equilibrio sera entonces el
formado por las micelas en la fase estacionaria y las micelas en la
fase moévil. Las micelas —polares— formadas tienen por lo tanto
tiempos de retencion mucho menores que las moléculas libres, las
cuales a su vez tienden a formar micelas.



- a5

Si las fases moévil y. estacxonana son ambas polares, las rtucelas
que se forman son obviamente’ polares pero, a‘dlferenma del sxstema
anterior, éstas. - tienen: tlempos “de “ retenciéon mayores que las
moléculas libres. . : :

® Figura 2.7 Micela (polar} de Teepol HB7
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En ambos casos la presencia de mxcelas en el sistema: y el
equilibrio entre moléculas libres y moléculasique:forman: micelas
dan lugar a un ensanchamiento de los picos por el: hecho de que una
misma molécula pueda tener velocxdades dlstlntas al- estar libre y al
formar parte de una micela. =

- De una manera similar, al cambiar la fase m6v11 a no polar se

Figura 2.8 Micela (no polar) de Teepol HB7
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Existe . una con51derac16n mas ‘ac tomarse en cuenta' la
posibilidad: de la-‘forma én“de'u a monocapa ‘del tensoact1v0 en la

_.que’se tenga una fase
.movil polar y.una fase
estacxonana no’ polar,.

al: ; - tenerse
concentraciones ; )
mayores del

tensoactivo en las
cercanfas de la fase
estacionaria, no solo
se podria llegar a la
concentracion micelar

critica, sino que:
también podria
formarse una .
monocapa ~del
tensoactivo :

orientando sus partes )
no polares hacia 'la

fase estacionaria no. .
polar y sus -partes:
polares - hacia la’ fase"
moévil  polar.. - Puede”

RIREA T entonces hablarse “de
—g—o un equilibrio entre las
- - .‘moléculas i en-' “la
.ilol‘ g-_g ‘k_r‘nonocapar Ty - las
O Na, - moléculas en -la fase
O aR movil. Uy otro

¢=‘;L
¢

‘equilibrio . “entre - las
moléculas = que - se

e Figura2.9 Mo‘nocabga de‘"l"eég’(‘)‘l Hey o SR
’ encuentran formando

micelas y las moléculas libres. Un equxlnbrlo similar se encontraria al

tener una fase mévil no polar y una fase estacxonarla polar
TESIS CON
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Podria incluso existir en algin momento una regién de
intercambio en la que coexistan moléculas formando una monocapa
[0 multicapas de una manera similar al fenémeno de solvataciéon],
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 moévil 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.

o, “ e O
\ ] v 2

B T e el SR
4 H

5
so PN .8
Ly SNt B
e e d

N ™S 2
) ~— oo

e Figura 2.10 Equilibrio del Teepo! HB7 en una columna Nova-Pak C.g con fase movil polar
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Resulta de utilidad hacer notar el hecho de que.al formarse
una monocapa del tensoactivo sobre la fase estacionaria se formaria
un sistema liquido—liquido con caracteristicas de polaridad
opuestas a las de la fase estacionaria original (una fase estacionaria
no polar cambiaria a polar y viceversa). Si bien una fase estacionaria
enlazada es considerada como un sistema liquido—liquido
basandose en sus caracterfsticas de fluidez virtual, ésta fluidez se
veria incrementada al tener una monocapa de moléculas que
pudieran fluir libremente en la interfase formada entre la fase moévil
y la fase estacionaria, no obteniendo con ello una concentracién
definida de la muestra en la fase estacionaria sino, como en la
cromatografia s6lido—liquido, unicamente una concentracién de la
muestra en la superficie de la fase estacionaria —O si acaso, una
ligera penetracién de la muestra en ésta—.

Al tomar en cuenta el flujo de la muestra a través de la
columna cromatografica puede llegar a esperarse la aparicion de
cualquiera de las consideraciones ya mencionadas en cualquier
etapa del proceso cromatografico o una combinacién de las mismas
y cuya duracién debiera ser 1nicamente el tiempo que tardara la
muestra en pasar por la zona de la columna en donde se presente la.
interaccion; pero como al ir avanzando la muestra por la columna
entra a nuevas zonas en las cuales se vuelve a presentar el mismo
fen6meno, la duracién del’ fenémeno seria la integracién:de* ‘las’
diferenciales de tiempo que toma a la muestra pasar por una’zona
de tamafio diferencial [siempre y cuando se mantengan las
condiciones que propicien dicho fen6émeno]. Dependiendo . del
desplazamiento del equilibrio que se tenga (hacia soluto solvatado,
hacia micelas o hacia una monocapa interfasial) podria en:algan
momento obtenerse cierta reproducibilidad y repetibilidad “en
eluciones que fueran llevadas a cabo bajo las mismas circunstancias
(en una funcién con variables dependientes del .empaque: de la
columna, de las propiedades de la fase mévil y de las propledades

de la fase estacionaria).
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" Si ‘se tiene una funcién con variables dependientes.de. las
caracteristicas del empaque, las caracteristicas de la fase estacionaria
y las caracteristicas de la fase movil el problema de encontrar un
sistema’ cromatografico ideal puede ser resuelto de una manera
similar' a como es resuelto el problema de la ecuacién de Van
deemter H=A+B /u+Cu: Experimentalmente debe obtenerse un

5 empaque ideal que minimice la
variable A y un flujo 6ptimo en el
que la suma de B/u y Cu sea

Uopt

B/u :
. Cu

Hi ) = A también minima y de esta manera el
i sistema cromatografico tenga el
- “ méaximo namero de platos teoricos

e ! Figura 2.11 Velocidad éptima posible.

' Fuente: James K, Hardy and The University of Akron. Chemical Separations.
http://odin.chemistry.uakron.edu/chemsep/index. html 1995.
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I11.2.3.1 TIEMPO DE RETENCION COMO FUNCION‘DE LA CONCENTRACIC)N

Con base en el modelo de la ﬁgura 2.10 al no tener el detergente
una concentracién superior a la micelar: crlhca, sus moléculas  se
encuentran en estado libre. Como ya fue expllcado con anterioridad, en
la superficie del adsorbente se forma una- monocapa de las moléculas
del tensocactivo que actiia como - una: segunda fase - estacionaria
[equivalente a la cromatografia liquido:-‘liquido] temporal y ‘en sus
cercanfas una mayor concentracién de tensoacuvo, de tal manera que
se puede alcanzar la concent:racxén micelar critica.

El efecto que tiene el hecho-de que se alcance la concentracion
micelar critica en las cercanias de la fase estacionaria tiene que ver con
el hecho de que las micelas son retenidas con mas fuerza [por la
monocapa de tensoactivo en la fase estacionaria] que las moléculas
libres; por esto, una muestra con una concentracién muy baja del
tensoactivo [que no sea suficiente para formar micelas en las cercanfas
de la fase estacionaria) tendra un tiempo de retencién minimo ya que
el anico equilibrio involucrado es el de la cromatografia tradicional:
moléculas adsorbidas vs moléculas libres. Al ir incrementando la
concentracién del tensoactivo en las muestras se va incrementando
también la frecuencia con que se forman micelas, por lo que también se
va incrementando el tiempo de retencién hasta llegar a un punto de
equilibrio en que sea alcanzada la concentracion micelar critica en la
muestra y se encuentren micelas en una proporciéon mucho mayor que
las moléculas libres para que de esta manera la mayor concentracién
del tensoactivo en las cercanias de la fase estacionaria no afecte
significantemente el equilibrio micelar.
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Tiempo de y

retencion /

/

Concentracién del tensoactivo en 1a mucstra

e Figura 2.12 Concentracién vs {,

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 variacion en los tiempos de retencién por la
presencia de micelas cercanas a la fase estacionaria, por el contrario, al
rebasar la concentracién micelar critica en la muestra, el incremento en
los iempos de retencién tiende a nulificarse dado que la concentracion
micelar cerca de la fase estacionaria ya no es afectada
significativamente por la concentraciéon del tensoactivo.
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CAPITULO IV

ESTUDIO PROTOTIPO

El.. hecho de analizar un detergente —como ya se  ha
discutido— no incluye tnicamente el hecho ortodoxo de detectar,
aislar, separar, identificar y cuantificar los componentes de 1la
mezcla.' de tensoactivos; sino que - involucra, ademas, toda la
problematica generada por el comportamiento anfifflico de éstos'y
su tendencia a la formacién de  micelas, las cuales ademas  de
perturbar el equilibrio del sistema’ cromatografico acarrean en su
interior sustancias contaminantes cuya.“presencia 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 como si fuera una solucién del detergente puro
despreciando la presencia de aditivos por estar en muy bajas
concentraciones. Lo anterior simplifica el hecho de detectar y aislar
el tensoactivo previo a su cuantificacién [como lo 1nd1caria el
paradigma para el anélisis de detergentes].

Tomando en cuenta lo anterior, el siguiente paso en el
paradigma para el analisis de detergentes es la separacién de los
componentes de la mezcla de tensoactivos [alquilsulfatos], para lo
cual se habfan llevado a cabo previamente algunos’ intentos de

separar los cornponentes del Teepol HB7, con resultados no muy
convincentes. :

El método inicial consnsnb en una elucxén gradlente de una
inyeccién de 20ul.de Teepol: al 2.5%" unlxzando “acetonitrilo- -agua,

incrementandose la concentracxén del acet rutrllo linealmente
durante 15 minutos '

desde 20% hasta 100%, | § 100 eePO
con un flujo de 1ml/min. | & .80
. = el

- — § 39 --%a
Nombre: Teepol : g- -20
Tiempo (min) P auu % buu O l0 —%b
0 80 20 : :
15 0 100

e Tabla 3.1 ..

u= Por convencion, cuando se tienen sistemas con mas de un eluyente, para referirse a cada uno de
cllos se utilizan lotras del alfabeto, cuyo orden creciente corresponde a un incremento en su fuerza
segun el tipo especifico de cromaltogirafia en que se vean involucrados. Para este caso particular %a
corresponde al porcentaje de agua (solvente débil) en la composicion del eluyenle y %b
corresponde al porcentaje de acetonitrilo (solvente fuerte) en la composicion del mismo cluyente.
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Con este gradiente se obtuvo una separacion'” no satisfactoria de
los componentes del Teepol HB7 con la utilizacién de:una columna
Nova-Pak Cs99-+* de 3.9mm de diametro por 75mm de largo, ya que se
pudo observar en el cromatograma resultante una‘pendiente muy
pronunciada que —ademas de una mala separacxén de “los
componentes — dificultaba la integracién de los picos obteni dos :

Las condiciones finales al término del gradxente eran d15t1ntas de
las iniciales, por lo que se necesitaba un ajuste manual en el ﬂu]o delas
bombas del cromatégrafo para. volver:.a llegar, Ias cond1c10nes
iniciales y poder myectar una nueva muestra.

Por otro lado, se requirieron a;ustes"" en la forma del grachente
para obtener una mejor separacioén 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 separacién haciendo
modificaciones al gradiente y esta separacién es satisfactoria.

* St la separacion no es buena, los componentes de la mezcia se eluyen juntos en un determinado
triempao, por lo que ol cromatograma muestra picos sobrepuestos que son diffciles de integrar,

+ Nova-Pak es marca repistrada de Waters Corporation.

== El término Cs en una columna significa que ésta es de fase reversa enlozada cuyos grupos
funcionales son cadenas de owho dtomos de carbono.

** Estos ajustes se logran usualmente alargando el tiempo que dura el gradiente para de esta
manera separar los picos lo mds posible —sin que éstos llegguen a achatarse—, al mismo tiempo
que se incremente la fuerza del eluyente para afinar los picos —sin que ésLos se peguen

Horavamentane TESIS CON
FALLA DE ORIGEN\
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IV.2 Columna Nova-Pak Cs de 3.9mm(ID)yy x 75mm

Siendo Nova-Pak Cs de 3.9mm (ID) por 75mm el tipo de columna
que se utiliz6é para esta separacioén, fue conveniente seguir empleando
ese mismo tipo de columna para la separacion —haciendo los ajustes
pertinentes—. El primer ajuste que se le hizo al gradiente fue
regresarlo a las condiciones iniciales al término de la elucion:

Nombre: Teepol_1 = 100
Tiempo (min)  %a %b b= 80 P eepol_l
¢ - 80 20 =
15 0 100 B 60
20 0100 S a0 o
31 B0__ 20 g o9 -- %a
25 B0 20 =} —%b
= Tabla 3.2 [ ©
o] 5 10 15 20 25
Tiempo (min
Dec esta manera : ( )

se alcanz6 a observar © S@ficasz
—en el cromatograma — el final del gradiente con algunos picos que no

se observaban en el gradiente anterior y postenormente el regreso a las
condiciones iniciales de eluci6n.

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 prolongacién de la elucién con 100% de
acetonitrilo, 1o que demuestra que no hay mas componentes que sean
eluidos después de que se alcanza la- concentracién de 100% de
acetonitrilo.

1D significa para este caso didmetro interno (Internal Diameter). Este término es utilizado en la
biblioprafia de los proveedores de columnas cromatogrificas para especificar el didmetro interno
de las mismas. El otro pardmetro especificado en milimetros corresponde a la longitud de la
columna.
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Nombre: Teepol_9 = 100 1 9
Tiempo (min) %a %b :§ (o]
[}) 74 30 2 80 eep —
10 0100 = 60
30 0100 =
31 70__30 =] 40 -- %a
35 70 _ 30 & 20 %b
(o]

bila 3.3

© Tabia33 0 10 20 30 40
Tiempo (min)
e Grafica 3.3

s

Teepol 9

s

" ~ tn - an Py

e« Cromatograma 3.1

resoluciénass |

También se hicieron gradi'

que facilitarfa la integracionbbb,

K'y
++ Selechividad: a = T Ver capitulo 1 pdgina 16.
1
Resolucion: R JN a—1 K,
e woluc : = X — X T
Resolucion 3 P~ 1+ k'

Ver capilule 1 pagiina 17,

bk Véase la linea recta dibujada en la base d(- los picos del cromatograma 3.7,
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Nombre: T_pol_31 = 100 -
Tiempo (min) %o %b__curva g 80 _'_p01_31
1] 70 30 £ ol -

3 22 >3 = g w0 A T

El [Y) 100 § P . o%a

10 3] 101 g 20} ; ; B

11 70 30 [ —= =

15 70 30 o 5 ¢ M0 15

e Tabla 3.4 Tiempo (min)

e Grafica3.4

%R - —

-1 T _pol_31 -
: &
; 3
5 |
=] 3
I | G 0 g

» Cromatograma 3.2
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"Pudo entonces encontrarse el gradlente 1deal€c‘= para la columna
Nova-pak Cs de 3.9mm “(ID) x’ 75mm, " correspondxente al gradiente
T. pol 31 con un ﬂu]o de eluyente 1gua1 a 1 2 xnl/rrun.

No obstante el gradxente ideal, la resolu 'On no fue suficiente en
esta columna“como para poder separar: tod s:los componentes de la
mezcla de tensoactivosddd del-Teepol-HIB7, puesto’ que algunos de los
picos que se’lograron separar eran:dobletes: [conjuntos de dos o mas
picos que se-encontraban colapsados],,lo”cual indic6é —después de
llegar .a un punto cercano a la Ucp °°— que el namero de platos
teoricos en la columna utilizada fue msuﬁcnente, :

«e El seppundo grupo de picos se ha pasado por alto en un intento de primero obtener la maxima
separacion en el primer grupo de picos para que los cambios on esta zona del gradiente puedan
entonces manlenerse constantes y no afecten los cambios que se lleven a cabo en la segunda parte
del gradiente.

a4 La mezcla de tensoactivos del Teepol HB? corresponde a alquilsulfatos de 9 a 13 dtomos de
carbono.

= U, 08 la velocidad optima en donde un sistema cromatogréafico isocritico proporciona una
mejor separacion. Para el caso de las cluciones gradientes el términe ua.ee equivaldria al punto en el
cual la fuerza del eluyente es suficiente para obtener una midxima separacion de los picos, sin que
ostos se achaten, Estarfamos hablando de las mismas consecuencias, pero en la cromatografia
wsocratica provocadas por la velocidad del eluyente y on la cromatografia gradiente por la fuerza

del mism. TESIS CON
' FALLA DE ORICEN
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IV.3 Columna Nova-Pak Cs de 3.9mm(ID) x 150mm

Con el fin de incrementar el nimero de platos teéricos se
colocaron en serie dos columnas Nova-Pak Cs de 3.9mum ID x 7.5mm,
esperando un incremento en el namero de platos tedricos casi del
doble. De esta manera se esperarfa una mejor separacién de los picos
—incluyendo los que atn se encontraban traslapados— sin que éstos
perdieran tanta altura como en las separaciones anteriores en las que
se empleaba un numero menor de platos tetricos. Se realizaron
algunas eluciones con estas dos columnas para probar el 1ncremento en
el niamero de platos tedricos.

Para evitar el volumen muerto que se forma en la uxuén entre las
dos columnasff éstas se reemplazaron por una unica; “colur ‘Nova-
Pak Cs 3.9mm ID 15crn para ser utilizada en los sxgu1ent'

“El cromatograma . pol_43 es el gradiente ide:

columna.
Nombre: T_pol_43 g 100
Tiempo (min) %a %b_curva ‘S 80
1 70 30 g 60
10 15 55 -7 g 40
15 0___100 g 20
20 [ S o : - al
21 70 30 0 5 10 15 20 25 Sin
25 70 30 -
b Grafica 3.9
e Tabla 3.5 e Grafica 3.5

ut El volumen muerto entre las dos columnas permite la difusion en los componentes de la mezcla
que vansicndo separados, de modo que 10s picos vuelven a achatarse y a lraslapar-c en sus
extremos [so revierte pa rcmlmcnlc la scparacmn] : .
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M1
T_pol_43

!

(U

0
e Cromatograma 3.3
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El cromatograma T_pol_00 corresponde a una myeccxon de agua.
Los picos correspondientes al segundo grupo — grupo que no se habfa
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 elucxén y:no: deben ser - tomados en
cuenta en resultados posteriores. :

TESIS CON
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IV.4 Optimizacién

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 cromatogriafico, se decidio recortar.el gradlente
de modo que éste no llegue a una concentracién 'de 100% acetonitrilo,
sino tinicamente a la concentracién suficiente para 1a: elucién del
primer grupo de picos (grupo de 1nterés [p contene Teepol HB7]),

concentracién’ de acetonitrilo no excede el 50%
gradlente 1deal

Nombre: - T._std_02 :‘_g_ 1200 e std 02'

Tiempo (min) %a  %b curva = 60 from el Sy R —

0 75 25 = r e

7 60___i0 5 g or N %

9 75 25 = 3 a

12 7525 S o %b
0 2 4 6 8 1012 14

e Tabla 3.6

» Grafica 3.6
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Con base en este gradiente ideal fueron hechas pruebas de
repetibilidad. :

g
if10epse Y

N

N

H

]

g

—

u

T_std_17

T _std_18
T_std_19

T_std_20

‘ *}} N e

’. ‘ T_std_22
‘l ‘ _T_std_23
T_std_24

« Cromatograma 3.6

Los cromatogramas T std -15 a T_std_24 muestran la no
repetibilidad de los tiempos’ de’ retencién con la utilizacién del
gradiente T_std_02. Con base en este resultado negativo se modificé el
gradiente anterior para tratar de. me]orar la repetibilidad al aumentar la
fuerza del gradiente. :

5 100
Nombure: T_std_25 S
Tiempo (min) %o %b curva =] B8O s E std_25
0 70 30 £ 60 |- e
7 60 40 -5 g 0k~ %a
9 70 30 £ 20 —_%b
12 70 30 (&) 0
e Tabla 3.7 0 2 4 6 8101214

e Grafica 3.7
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—T-s td_25
T std_26
T_std_27
T_std 28
-T_std_29
T_std_30
T std_31

T_std_32
T_std_33
T_std_34
T_std_35

e Cromatograma 3.7

En los cromatogramas T_std_25 a T_std_35 tampoco se observan
tiempos de retencién repetibles. Tuvieron que hacerse varias series de
cluciones mas para descartar las variables que pudiesen ocasionar la
variabilidad en los tiempos de retencién hasta quedar como ultima
variable las valvulas check de las bombas; por lo que éstas fueron
primero lavadas y luego —al no ser suficiente la mejorfa— cambiadas
obteniéndose asi tiempos de retencién aceptablemente repetibles.

Nombre: T_std_42 5 100 N - - :
Ticmpo (min)  %a__ %b curva E=l - VSN I;I]_ td~_42]
0 75 25 £ 60F b B vvean
5 7030 5 g +0f C%a

7 7030 € 20— ab
9 75 25 [ I ] -

1 75 25 02 4 6 8 101214

e Tabla 3.8 e Gréafica 3.8
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-~ T_std_46
T_std_47
'T_std_48
T_std_49
T_std_50

- Cromatoqrama 3.8

Una vez obtenida la repetibilidad en los tiempos de retencién se
traz6 una curva de calibracién tomando como estindar una muestra
arbitraria de Teepol HB7 para ser tomada como referencia su
concentracién de tensoactivo una vez calculada ésta. No se emple6 esta
curva de calibracion puesto que se presento el efecto de la variacion
del tiempo de retencién como funcién de la concentracion del agente
tensoactivo.
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Capitulo V

METODOLOGIA
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CAPITULO V

METODOLOGIA

Con base ‘en la informaci6én obtenida después de estudlar el
desarrollo 'del” método prototipo es como fue desarrollada  la
metodologia a seguir para el desarrollo del método defuunvo. :

El método de prueba y error —ademas de ser demasxado
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 exploracién 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 objenvo :
buscado. :

Como una ayuda que facilitase ' la ' elaboracién:: de “una
metodologfa adecuada se utilizaron diagramas de:flujo: de” datosees
(DFD) haciendo las respectivas adaptaciones.:La ventaja’ que tiene la
utilizacién de herramientas graficas es una v1516n ‘méas . completa del
proceso que se trata de definir y una mejor; comprensxén de éste, ‘lo:
que a la vez facxhta a terceros su estudlo y entendu'mento.

s Los diagramas de flujo de datos son una herramicenta de modelaje utilizada principalmente en
la fase andlisis del desarrollo de sistemas de informacion: sin embargo se ha demostrado que este
maoadelo es extrapolable a cualquier otro proceso. Una explicacién general de estos diaggramas sc

encuentra on ol dr‘(“."di“‘ 1. TE SIS CON

FALLA DE ORIGEN
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V.1 Metodologia estructurada
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En el contexto de todo el desarrollo del método analitico se
encuentran como muestras Teepol HB7 y solucién de limpieza. Con
la utilizacién de estas muestras y la informaciéon correspondlente se
le estda dando material al proceso de desarrollo, el; cual después de
llevarse a cabo producira los protocolos y procech
los mas indicados para la determinacién cromatograﬁca de matena
activa en Teepol HB7 y en solucién de lxmpleza

Contexto ™ ——
s Protocolos

Teepol HB7

Solucién de
limpieza

o

Desarrollo del
Meétodo Analftico

rocedimientos
—t—————

Informaciéon

e Diagrama 4.1

De ahi que al- tornar llo como un proceso, éste se

divida en subproce

ong tudes de onda para maximos y
método : repetible -a simple. vista y
1 método para ‘'su’uso’con"solucién de

vahdarlo, luego adapta
limpieza y validarlo:



Teepol HB7 ’ Procedimientos

Informacién

Protocolos

; k‘ : I;ongitudes de
~Onda

4

Método Repetible Validacion

Solucién de
Limpieza

Solucion de | |7 - T | HIB7*
Hmpieza;,v i i . €epo

Diagrama 4.2
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El proceso para determinar las longitudes de onda en que se
van a hacer las lecturas del detector es muy sencﬂlo' - .

‘Teepol HB7

- Prmcdimienlo d

Puntos maximos
dc absorbanua A

‘ Conﬁguracxén del
‘Detector

. Lectura del:.
Especu-o UV/ Vls

e Diagrama 4.3

de absorbancia, ya que son estas longxtud
posteriormente deben 1ntroduc1rse al detector

onda en las que estara leyendo el detector debe
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Una vez termnado este proceso, ‘el control pasa al proceso 2
“Método Repetlble ‘en‘el cual se 'deben’obtener: todos: 1os- métodos
que tengan una buena separac16n y sean repetlbles a 51mp1e vxsta

TESIS CON
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N

P edimiento
Teepol HB7 rocecimi S

Protocolos
Longitudes de
Onda
2.2
2.1
Colapso
Separacion
2.3

4

Protocolos . Va]j’dkat':ién :

Solucion de

PR ~ . 2
Procedimientos Limpieza

e Diagrama 4.4
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El primer paso es obtener una satisfactoria separééiéh de los
componentes del Teepol HB7, una vez obtenida ésta deben: hacerse
pruebas de repetibilidad de los tiempos de retencufm R

El proceso para obtener esta separacién corre‘spyondiente 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
isocraticas partiendo de la mas fuerte (0%a , 100%b) y debilitaAndolas
(%a’ > %a , %b’ < %b) hasta obtener la maxima 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 ultimos
picos se achaten excesivamente. Un proceso de evaluacién con base en
la informacion obtenida del estudio: prototipo y en informacién
bibliografica es el soporte para tomar la decisién de hasta qué punto
deba o no seguir la disminucién en la fuerza del eluyente para poder
pasar el segundo paso.

El segundo paso es elevar gradualmente la pendiente del
gradiente (%ainicio < %afinal , %Dbinicio > %brinal) hasta disminuir al maximo
el ancho de los altimos picos [evitando que éstos lleguen a colapsarse]
sin darle mucha importancia al hecho de que los primeros picos se
traslapen. El mismo proceso de evaluacion debe:ser utilizado para
tomar la decisién 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 obtencion 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 maxima
resolucién en todos los puntos del gradiente (“gradiente ideal”).

hhh En la estacion de trabajo MAXIMA de Waters se designa la curvatura del gradiente por medio
de nimeros positivos para gradientes convexos (mayor pendiente al inicio y menor pendiente al
final) y niimeros negativos para gradientes concavos (menor pendiente al inicio y mayor pendiente
al final), de manera que el cero corresponde a un gradiente lincal y entre mayor sca la diferencia

desde el cero [ya sea negativa o positiva) es mayor la diferencia entre la pendieateal inicio y al

ﬁnl:l del ;v,r"adicnlc sca cl‘grndicnlc cHNCavo 0 convexo. TESIS CON
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2.1

Teepol HB7 - Procedimientos

: Longltudes de
. o.Onda

o212
o 2.1.3

2.1.1

7/Gradientes
% Lineales Gradientes

Coéncavas

Isocraticas

Cromatogramas

Evaluacién de la
Separacion

Informaciéon
2.4 —_—

Repetibilidad

« Diagrama 4.5



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 tiempos deé retencion sean repetibles a simple vista.

Independientemente del resultado obtenido, se procede a una
evaluacion general, la cual es un proceso meramente intelectual en
el cual se estudia la conveniencia de los protocolos y procedimientos
resultantes del proceso de separacién y —con base en la informacion
[empirica y bibliografica] disponible — se hacen mejoras a todas las
condiciones cromatograficas 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:
ElCondiciones en la operacién de las bombas y valvulas check
del cromatégrafo.
EDilucion, preparacxén y dllucxén de las muestras.

ETamartio del loop. -
ECondiciones en el mane]o y pureza de los solventes.

3] Degradacxén de la columna

Dependiendo - de la :o_nvemencia de los procedimientos y
protocolos obtenxdos.y_kde os'cambios aplicados a los mismos, se
tomaran las siguientes decisiones:

MRegresar al proceso de separacion en caso de que los tiempos
de retencién, la altura o &area de los picos hayan resultado
irrepetibles y se hayan efectuado mejoras a las condiciones ya
mencionadas, de tal manera que tengan que llevarse a cabo ajustes

menores a la. forma del gradiente para mejorar aun mas la

separacion.
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#Ir al proceso de colapso con el fin de minimizar la-duracién--
del analisis siempre y cuando se asegure que la muestrano contenga
contaminantes que puedan interferir en el tamano de los “picos
obtenidos. ¥

MIr al proceso de colapso retardadoii con, el ﬂn de btener un
tiempo de elucién corto —aunque no tanto como:en elproceso de
colapso— pero en el que se espere que Unicament an! 1ntegrados
picos que correspondan a alquilsulfatos conterudos .en:el- Teepol
HB7. : :

MIr al proceso de validaciébn cuando —de acuerdo con los
protocolos y procedimientos actualizados — se decida que ya no es
posible obtener mejorfas apreciables a simple vista y sea entonces
necesario validar el método analitico para ya sea aprobarlo o
proponer pequefios ajustes que lleven a la aprobacion del método
para su utilizacion oficial en las normas Banxico.

MIr al proceso de solucién de limpieza cuando se considere
que la separacién obtenida es adecuada para los propoésitos del
mismo tomando en cuenta unicamente -el- . hecho de que los
protocolos y procedimientos se presten para que sea posible
distinguir cuando se estén cuantificando tinicamente alquilsulfatos o
cuando existan impurezas que estén provocando interferencias en la
integracion. Dada la casi nula resolucién del proceso de colapso se
dificulta esta distincion por lo que debe evitarse pasar al proceso de
solucién de limpieza cuando se esté utilizando el colapso.

w El proceso de colapso es un proceso similar al de separacion, pero cuyo propésito es
mantener todos los picos colapsados en las cercanfas del punto de inyveccién —sin que lleguen
a traslaparse con éste —

m El proceso de colapso retardado es un proceso similar al de separacion, pero cuyo proposito
os mantener colapsados los picos que se encuentren formando dobletes , tripletes, ete. con el
fin de facilitar la integracion en el caso de que los procesos de separacion y colapso no
prosenten cromatogiramas apropiados para la misma.



79

Se vuelve a ejecutar el proceso de repetibilidad después de
llevar a cabo ' los procesos de colapso , de colapso retardado o de
separacién hasta que —como ya se ha mencionado — las condiciones
justifiquen la iniciacién del proceso de validacién o del proceso de
solucién -de limpieza —haciendo notar que no son las mismas
condiciones las que puedan disparar uno u otro de estos dos
procesos [el proceso de solucion de limpieza presenta menos
requisitos que el proceso de validacion y después de éste es
necesario llegar también al proceso de validacién] y cada uno de
ellos puede ejecutarse sin la necesidad de que el otro se ejecute —.
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>4

21

' Separaci6n

Evaluacion
General

Pruebas de
Repetibilidad

4

Validacion

Soluc:én de

Procedimientos

Informacion

e Diagrama 4.6

El poder regresar de: i
repetibilidad nos da la p051b111dad de poder llevar: a cabo cuantas
revalidaciones sean necesarias conel fin de tener al método analihco s
siempre operando en condiciones 6ptimas por 16 que ‘siempre: se
estarian obteniendo resu]tados con: la maxima exactxtud y prec1516n
posible. B : SRR : ER R
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Cabe hacer el comentario de: que parte del objetivo de esta
investigacién es —ademas de obtener mayor exactitud y precision
que con el método tradicional — aminorar el tiempo de analisis; ésto
es lo que le da razén de ser a la existencia de los procesos de colapso
y colapso retardado, los cuales tienen por objetivo proporcionar al
método analitico menores tiempos de anélisis y es entonces parte
importante del proceso de evaluacion general el optar por el colapso
o el colapso retardado*: cuando el proceso de separacién esté
proporcionando cromatogramas con un tiempo de elucién excesivo.

El proceso de soluc:()n de hmpleza se lleva a cabo por el
método de prueba y error puesto 'que resulta extremadamente
sencillo tomar la decisién de si un procedxrtuento es o0 no adecuado
por el unico hecho de ejecutar. el proced1m1ento 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 integracién.  Se- decide 'que un
procedimiento es adecuado para la cuantificacién de alquilsulfatos:
del Teepol HB7 en solucién 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. interférencias 51gnxﬁcat1vas
en la 1ntegrac16n de los plcos correspondxentes al Teepol HB7. =

Los proceduruentos que van a ser. puestos a: prueba durante el
proceso de solucién de limpieza son: "= RN : :

= Inyeccién de la mueéstra tal cual. :

> Extraccion en fase s6lida abarcando todas sus, modahdades.

®Extracc16n ‘lfquido —liquido. : G

> Adicion de estandar.
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Como’ ' un parametro mas a tomar en cuenta para. decidir la
conveniencia de los protocolos resultantes antes de entrar al proceso
de validaci6én se debe tomar en cuenta el tiempo de ejecucion
[sumando el tiempo de los procedimientos de preparacién, de la.
muestra con el tiempo de andlisis cromatografico] y compararlo con
el tiempo de ejecucion del método actualmente utilizado.

El proceso de validacién se define en el siguiente diagfama:
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4.1
Calibracion

Curva de
Calibracion

Informacion

4.6

Aprobacién

\«

Teepol HB7: =

4.5

Reproducibilidéd
(exactitud y
precisiéon)

(exactitud y
precision)

4.3

Linearidad del
Sistema

4.2

Linearidad del
Método

Solucion de
limpieza

Diagrama 4.7
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Una vez finalizados los procesos método repetible o soluciéon
de limpieza se ejecuta el primer subproceso del proceso . de
validacioén, el cual consiste en la elaboracién de una curva: de
calibracién, la cual ha de servir como una ayuda para calcular- los
parametros de reproducibilidad (exactitud v precision),
repetibilidad (exactitud y precision), linearidad del sistema 'y
linearidad del métodokkk; ademas de —en caso de ser aprobado el
método — ser la curva de calibracién utilizada como referencia para -
las determinaciones de materia activa en Teepol HB7 y/o“en
solucién de limpieza. Una vez calculados los parametros;f def_
validacién se ejecuta un' proceso de aprobacién (intelectual)’cuyo .
propo¢sito es —con base en la informacién recopilada — decidir si'los
protocolos y procedu:mentos que arrojaron cada uno .de': estos'
parametros superan a los del método utilizado actualmente ,de
modo que puedan en cualquier momento reemplazarlo. R

La curva de calibracién debe hacerse siguiendo al pie’de:la
letra los protocolos y procedimientos y con un nimero de muéstras
suficiente, distribuidas de tal manera que exista una mayor. ‘cantidad
de puntos en la regién que se encuentra dentro: delas
especificaciones para solucion de limpieza y a la vez se. abarquen las
concentraciones maéaximas. y minimas que haya presentado ‘la
solucién de limpieza en los dltimos dos afios. De esta manera, al
tomar como referencia la concentracién esperada en:1 olucién de
limpieza, en caso de que sean utilizados los mismos proceduruentos
cromatograﬁcos tanto para Teepol HB7 como: ‘para solucion de

positivo, la curva de calibracién 1 d: onjunto_ de
protocolos y procedimientos. ‘ : A

b En caso de que difieran los procedimientos cromatograficos utilizados para Teepol HB7 o
solucion de limpieza [provenientes de los procesos método repetible y solucién de limpicza
respectivamente] tendran que hacerse dos curvas de calibracion: una para Teepol HB7 y 1a otra
para solucion de limpieza, dada una con sus respectivos procedimientos cromatograficos.
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En caso de que el proceso de aprobacion de un resultado’
negativo se deberan repetir los procesos método repetible o solucién
de limpieza con modificaciones a los protocolos y procedimientos de
manera que al término de la nueva ejecucién de estos procesos, la
nueva validacién resulte en una reduccién de los parametros de un
aprobacion hasta finalmente llegar a la aprobacion del método o a su

no aprobaci6n definitiva.

En el proceso reproducibilidad y precisién se deben inyectar
muestras iguales por diferentes personas, en el proceso repetibilidad
y exactitud deben inyectarse muestras iguales por; ‘1a misma persona,
pero en distintos dfas. Para el proceso ‘linearidad: del sistema se
obtiene la informacién de la curva de calibracion’ para comprobar su
linearidad. En el proceso linearidad del método se utiliza solucién
de limpieza y son comparados los’ resultados ‘de "la”concentracion
teSrica de la solucion de hmpxeza contra ]a concentrambn por el

cromatoégrafo.
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V.2 PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO ANALITICO
CROMATOGRAFICO PARA LA CUANTIFICACION DE MATERIA
ACTIVA EN

TEEPOL HB7

V.2.1 Objetivo:

Determinar la especificidad del método analitico para la
cuantificacion de materia activa (alquilsulfatos) en Teepol
HB7.

Determinar la linearidad del . sistema
concentracidn—detector, de acuerdo con la ley de Beer. R
Determinar la concentracion minima detectable "y . la
concentracion minima cuantificable en muestras de Teepol
HB7.

Determinar la repetibilidad del método analitxco, tomando
en cuenta localizacién y dispersién de los resultados.
Determinar la reproducibilidad del método analinco,
tomando en cuenta localizacibn y dispersién de los
resultados.
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V.2.2 Disefio experimental:

V.2.2.1 ESPECIFICIDAD

1. Utilizando la técnica de cspectrofotometria 1nfrarro;a por
transformada de Fourier.

e Se utilizard un espectrofotémetro infrarrojo por transforrnada

de Fourier de la marca Nicolet, modelo 710.

e LLa manera de operar el espectrofotémetro se .encuentra

explicada en los manuales del mismo espectrofotémétro 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 :

de referencia para la presencia de a]qu_llsulfatos
Se utilizara una muestra de Teepol HB7 de lote:

el apéndice 3.
Preparar una solucién _acuosa

las muestras obtenidas. ; R
e Comparar los espectros obtenxdos 'y —con base; en s itud

y la correspondencia de grupos ‘funcionales 1mportantes,
(indicados por picos de absorbancia a ‘una longltud ‘de ‘onda

conocida)— determinar la presencia de alquxlsulfatos en ‘los

picos de Teepol HB7 elufdos entre los 5:30 y 9:00 min." 7
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arreglo de diodos.
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Utilizando la técnica de espectrofotometria UV/Vls por

Se empleara el protocolo de anahsxs cromatograﬁco especxﬁcado
en el apéndice 3. g

Se utilizara un detector de arreglo de dxodos Waters 994.

En el manual de operacxén ;,del detector de arreglo de dxodos
Waters 994 [manual num TO 31083 revision 1]se explica la.
manera de utilizarlo.” ‘
Preparar una solucxér\ racuosa de Teepol HB7 con una -
concentracién de tensoactivo de aproximadamente 0.8% w/v.
Preparar una solucién 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 elucion
indicado en el protocolo de analisis cromatografico (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 eluidos entre los 5:30 y 9:00 min.




vV.2.2. 2 LINEARIDAD

Se generara ‘Una.curva de cahbracnén para materia’ actlva en. Teepol

HB7, a ' partir ‘de 'la ‘cual- seran“- automancamente cal
pendlente y ‘la; desvnacl()n esténdar E

la curva de callbramén ; ;
En . la estacion’‘de® trabajo
método -~ T_C18150. mth*%,"
c: \rnax\ datal\ teepol\ metodos

0.4%

- 0.18% ) .:-1
=« 0.08% R 0N
« 0.01% « 0. 006'%

En la estacion de trabajo W
Sample Queue** el
posibles de las soluciones . p
[incluyendo sus respectivas’ concentraciones] seleccionando el
tipo STND (estandar) en el camp r nimero de
repeticiones debe haber entre ‘mas’cercana’sea la’ concentracion
de la solucién a 0.18%.
Ejecutar el método**

Inyectar en el cromatografo
cada una de las muestras solicitadas

mpleto del loop de
or la estacion de trabajo

Waters Maxima.

TESIS CON
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% Para la utilizacion de la estacién de'trabajo

Maxima, referirse al manual de referencia.

aters
Waters Dynamic Solutions Rivision of M:Ihnnrg_, Maxlma 820, gh[gmalqprdnh) Workstation

Reference Manual. Manual nu mher 37

of Millipore. EUA 1990.
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Al término del total de inyecciones programadas, la estacién
de “trabajo -Waters Maxima calculard automaticamente el
coeficiente de correlacién (r) y el coeficiente de determinacion
(rz), los cuales seran incluidos en el reporte de calibracién.
Para‘“los. siguientes calculos utilizar la hoja de calculo Lotus
123,
Calcular el coeﬁcxente de variacion de la siguiente manera:
- Calcular para cada inyecci6n el factor F:

— Resp

Conc

‘donde:
Resp = Respuesta del detector i :
Conc = Concentracxén de la muestra myectada

: Calcular la desvxac16n estan

Calcular el promedxo de los’ factore F(F)
Calcular el coeﬁc1ente de vanac16n (CV ):

CV = 82100
F

~Criterios de aceptacién:'
Variable |Criterio
r >0.99
r2 >0.98
(@474 <1.8%




V.2.2.3 CONCFNTRACION MiNlMA DETECTABLE

e Se emplearé el protocolo de anahsls cromatograﬁco especxﬁcado
en’el apéndice 3, el cual 1ncluye el método [ T_C18150.mth para la
“estacionde traba]o Waters Maxlma, ublcado en_el, dxrectorlo
c \max\ datal\teepol\ metodos

L Lo Ses usaran las soluC1ones 'preparadas en el 1nclso
anterlor . ; :
‘e _En-la estacién de traba]o aters Maxxma ir a: la ventana
Sample Queue®* e inserta na. repetxcuf)n decada una de’las

‘muestras, indicando UNKN
campo Type. T

e Ejecutar el método**. [myectar las muestras que sohcxte la
estacién de trabajo Waters Maxima]. :

* La estacion de trabajo Waters Maxlma generara un:
de cada cromatograma obtenido. .

e Observar en cada cromatograma los pxcos corres
alquilsulfatos. :

e La concentraciéon rniruma detectable sera la oncentracxén
minima en cuyo cromatograma resultante puedan'distinguirse
a simple vista los picos formados* ‘por alqu1lsulfatos del ruido -
asociado a la linea base. . R

oncentracxén desconocxda) en elk

- TESIS CON
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V.2.2.4 CONCENTRACION MINIMA CUANTIFICABLE

Se usara el método ejecutado en el criterio ‘anterior.:
La estacién de trabajo Waters Maxima generara un reporte de
concentracion para cada muestra lnyectada. SRR
La'estacién de trabajo Waters Maxtma calculara el porcenta]e
de desviacién: .
%desviacion ;—C—";—C—‘—xioo

Concentraaén real ,
[.Ci.= Concentracién calculada por a: estacxon de

traba]o Waters Maxima &
Calcular el valor absoluto del %desviacién (| %desvx cxén 1)

e Para ‘~cada concentraciéon calcular el ~del
| % desviacion| ([Sedesviacion:) g )
La concentraciéon minima cuantificable sera la

oncentraciéon
minima en la cual el %%desviacién} sea menor a 1.8% e




V.2.2.5 REPETIBILIDAD

Se considera la repetibilikdad como la capacidad que tiene un proceso
de no cambiar 1ndepend1entemente del dla y la hora en que éste se

lleve a cabo.

Precision

Se utilizara el protocolo de analxsls cromatograﬁco especxﬁcado
en el apéndice 3, el cual incluye el método T.C18150 ith para la
estacion de trabajo Waters Max1ma, ubxcado e i i
c:\max\datal\ teepol\ metodos. ;
Se usara una muestra de Teepol HB7 de lote:m

-reciente que

activa —conocida con al menos
exactitud— aproximada de:
-~ 0.2% B 018% el
En la estaciéon de trabajo . Wate : yenta,n'ar
Sample Queue** e 1nsertar 6n de cada
solucién preparada. vl

Ejecutar el método* :
Inyectar en el cromatégrafo
cada una de las muestras solicitad
Waters Maxima. )
Al término de cada: elucio
Maxima generara un.
inyectada. . el
Para los 51guxcntes ‘cal
123.

: desvxauén estanda las
concentramom.s rgcuperadas en cada una de’ ]as eluciones.

- Calcular el coeﬁcwnte. de variacion (CV)

CV_E

. Crite;;c_s*aé?,a*;gs,s;ac';ona [ TESISCON
, FALLA DE ORIGEN
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Variable |[Criterio
CcVv <1.8%

Para poder afirmar la precision en la repetibilidad - del
método se debe cumplir con los criterios: de aceptaczon ‘para
todas las concentraciones en cm,stzon.

Exactitud

e Para cada una de las eluc1ones calcular el porcenta]e»
recuperado (C%) P

tracxon recupetada

medxos (C%) para cada uno de los dias

> promedlos (C%) para . cada. una- de Ilas
concentraciones.” - -

- Cntenos de aceptacxcn.

Variable |[Criterio
C% 95%<C% . <105%

Para poder afirmar la exactitud en la repetibilidad del
método se debe cumplir con los criterios de aceptacién para
todas las concentraciones y para todos los dias en cuestion.
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.6 PEPI"ODUCIBILIDAD

Se con51dera la reproduc:bllldad como la capacxdad que tiene un
proceso de: no ‘cambiar independientemente de la persona que lo

lleve a cabo: "+

Se. usara el protocolo de analisis cromatogréﬁco especificado en .
el apéndice 3, el cual incluye el método T.C18150.mth para la
estaciéon de trabajo Waters Maxima, ubicado en el directorio
c:\max\datal\ teepol\ metodos.

Se utilizara una muestra de Teepol HBZ, de lote mas. recxente
que se tenga disponible y cuya concentracion sea conocxda.
Preparar cada persona cinco personas distintas— solucxones
volumétricas de Teepol HB7 con una concentracion:de materia
activa —conocida con al menos cuatro, cxfras ignificativas ‘de

exactitud— aproximada de:

+ 0.2% » 0.18% A
En la estacion de trabajo Waters Maxlma ir, a, 1a ventana :
Sample Queue** e insertar ——para cada persona— u.na'

repeticién de cada so]uc:én preparada

Ejecutar el método** :
Inyectar en el cromatégrafo el volumen completo: del oop de

cada una de las muestras solicitadas por, la: estacxén de traba]o_
Waters Maxima —cada persona debe in ]

concentraciones preparadas—. :
Al término de cada elucién, la’ estacxén de * trabajo Waters

Maxima generara un reporte de: concentrac:én de: la ‘solucién

inyectada. :
Para los siguientes ca]culos ut1117ar ]a }ho;a de célculo Lotus

123.
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Precision
- Para cada una de las concentraciones utlh/adas calcular el
promedio (C) y la desviacién estandar .(s) -de las
concentraciones recuperadas en cada una de las elucxones
= Calcular el coeficiente de varxacxén (CV):
CV = E
- = . Criterios de aceptacion:
Variable | Criterio
<1.8%°
Exactitud

Concentracxén 1nyectada :
C Concentracxén recuperada

- Calcular los promedlos (C%) para cada uno de los dias.

= Calcular: los promedios (C%) para : cada una. de las
concentraciones.

= Criterios de aceptacion:

Variable |Criterio
C% 95%<C%,. <105%-

Para poder afirmar la exactitud en la reproducibilidad del
método se debe cumplir con los criterios de aceptacion para
todas las concentraciones'y personas en cuestion.’.
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V.3 METODO ANALITICO CROMATOGRAFICO PARA LA
CUANTIFICACION DE MATERIA ACTIVA EN TEEPOL HB7

—PROTOCOLO DE ANALISIS—

V.3.1 Objetivo

e Determinar la concentraciéon de materia activa en una
muestra de Teepol HB7.

ESPECIFICACIONES DEL TEEroL HB7

DETERMINACION ESPECIFICACION
Materia activa > 40.0%

Acidos grasos libres < 0.17%

Alcalinidad total 0.05 - 0.29%

Densidad a 25°¢

1.030 - 1.075 g/ ml

Solubilidad al 10%

totalmente soluble

Materia fija 40.0% min
Humedad 60.0% max
pH al 5% a 25°c 7.0-8.5

Viscosidad Brookfield a 25°c

90.0 - 105.0 cps

indice de refraccién a 25°¢

1.3860 - 1.4000

- Tabla tz
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M Fuente: Shell Detergents. Teepol HBZ. Technical Bulletin DI1.3.1.2. Shell Chemical Internacional

Trading Company. London 1984,

mmm Fyente: Control de Calidad e Investigacion, Fabrica de Billetes, Banco de Mévico. Normas

Banxico Para Andalisis Quimicos: Tensoactivo _Teepol _HBZ. Maoxico 1996.
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V.3.2 Procedimiento

Se pesan aproximadamente con precision 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 ml, llevando hasta la marca y se agita para
homogeneizar la solucién.

Se pone la soluciéon en un bano ultrasénico durante 5 minutos.

De esta solucion se toman 10 ml! los cuales se filtran utilizando
una membrana Millipore de tipo GV con porosidad de 0.22 um en e!
dispositivo para la filtracion de muestras.

En la ventana Sample Queue de la estacion de trabajo Waters
MAXIMA se inserta la informacién 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 m! de la solucién preparada cuando la
estacion de trabajo Waters MAXIMA lo solicita.

La estacion de trabajo Waters MAXIMA genera un reporte de la
concentracion encontrada en la solucion.

Con la concentracion reportada se realizan los siguientes
calculos:

Y%MA = E,d‘.'.f_?'i)
W
Donde:
MA materia activa
Cait concentracion de la dilucion reportada por la
estacion de trabajo Waters MAXIMA
W Peso de la muestra
250 |Factor de dilucion




V.3.3 Método Cromatografico

El método cromatografico para la determinacién cuantitativa de
materia activa en Teepol FHB7 consiste en una elucién gradiente que
comienza con una mezcla de CHaCN:H20 25:75 y durante 7 minutos
incrementa su concentraciébn hasta CHaCN:H2:0 50:50 con- una
concavidad igual a -5 (de acuerdo con la escala utilizada-por. la
estacion de trabajo Waters MAXIMA) y la mantiene constante ‘hasta’
llegar a los 9 minutos de elucién, en donde comienza a regres_ar ‘las
concentraciones a su estado original terminando a los 10 minutos y
mantiene esta concentracion (original) hasta los 13 mlnutos d elucnfm’
para equilibrar la columna. : e :

Teepol HB7
Tiempo (min) | % Agua HPLC | % Acetonitrilo™" =

4] 75 25
7 50 50
9 50 :
10 75
13 75 .
100 L Teepol HB7
5 ok
2 60
£ s
E 40 : -- - %aAgua HPLC
S 20F i YaAcetonitrilo
o - - !
o L s e e T 15
“Fiempo (min)
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nen Sepniin Jos tipos de curvatura utilizados por la estacién de frabajo Waters MAXIMA.
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El flujo de la mezcla de solventes durante toda la elucxén se
rnanncne en 1.2 ml/min. 3

“Se unhza una columna Nova-Pak Cis de 3. 9 mm 1D x 150 mmn:
Este npo de' columna tiene un empaque formado por partfculas
esférxcas de 6 um de diametro. : : ;

nyec_t'ai-yla muestra ‘es de

El; volumen del- loop uuhzado” P

un fac e,dﬂucxén 1guala250 pero :
ta'la oncentracnén real de la misma. -
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V.3.3.1

PARAMETROS DEL DETECTOR DE ARREGLO DE DIODOS WATERS
994 . R : ) . . :

MEASUREMENT CONDI'lI1ONS
10uLer Y oue >

CFILE NAME: TOPOL CGLB 1SCMI. . DATE

< FILE No.: C

KLY LOCK - Siron
INTERVAL

TIME CONSTANT
MITASUREMENT T1ML
DISIMAY TIME
WAVELENGTH RANGE -
WAVELELNGTH nm

DAND WIDTH nm

cukonATouuAM'c6NhITxous
: ia. 15CM1L

< FJlL): No.: 10eLs1 2296 >

TIME WLUPLOT, THRESHOLD
Lt n) )

INITIAL

Cil: 2 . CHROMATOGRAM CONULTIONS
< 1ILE No.: € FILENAME:3T POL G18 . 1SCM1 CDATL 101795 >

T1ME ALrs’ : ] W.IPLOT . EVENT - THRESHOLD
tolbnl AUl

INITIAL 1.56088° 00196 orr ON

TESIS CON
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< FILE No.:
TIME

fimgnl

INITI1AL

< FILE
TiMe

twminl

INITIAL

SUECTRUM COND17T10NS

< FILE No.3

TAIME

tinganl

No.:’
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Cl: 3 CHROMATOGRAM CONDIT!ONS
€  FILE NAME: T POL €18 15CMI1
AUES WAVELENGTH W, PLOT
faUl Tnml
2.080 203 oF

€z 4 . CHROMATOGRAM CONDIT:ONS
€ HILETNAME: T POL €18 16CM)

‘AUFS . WAVELENGTH W.PLOT
tAU) )

254 ore

C UTILE NAME: T POL €18 16CH1
HE1GHT sLopPE NOISE:  MODLE
ALY AU min} tau ’
B.Ho1

< MONITOK: M1~

DATLE :0cL/17-,96 >
EVENT THRESHOLL
OFV¥

DATL: 50\ A7 56>

EVENT THRLSIIOLD
= x

DATE  :0cv /17,96 >

MONITTOR WAV,

trml
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ANALYS1S  MENU
$LTUPOL C18 1GCME DATE :0crr 17-96 >

< FILE No.: € F1LE:NAM
INTEGRATOR >

= pPl.OT. : OFF

TIME RANGE win
WAVELENGTIH 1
SMOOTHING Tre T ,”uf§§;£ts
sLOPE . ' Jroavesrio  ’AU)u{u
DRIFT L i B.ee1l L AU me
HEIGHT o :'é,ﬂéi BT
wiDTH SR win
TIME DOUBLE. @7 3 i
MINIMUM. AREA 0o CAUsin
Mrnus,PEAk o
l"nll’/an n .

PAPER &P e :
BASELINE: CORRECT . OFI:
CALIBRATION © 5 "t OFF"

. TESIS CON
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ANALYSIS
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MEASUREMENT, COMMENT | -
< PILE No.: € FILE NAME: T/ POL:C18 15CMI DATE :Gaur17-96 >
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ROS DE LA ESTACION DE TR

V.3.3.2 PARAMET ABAJO WATERS MAXIMA
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En este método cromatogréafico se deben tomar precauciones en
la preparacién : de la muestra,-la preparacion:de los eluyentes y la
elucion para asegurar que éste siempre se lleve a cabo en las mismas
condiciones. . : o
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V.3.3.3  PRECAUCIONES EN LA PREPARACION DE LA MUESTRA

=» El material utilizado para la dilucién 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 precisién de la integracion. En el momento de
llevar a cabo la diluciéon el material debe estar completamente
seco.

=» El material utilizado para la filtracién 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 HPLC para evitar la presencia de
particulas que puedan formar depoésitos a:.la entrada de la
columna cromatografica. En el momento de llevar-a: cabo la
filtracién el material debe estar completamente seco. . -

=» El dispositivo para la filtracién de las >m estras debe ser'
ensamblado utilizando las pinzas incluide 1 .mismo
para evitar tocar las partes con las m e esa
manera puedan contaminarse. :

=» LLas muestras deben ser desechadas,dle ras desi:iixéS dek
haber sido- preparadas para evxtar la degradacion: durante su
uso. ‘ : SO .
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V.3.3.4 PRECAUCIONES EN LA PREPARACION DE LOS ELUYENTES

2 El agua grado HPLC debe filtrarse por triplicado en el
dispositivo para la filtraciobn de solventes, utilizando una
membrana Millipore de tipo HA con porosidad de 0.45 um.

< Después de filtrada el agua debe usarse dentro de las
primeras 24 horas, por lo que se recomienda filtrar 250 ml 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 120°C y una vez seco
mantenerse cerrado hasta que se vuelva a utilizar; para de
esta manera evitar el crecimiento bacteriano. que produce
metabolitos y particulas.

> Después de diez veces de utilizar el mismo recipiente en el
procedimiento anterior éste debe lavarse, sanitizarse vy,
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 filtracién de solventes, utilizando una
membrana Millipore de tipo FH con porosidad de 0.45 . D

2> El acetonitrilo debe filtrarse en cantidades de 900 rnl y
colocarse en un frasco de vidrio color ambar.

<> El material utilizado para la filtracién del agua grado HPLC
debe ponerse a secar 2 horas a 120°C 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 HPLC.
TESIS CON
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=» En el dispositivo utilizado para la filtracién de acetonitrilo la
membrana debe reemplazarse cada cu'\co veces que éste sea .
utilizado. L

=» Para reemplazar las membranas en el chspos uvo para la

filtracion de solventes deben unhzarse las: pinzas incluidas’

con el mismo para evitar : danos o contamxnaabn ‘en la
membrana. b :

V.3.3.5 PRECAUCIONES EN LA ELUCION

=» El agua grado HPLC para ser utilizada en la elucién debe
pasar la siguiente prueba de pureza:

Utilizando un detector UV a 250 nm, 0.02 aufs®®°, una
columna de fase reversa C.g con tamano de particula
en el empaque de 10 um, se corre una elucion
gradiente de 100% agua a 100% acetonitrilo, a 2
mi/min durante 20 minutos, después de 40 min de
pasar agua a través de la columna. El incremento en
la linea base no debe ser mayor a 0.12 au.

=» El acetonitrilo grado HPLC para ser utilizado en la eluciéon
debe pasar la siguiente prueba de pureza:

Utilizando un detector UV a 210 nm, 0.02 aucee, una
columna de fase reversa C,g con tamafio de particula
en el empaque de 10 um, se corre una elucion
gradiente de 100% acetonitrilo a 100% agua, a 2
mi/min durante 20 minutos, después de 40 min de
pasar acetonitriio a través de la columna. E!
incremento en la linea base no debe ser mayor a 0.12
au.

w= aufs = unidades de absorbancia correspondientes o la escala completa de la respuesta del
detector, [absorbance units (Corresponding to) full scalej.,
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=» 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 ocasién un minimo de diez veces el
volumen del mismo. Siendo el volumen del loop que se
utiliza en este método de 231.2 ul el volumen a inyectarse en
éste debe ser mayor a 2.312 ml.

-» El filro de entrada de la bomba“ que se mtroduce en el agua
debe reemplazarse cada semana . :

= El ﬁltro de emxada 'de la bomba ‘quese mtroduce en el :

-» Las mangueras g
reemplazadrse cad

ya no sea capaz de. P,

50 lucxén mcluxda con
la documentamén d L :

<> Antes de iniciar un .nueva ‘elucion se debe ethbrar la
columna con CH3CN I—IzO 25 75 durante por lo menos cinco

minutos.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




120

Capitulo VI

RESULTADOSY
ANALISIS DE RESULTADOS
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CAPITULO VI

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

VI.1 ESTUDIO ESTRUCTURADO

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

En éste capitulo se toman en cuenta los procesos Longitudes
de onda y Método Repetible!ll.

El proceso Validacién se tbma en cuenta en el capitulo 6

El proceso Solucién . de hmpleza y el procesc Validacion para el
caso especifico de la solucxon de limpieza no seran tomados en
cuenta durante el desarrollo de‘este est'udlo. o

En toda ocasion. —aunque no se mencione— se sigue paso a
paso la metodologia estructurada desarrollada en el capftulo 4.
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VI.1.1 Longitudes de onda

Para leer el espectro UV /Vis del Teepol HB7 fue colocada agua
grado HPLC en una celda de cuarzo y esta ultima en el portaceldas
del espectrofotémetro. Fue entonces leido 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 solucion
de Teepol HB7 1%w/v y lefdo el espectro —en el mismo rango— en
cada ocasion.

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

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

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




VI.1.2 Separacion

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

La segunda opcién serfa la utilizacion de columnas de
intercambio aniénico mas, a falta de este tipo de columnas, se utilizé
una columna pBondapak NH;mmmnnn por ser un 1ntercamb1ador
aruéxuco débxl en medxo acido. :

La segunda opcién no tuvo resultados posxnvos pues en todos
los casos (con todos los diferentes eluyentes utilizados) result6 tener
tiempos de retenci6én muy cortos. Estos tiempos:de‘retencion tan
cortos se debieron a la muy débil interacci6n entre el Teepol HB7 y
la fase estacionaria dadas las caracteristicas débilmente aniénicas
del Teepol HB?7 y de intercambiador ani6énico débil por parte de la
fase estacionaria nBondapak NHoa.

TESIS CON
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nn La columna pBondapak NH: tiene un empaque formado por una base de silica gel con un
tamano de particula de 10 um y forma irregular, con grupos NH:2 enlazados. Esta columna estd
considerada como columna de fase normal y en condiciones dcidas como un intercambiador
anionico débil.
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VI.1.2.1 COLUMNAS NOVA-PAK Cs (3.9 mm ID X 150 mm) EN SERIE.

Puesto que en el método prototipo fueron obterudos 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. mismo:tipo,
pero con el doble de platos teéricos, por lo que —al carecer: de una
columna Cs de 3.9 mm x 300 mm— se tomé la decisién de unhzar
dos columnas ‘de 150 mm en serie, con lo que se alcanza
aproxu:nadamente el doble de platos tebSricos [restando la pérdida de’
platos teéricos que se genera en la union entre las dos columnas]. -

c

I3
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~
-

Ferrret

Ledsbe bl ledoly

ol e
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0.0

. cromatograﬁa 5.1
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-~ Con una elucién isocratica cuya fuerza en el eluyente fue 35%
de acetonitrilo se obtuvo''la::mejor separacién isocratica en el
cromatograma T_300_09. Puede observarse en el cromatograma
T_300_11 como mejora la separacién al utilizar una elucién
gradiente lineal.

Nombre: T_300_11 = 100 e
Tiempo (min) _%a_ %b g sl [ 300 11 |
4] 75 25 £ 60 [~~~ P
15 65 35 S ol
18 6535 e r ---%a
20 75 25 S 20F %b
= 22 <0 20 30
e Tabla 5.1 o 10 2
Tiempo (min)
e Grafica 5.1
() 10 Z\uU
— P BN . P M TP
M1

Leasad

o)

111111114.|.|.A_|-111

lllllllrllll]rﬁl'llllrrlr

<
=

e Cromatograma 5.2
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Puede observarse en la elucién T_300_11 como los picos que
antes eran dobletes se separan y los picos que antes correspondfan a
un componente de la mezcla ahora forman dobletes o tripletes.

Esta separacion es llevada al maximo posible —sin que lleguen
a achatarse los picos— en la elucién T_300_19 [con la utilizacién de

un gradiente cSncavo].

Nombre: T_300_19

= {

Tiempo (min)  %a _%b_curva .g Igg R L 300_19 I
G : 75 25 £ ekl T —————a it
15 65__35 3 = b
18 65 35 2 A0 ---%a
20 75 25 3 5 T
25 75 25 <. —%b
e Tabla5.2 30

i) LU

I i A A A A

-

Mt
w JTB0019 oo

bl

0.0

N TR BT U T

lv|I|ll||lxll|llllllllrllllllllnlllll

e Cromatograma 5.3
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El -acercar las :bases de- los picos a la Ifnea base: facilita la
integraci6n:de los :mismos, se obtuvo también repetibilidad en los
tiempos de: retencion’ por lo que la elucién T_300_19 es candldata a
ser el método anal(tlco ﬁnal. i

Fuq ‘ta bxén hecha una 1nyecc16n de 300 ppm launlsulfato de

elucion T-_300_19.

0 ‘ Cu , 20

N 1 " 1 1 A A
o~ 1M -
S AT e e e e e -
7 o
= : .............. :‘;
C;T“—Jl/\l —— [
] ) o
S : -
o_ ......... E T T T T —
- 7] . n
T ] =
° |
] - -
-

e Cromatograma 5.4
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.La muestra de laurilsulfato de sodio al ser eluida forma 3 picos
cuyos tiempos de retencién si se encuentran dentro del intervalo
definido para los componentes del Teepol HB7; de ah{ se confirma la
presuncién de la identidad de los picos encontrados en el Teepol
HB?7 [alquilsulfatos de 9 a 13 4tomos de carbono].
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VL1.2.2. COLUMNA NOVA-PAK cw (3 9 mr ID x 150 mm)

Por tener una- mayor ‘afinidadhacia la parte no polar de los
alqullsulfatos se propuso la uul:zaabn ‘de 1a fase estacionaria Cis, ya
que:de esta manera  se- llega ‘a’‘tener/un mayor control sobre la
separacién de los picos con la utxhzamén de eluciones gradientes.

] : 1 U
A A A A l A A A a2

1M1 -

o j oy L cam1508F
I o

. [

. -

-1 -

— e

] :

o~ 7 il
T3 F

E -

= -

e Cromatograma 5.5
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Nombre: TC181509 = 100 — |
Tiempo (min) _%a %b_curva e sob__.___ oot 1Y C181509
[0 75 25 E 60| e, )
10 60___10 5 = B
14 60 40 g ;g . - %a
5 s 2 S o —%b
20 B2 0 s 10 15 20 25
e Tabla 53 Tiempo (min)
=« Grafica 5.3
U i1vu
— a A A 1 a a a s I} a " A P
JTC181509 : -
E : -
~ ] e e R
: B -
o~ ] T L. L
. i "
N . C
~ s -
n - -3
<:. = .
=] - [~

e« Cromatograma 5.6
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La clucxén TC181508 es 1socrat1ca con . una fuerza .de 30%
acetonxtnlo Con base en e a'felucxbn se realiz6 la elucxén TC181509

3 to q rementar la separacxé de los
picos.y eneste; caso los pi c que. se obtuvieron fueron: muy. ‘pocos, -
se toma la opcxén de: deja un lado’las pruebas con esta columna e
incrementar el namero de platos teérxcos al doble (con el uso de una
columna del doble’ de. longltud) k :
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VI1.1.2.3 COLUMNA NOVA-PAK Cis (3.9 mm ID X 300 mm)

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

) 11U

M1
= T':-3.00:—2.3 .

.
o~y
.
[ -
o) -

= Cromatograma 5.7

Con base en esta elucidn isocratica se hicieron eluciones
gradientes lineales, de las cuales se¢ obtuvo la eluciéon T_300_27
como base para hacer eluciones cé6ncavas y obtener asi ¢l “gradiente
ideal”.



Nombre: T_300_27 =
Ticmpo (min) %o %h ‘g
0 75 25 2
20 6040 =
24 6040 =4
25 75 25 5
30 75 25 =
e Tabla 54

- MRréficra & A4 -

0 10
PO N 1 PO 1 .

M1 . o
1T_300_27 3
= J.. T | L e SN r
. : F
] r
o~ L B T T e = T T o TR L R R . I I I —
1 C
o ] _ﬁg r
=) I -

 Cromatograma 5.8

En esta ocasion no se -eligié la mejor separacién de - los
gradientes lineales como punto de partida para las pruebas con
gradientes c6ncavos. puesto que en el momento que se le da la
curvatura cOncava al gradiente se incrementan los tiempos de
retencién por lo que —segtn las estimaciones— al darle la curvatura
al gradiente se deben los ultimos picos y el incremento en los
tiempos de retencién debe separar los dobletes.
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Txcne mas sentido llevar a cabo los ajustes. ﬁnales sobre ‘el
gradiente curvo que sobre el lineal puesto que de:tal’ manera se. evxta
redundancia en éstos y por lo tanto se llega enu ‘nam ro: menor de
pasos al “gradiente ideal”.

134

gradiente
randes con

Nombre: T_300_30
Tiempo (min) Tod %b curva ~300 30 l
[1) 73 25 ’
25 - ¢ . 60 10 -3
26 7525 --.%a
© 30 75 25
e Tabla55 —%b
0
2 " A n 1 A PO - PR S
EET L 3
31 T_300_30 P E
L .oz . e T -
e : . . B
~ 3. } . T
< -

= Cromategrama 5.9




135

Tomando como base el .gradiente. T-300_30. fue hecho el
gradiente T_300_31, con una diferencia en: el-flujo del eluyente, el
cual aument6 [de 1.2..ml/min - en' T 300:30"a 1.4 ml/min en
T_300_31], de tal  manera‘que:al” ‘incrementar :la magnitud del
parametro u [ecuacién de Van: deemter] éste se acerque a su valor
Uopt poOr lo que asimismo se 1ncremente el numero de platos teoricos.

0 R l:(l,-\

1 . ey 1

M7 T_300_31

-1

« Cromatograma5.10

A rafiz de este incremento en el nimero de platos telricos se
presents un incremento en la presién dentro de la columna, la cual
lleg6 a ser cercana a las 6000 psicee (limite maximo de presiéon para
las bombas utilizadasrrr) por lo que de seguir esta tendencia de
incrementar el término u serfa sobrepasada la presién méaxima y al
ser mantenido el mismo flujo las bombas trabajarfan muy forzadas.

= El término psi es la abreviacion en inglés de libras por pulgada cuadrada.
rer Fueron utilizadas durante todo el desarrollo de esla investigacion dos bombas Waters 310

controladas externamente desde la estacion de trabajo Walcxs l\«‘quimu
TESIS CON

FALLA DE ORIGEN
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VI.1. 2 4 DISCUSION

g Dada 1a similitud que tienen entre si. los componentes del
~Teepol; HB7 ‘es indudable el hecho de que para lograr una completa
separacxc’)n de todos ellos se necesita un incremento en el numero de
platos teéricos . incrementando ya sea la: longitud-de ‘la columna
utlhzada, la. veloc1dad en el flujo de la fase moévil (término u) o el
numero de atomos de carbono en la cadena de la fase estacionaria.

o De todas las columnas de fase reversa enlazada disponibles en
‘el mercado, la menos polar es la Cis [dadas las condiciones de su
fabricacién] 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 cromatografia de liquidos, tampoco existe pues éstas todavia
no se encuentran en el mercado. De lo anterior que tengan que
descartarse estas posibilidades como vanables de la presente
investigacion. o o

La alta presion caracterfstica- de la crom ografia de liquidos
de alta resolucién [muchas veces, mal:: ada ‘cromatografia de
liquidos de alta presién] tiene un;limite;: el cual esta impuesto por
las caracteristicas del ° empaq iicolumna -y  por las
caracteristicas de las bombas que:so til adas."En ambos casos
(para las columnas y bombas util Ppresion limite es 6000
psi, por lo que al ser rebas do este limite podrian dafarse el
empaque de la columna'y. la ombas:- La consideracién anterior
debe tomarse en cuenta al.inte ncremento en.el numero de
platos tedricos puesto que. al: aumentar la longitud de la columna se
incrementa la presién'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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: Tomando en cuenta las consideraciones -anteriores: no- es
posible continuar incrementando el ntimero de platos:te6ricos. con
los recursos disponibles a fin de alcanzar la completa‘separacién de
los componentes alquilsulfatos del Teepol HB? y poder de.esta
manera cuantificar cada uno por separado. . L [T S

~_TESIS CON
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VI.1.3 Colapso

Partiendo del hecho de que no es necesaria una completa
separacién de todos los alquilsulfatos presentes en el Teépol HB7
para poder cuantificarlos con completa exactitud, puesto:que no se.
dispone de los estdndares para cada uno de ellos —en el caso ‘de que .-
fuera posible la completa separacién de los mismos—:
similitud entre ellos, presentan asimismo: caracter{sncas'_ ‘muy
similares de absorbancia; el hecho de colapsarlos
[haciendo uso de la ley de Beer] darfa como resultac

gradiente sin que el componente alqullsulfato menos: polar'hublera'
emergido dela columna—, cuando se utiliza el colapso para eluu',
juntos todos los componentes ‘alquilsulfatos. del Teepol HB7 se,
esperan nempos de elucxén menores a los 5 minutos.
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V1.1.3.1 CoLumMnA NOVA- PAl\ Cg (3 9 mm ID X 75 mm)

El colapso de los componentes del Teepol HB7 —siendo una
técnica que requiere un minimo ‘de platos teéricos— no requiere la
utilizacion de columnas muy largas por lo que fue electa para éste
proposito 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 numero 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 inyeccién— puede haber componentes
contaminantes que queden enmascarados dentro del grupo de picos
colapsados y —por lo tanto— interfieran en la cuantificacion.

El primer colapso satisfactorio se observa en el cromatograma
T_75_037 y consiste en una elucién 1socrét1ca con una fuerza de 30%

acetonitrilo.

'8 : P
41 A ) | A a ‘; | 3 a
= 3 Nr 1 ) L E
= ‘T 75 037 |-
~ 3 =
= 3 =
_ — -

0
0
&
3
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T 75_047
T_75_048

T_.75_049

Cromatograma 5.12
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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 retencién y en
el area para una elucién isocratica cuya.fuerza-es 28% CHsCN.
Puede también observarse que los picos se encuentran colapsados a
una considerable distancia del punto de inyecci6n, lo que —ademas
de facilitar su integracion— disminuye ‘la:probabilidad de tener
sustancias contaminantes que se incluyan- dentro del grupo de picos
colapsados al momento de la integracién.

T_55_055

- Cromatograma 5.13 TES S CON

FALLA DE ORIGEN
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En los cromatogramas , T_75_052, T_75_053, T_75_054 y
T_75_055 (elucién isocratica con una fuerza de CHaCN 35%) se tiene
un colapso maximo 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 retencién y en
el area de los picos. El inconveniente de tener los-picos colapsados
en un tiempo de retenciéon tanicor es i——como ya se “"ha
comentado— la posibilidad de: ’enm arar’ contaminantes, los
cuales pueden interferir con. 1 y.. precisién; ‘de las
mediciones. ' ST e

Al disminuir la concentrac1
de 10% a 1%  se mantiene
parrafo anterior, como lo m'
T 75 117.

_ 3 T75117E' -
] ; g
E - -
= F : "
J [_ 3 : _
. = a : i
3 [ ] - [
< ] F < __J . A]\’\_M___
< ] Eo? . t

e Cromatograma 5.14 - romatograma_5.15




oo 143

Al dlsmu\ulr la concentracxon de las muestras de Teepol HB7 a
0.1% se pierde’ la capacxdad ‘de; 1ntegrar los:picos de alquilsulfatos,

puesto que éstos se rden dentro del’ ruldo de la linea base.

(O3 .2
- 1 1
— 1 T 75 120
(= T SRR | B & dRiSAR AR SR A AR SR A AL IS o — B B B [ T R I i S I —
1 ;
= s
] X
= [
f -
- Cromatograma's.is : . : ) « " Cromatograma 5.17
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La solucxén fue elaborar un nuevo loop  con: un volumen
aprox1madamente dlez veces mayor que el actual (de 20;,11 a 200;11)

c

.06

e

.02

Leaudaaiitiy

[

e Cromatograma 5.18

0.0

IEV1 FETVL SR FPYTS FUSTY NS\ FUTYY SUTTI POT)

KRR ALY LAY LAAL) RARAS ARSI LALLE Ra R A RaL
ARG AL EARA) RALLS RRALS RARA)RRIASREARS RN/

Se recupera de esta manera la capacidad, de integrar los picos
formados por alqullsulfatos. s A T e

Para los propésitos ‘de ‘esta..etapa. tan:.temprana de la
investigacién se considera irrelevante:la capacidad:del nuevo loop
utilizado puesto que no es su propo6sito medir:la exactitud de la
integracién, sino Ginicamente observar la separacién —en este nuevo
loop— de los componentes del Teepol HB7 utilizando
concentraciones similares a las que se tendrfan en la solucién de
limpieza y utilizando los mismos procedimientos para la basqueda
del "gradiente ideal". Posteriormente, cuando sea relevante conocer
la capacidad del nuevo loop, seran realizadas las mediciones
pertinentes.
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A pesar de las ventajas que presentaron-el poco tiempo de
elucién y la aparente repetibilidad de las dreas de los picos y de los
tiempos de retencién, se considera inadecuado el colapso para la
cuantificacion de Teepol HB7 dada 1la potencial inexactitud
ocasionada por sustancias contaminantes que sean. eluidas en los
mismos tiempos de retencion que los alquilsulfatos. . :

TESIS CON
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VI.1.4 Colapso retardado

Obedece la utilizacion de esta técnica: a::la' necesidad de
rnantener las venta]as del colapso (hempos de elucion’ ‘muy cortos,

Su fundamento consiste en: qu ‘al linicia elucxén con una
fuerza un poco menor a la utlllzada pa feluir. os componentes y
una pendiente casi igual a cero,: seran eluidos la  mayoria de los
componentes contaminantes de tal manera que estos ya no puedan
interferir con la integracién de los alqullsulfatos, inmediatamente
después se debe elevar violentamente la fuerza del eluyente hasta
que esta sea un poco mayor a la necesaria para eluir el tltimo de los
alquilsulfatos, para de esta manera lograr que éstos sean eluidos en
el intervalo de tiempo mas corto posible; lo cual significa que al ser
eluidos los alquilsulfatos, éstos estarfan colapsados, obteniendo as{
las ventajas del colapso sin sus desventajas [sin incluir en las
desventajas la falta de selectividad puesto que —como se mencion6
en la descripciéon del colapsoqqq— ésta no es aplicable para este caso
en particular].

1 Ver colapso en la pdagina 94,
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VI.1.4.1 COLUMNA NOVA PAK Cn; 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 numero de platos te6ricos que para el
colapso sencillo; sin embargo este nitmero de platos teSricos no debe
ser excesivo, puesto que ocasionarfa problemas de alta presién en la
columna y tiempos de retencién mayores de lo planeado, ademas de
incrementar la selectxvu:lad la cual es inversamente proporcional al

colapso.

Una columna con un numero de platos tetricos intermedio
(adecuado a las caracteristicas especificadas en el parrafo anterior)
es la Nova-Pak Cis [con‘una longitud intermedia y la menor
polaridad disponible] puesto que —sin provocar problemas de alta
presion— debe retener los alquilsulfatos suficientemente para darles
tiempo de salir a los componentes que tienen una polaridad mayor y
su numero de platos tedricos debe mantener un colapso aceptable.

La primera separaciéh iSééraﬁca (T_15_004) comienza con.la
fuerza del eluyente que presenté el mejor colapso (CHLCN 35 %)

- Cromatograma 5.20
BRI ‘ ! “ :
M1 - - T_15.004 [
I T e N :_.
E 3
e Y Bt O I I R SR -
= 4~ - 00 -

Se observa en el cromatograma vT 15. 004 —como era de
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esperarse— una mayor separacién que con la utilizacién de la
columna de 3.9 X 75 mm. Debe tomarse en cuenta esta separaciéon de
los picos para determinar la fuerza del eluyente al final del
gradiente de colapso retardado, la cual debe ser mayor que ésta
(35% CHiCN) para poder colapsar nuevamente los picos.

Posteriormente se utiliz6é6 una elucion isocratica (T_15_013)
cuya fuerza es CHaCN 30% para poder observar en el cromatograma
resultante una distancia —a partir del punto de inyecciobn— lo
suficientemente grande para aislar el grupo de alquilsulfatos del

resto de las sustancias presentes [en este caso, contaminantes].
O < 4

. N L — 2 P | — | N a

.T_15_013

02

0.0

ISEESEERI NI NN NI RO U ANTRE N

=02

vlrlv:[111:{:11:(:17#11117*&1”17—1'

e« Cromatograma 5.21
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De manera similar al cromatograma anterior, se debe tomar en
cuenta esta separacién 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 inyecciéon y el grupo de alquilsulfatos.

Es importante senalar la necesidad.de la utilizacién de"a”gué »
cuyo frasco haya sido recientemente : ablerto y ' ésta haya sido: -
recientemente filtrada, puesto que el crecuruento bacteriano produce N

sustancias generadoras de ruido en la linea base cuando se emplean -

eluciones gradientes.

El cromatograma T_ 15 015

que el cromatograma T_15 018
filtrada el mismo dfa. Para ambo

es utilizado en ambos casos.”

Nombre: T _15 015 £

Tiempo (min) _%a %b curva E 60

) 75 5 Z 4o

E 55 4 =5 g =

11 55 4 S e - ERt AN
12 75 55 R s 105770187

15 7 25 Tiempo (nun)

« Tabla 56

Grafica 5.6
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a 10 1 (Y4
1 1

T_15_015F ™ ST_15.018F

I EWETI FUUUR P

aateaaal g

= Cromatograma 5.22 e Cromatograma 5,23

Se incorporé en el protocolo un procedimiento para mantener
el agua HPLC siempre en 6ptimas condiciones de uso.
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Se incrementé ligeramente la pendxente del gradlente, con el
fin de colapsar un poco mas el grupo.de alquxlsulfatos. :

o] N ' 15 021 l‘ ‘
60 - 3
40
20
[}

Nombre: T _15_021
Tiempo (min)  %a b curva
0 75

= £
9 €
10 7
13 75

-5

Concentracion

ninjalall®

|

e Tabla 5.7 - Gréficé

)

i™m

T

T

T
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- Cromatograma 5.24




Con el fin de colapsar aun mas el: grupo ‘de: alquxlsulfatqs se-

area de los picos.

elevo la fuerza del eluyente al final del gradlente deA45%

Nombre: T_16_092 £ ' 3
Tiempo (min) %a %b curva B eof TTT- ~~. v

[5) 5 5 E 10 e

7 50 0 -5 £ 20F -

9 50 5] S o -
10 75 _25 o s 10 g
13 75 5 Tiempo (min)

e Tabla 5.8

L

Gréfica 5.8

T_15_092

T_15_093

T_15_094

T_15_095
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Una vez que se lleg6 a la mejor opcidn para el -analisis
cromatografico de alquilsulfatos en el Teepol HB7 —dada su lejania
del punto de inyeccién, el colapso de los alquilsulfatos en- un
intervalo muy corto de tiempo y la aparente repetibilidad de los
tiempos de retencion y de las areas de los picos— se concluye esta
primera parte del estudio estructurado, para continuar con la
validacién, en la cual se debe demostrar que el presente método
analftico realmente sirve para  cuantificar la concentracién de
tensoactivos en el Teepol HB7 y supera al método analitico utilizado
actualmente.
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO

En este capitulo se describe el proceso de validaciéon, mediante
el cual se deben conocer los limites de operacion del método
analitico, entre los cuales se encuentran:

Para los prop6sitos de mantener la documentac16

Especificidad

Linearidad

Concentracién minima detectable
Concentracién minima cuantlflcable .
Repetibilidad E -
Reproducibilidad

cesarla,f

ésta validacion se llevd a cabo de acuerdo con ‘lo: establec1do en’el"
protocolo de validaciéon especificado en el apéndlce II y el protocolo
de analisis especificado en el apéndice II1. :
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VI.2.1 Especificidad

VI.2.1.1UTILIZANDO LA TECNICA DE ESPEC’FROFOTONiETPfA INFPAPROJA
POR TRANSFORMADA DE FOURIERT™™

Se emplearon las sxguxentes soluciones:.

#1 Laurilsulfato de sodio grado reactivo 5000 ppm
#2Teepol HHB7 (concentracxén de materia acnva =
#3 Agua’ grado I—IPLC —-como blanco— T

Para cada:caso: se recolecté a la sallda ‘del: detector: la fase
moévil entre 1 330 y ‘105 9:00 minutos de elucxén

1na- de las tres soluciones recol‘

tros: #1 y #2 se
las . bandas de

1e’las sustancias eluidas

6n.de Teepol HB7 son
alqu1lsu1fatos puesto que
absorbancia infrarrojo que’ lat

tiempo] de una soluc16n de laurllsulfa de SOle (alquilsulfato Ci»).

rr Los espectros de absorcion 1nfr.nrru;.x ohwmdo'; en cl cspcctrufolémclrn Nicolcl 71 () no se
imprimicron, por lo que ol unico testimonio que se tiene de la especificidad del método analftico
para la cuantificaciéon de alquilsulfatos en el caso dc mw lécruca) es la mlvrprclaclén dc loc
resullados, : .
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VI1.2.1.2 UTILIZANDO LA TCCN]CA DE ESPECF["OFOTOI\ALTR[A uUv/Vis
POR ARREGLO:DE DIODOS L

Se emplcaron las 51gu1c:ntes solucxoncs

#1 Laurllsulfato de sodio grado reacnvo 5000 ppm :
#2 Teepol HB7 (concentracxén d materla actlva =0. 8262%)

La soluc16n #1 prod ujo el sig 1entc‘cromatograma"

()

P Y L i N a
1 'T—15—130L-
—1 - -
= . . S - B
o_‘ - -
— - [
4 - -
o~ ] . . . E__
] 0
- J -
-— o

e Cromatograma 6.1 Laurilsulfato de sodio_5000 m T
'TF?.\>_{F N/\-.
/
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La solucién #2 produ]o el siguiente crornatograma'
O LU
— e A A | — l A A ' A l - . A
M1 -T_15_131

1!!1!

N

[
IALILLJILIIL,I_LLLILII_L'ILIll

<
[

1l|lTllfT17lllII]T]1I|TII

- Cromatograma 6.2 Teepol HB7 0.8262% materia activa

En el detector de arreglo de diodos Waters 994 se leyeron los
espectros [entre 190 nm y 280 nm] para cada uno de-los: picos
obtenidos de cada una de las dos soluciones (#1 y #2).-




-0.00579 --- 0.057¢
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De la'solucion #1 se abtuvieron los siguientes espectros: -
El primero a lds 6.30 minutos ,dé~'élu¢i6h‘ :

200 ‘gz - T2e0n - 260 280
) : Mt i N . N s

T_15_130

F———— = ——— T —— ~— T T T
. 220 230 2260 2a0

Wavelength 100 === 280 nmio b i

Espectro 6.1 Primer pico de_laurilsulfato de sodio a_los 6.30 minutos de_elucién.
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El segundo a los 7.26 minutos de elucién

200 220 240 260 2a0
1 N L 1 1

T_15_130

I -
2 E R N LR R L
=4
=
'
H . L
H
~
=
S o
= S N O R [
S =
=
v .
= 5
T e T [N <1
T T
260 280

- Espectro 6.2 Segundo pico de Ia‘u[iyllsulf'ato de sodio a Ios 7.26 minutos de élucién,




-0.00787 - (.0787

De la solucién #2 se obtuv1eron los sxguu.ntes espectros:

El' pnmero a los 6. 08 mxnutos de eluc16n s

i pa0 cpan G ‘9ro
;

200 R o T e E
~ L L . 1 —d 1

161

B L e : - T_15.131

02

0.0

Espectro 6.3 Primer pico de Teepol HB7 a los 6.08 minutos de elucién; -

240
Waveclenrth 190 ~== 280 nm:
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El segundo a los 7.17 minutos de eluci6én

200 . FREE 1 2- FEA RN
.  wavelength'

200 220 240 260 280
N Fa .
2.9 T_15_131
] 7.17 min. -
P . G P P N R
. 3
L -
F - S | S o D OL P P 3
n 2
S 3
. ]
H
-
- et LT e T R LR RSP TR PLEPPREE T b
2 )
S 3 o 2
s 4 0 1 otET .
= [
e OO UPEUESY U U RS S NS SREUPPR R L
F e S O O AR P I R i E
I R s e e R R b
260 280

« Espectro 6.4 Segundo pico de Teepol HBZ a los 7. utos de eluéién.
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El tercero a los 7.53 minutos de elucién

260 280
N N

I ikt
7.53 min:

-0.00652 ---0.0052

T ——T T - - T T
200 220 N o240 L ° 2560 . 280
Wavelengih [ 190 ~—-. 280 nm .

= Espectro 6.5 Tercer gigb de Teepol HB7 a ios 7,53 minutos de elucién.

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 eluidos entre los 5:30 y los 9:00 minutos de. una
solucién de Teepol HB7 pertenecen a la misma familia que los
correspondientes componentes del Laurilsulfato de sodio.

Queda demostrado que los componentes del Teepol HB7
eluidos entre los 5:30 y los 9:00 minutos son alquilsulfatos.
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VI.2.2 Linearidad

Para validar la linecaridad de la respuesta del detector con
respecto a la concentracién de la muestra [de acuerdo con la ley de
Beer] fue generada una curva de calibracién con las solucxones que
se muestran en la siguiente tablasss:

IMuestra Concentracién]l
"~ V_053 0.413104
I_V_054 0.41310d|
T_V_055 0.3098
IT_V_056 0.3098
I_V_057 0.309824|
T_V_060 0.206550)|
T_V_061 0.2065540)|
IT_V_062 0.20655d
T_V_063 0.206554|
" V_064 0.206550)
r_V_065 0.18589
T_V_066 0.18589
IT_V_067 0.18589
T_V_068 0.185894|
IT_V_069 o.1sssz§|
IT_V_070 0.1652
IT_V_071 0.165244|
T_V_072 o.msz:ﬂl
I_V_073 0.1652
_V_074 0.165244|
T_V_075 0.12393d|
[T_V_076 0.1239;3|
T_V_077 0.1239;
IT_V_078 0.0826240|
IT_V_079 0.082624|
I_V_084 0. 165243'
[T_Vv_085 0.18589
I_V_086 0.206550|
T_V_094 0.247864|

= Las soluciones de la curva de calibracion fueron prupamdac a partir de una ‘muestra de Teepol
HB7 cuya concentracion de materia activa fue igual a $1.31%
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Las diluciones de Teepol HB7, segin la curva de calibraciéon,
se inyectaron en el cromatégrafo de acuerdo con lo que indica el
protocolo de validacién. Al ejecutar el método, la estacion de
trabajo Waters Maxima genero6 el siguiente reporte:

Alquil Sulfatos Calibration Report

Quant Basis: Arca
Curve Type: Linvar

Y-axis Label: Concentration

Printed:

Rejection Tolerance: None

Corr. Coef. (r): 0.9997582

Equation: Cone =

Weighting: None

22-Oct-46

Internal Standar,
Forced Through Or

07:58:04 AM

Nons
in: No

Coef. Of Detlermination (r°°2): 0.99951065

-3410R26E-003 + 2.5M976E-08 * R

Sample [File Name [Valid [C ion Resp Calc'd Cancentration | % Devistion | Response Factor
Teepoll )T .V_053 Y 4.131000E-001] 1o 35211 E+ (X7 1131 RUSE-001T -2 17FE-002 2.513659:-008
Teepol2 [T V 054 Y 4.131000E-001] 1 32 312391 208001 2.515331E-008
Teepold [T _V _055 Y 3.098250E-001| | 210~ "rnE« 07 VHRSTE 001 2494251 E-008
Teepold [T V_056 K3 3.098250E-001] 1 233733k« (K17 NSOV F-01 | -2.20E-002 2.506H03 E-00H
Teepol5 [T _V_057 Y 3.098250E-001| 1 22i=2nsE 007 AT HO22EA0L] 8 B7E-001 2.529335E-008
Teepol7 [T V. 000 Y 2.065500E-001 | X 12173701« (s IT00T52E-00t] STeBE+000 2.452582E-008
Tocpol8 TV 061 Y Z065500E-001 | 8 37 2-<0F + (Wi 2ORRSE- 00| -1.09E+000 3 166920E-008
Teepale [T.V 062 Y 2.065500E-001| = IR %5k «(xn 200507 E- (0] -5T9E-003 2.493632E-008
TeepollO T V063 Y 2065500E-001| 8 W12 W UTh e (v, 20T 0] | -2.41E-001 2AR7RI0E-008
Teepoll 1 [T V O Y 2065500E-001 | & Wilr st « (kb S OSSSI0FR 01| -9.60E-001 2.370206E-008
Teepol1 2TV 065 Y 1.858950E-001] = 123 vsitf - (s 1 ROk (01| -2 08KE+000 2INIGOE-(0R
Tevpoli3 [T V 060 Y 1.858950E-00T| = 132" 20F« (X 1 3w wrop 0L 2.493136E-008
Toepolld [T V067 Y 1.858950E-001 [ 5 SUE e Ry, 1.8 5001 2.476228E-008
Teopol 15 [T V 068 Y 1.858950E-001 | — 13505 Wk +(Wus T R2ISORE (00 2 SHMTE-00/
Tevpolle [T V 009 Y 1.858950E-001| ~ 31xuswil o U0y I R53ar aF Gal 2. 495903E-00R
Teepol1Z [T V 070 Y 1.6524006-001 [ + sl 3 [5F cinvs 1esi 2Temny v 3A9T2E- 008
Teepol I8 [T V 071 Y 1.6524006-001] s el 3f = (ki VeRosscE o0l 285939008
Teepol 19T V 072 Y 1.652400E-001 | -+ ~oe 1 dd0RSE o0 2.496014E-008
Toepol20 [T vV 07 Y 1.652300E-001 CES IS 2493701 E-0m
Toeepol 21 [T V 074 Y 1.652300E-001 BT T ol 5

Tecpol22 [T V 075 Y 1.239300E-001 UL | [ 23R107E-(0R
Teepol 23 [TV 076 Y 1.239300E-001 e T o] 6 30E-001 23R2133E 0%
Tecpol2d [TV 077 Y 1.239300E-001 ] 6628 002 2 36RAIE (R
Teepol25 TV 078 Y 8.262000E-002 LS RAR-001 33 20m708E- (0
Tocpol26 [TV _079 Y 8.262000E-002 w2 OFRE-003 IITAITEOR
Teopold) [T V. 084 Y 1.652400E-007 oo TR 000 25106165 (0
Tocpoldl [T V085 Y 1.858950 E-001 2260 (01 2ARTO0E- 08
Torpol 32 [TV 0Re Y 2.065500E-001 : | TA2Es 000 3366 WIE0R
Teepol35 [TV 004 ] ¥ 2.478600E-001 ] T eBES ) 2 541R69E-I0R
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Gréfica 6.2 Concentracién_calculada_vs concentracién invectada.
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Linearidad

10 - o

Respuesta del detector
(millones de AU)

-

0.2% 0.3%

Concentracion inyectada

0.1%

0.4%

Gréfica 6.3 Respuesta del detector vs concentracién inyectada.
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Linearidad
3% - 23.5
o
2% < =
° = o
1% 2 = : 25
T &
0% . 4: S Py Y]
- : & = g
~1% - £ 24.5
: L © -
-2Y (LI - x
-3% - 24
0.1% 0.2% 0.3% 0.4%
Concentracién inyectada
* % Desviacién * Factor de respuesta _J

Gréfica 6.4 Comparacion del porcentaje de desviacién con el factor de respuesta.
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Con la informacién proporcionada por el reporte anterior se

llevaron a cabo los calculos del coeficiente de variacion (F).

Muestra |Concentracién Respuesta E
[Teepoll 4.131000E-001 1.6434211E+007] 39782645.8484624
[Teepol2 4.131000E-001 1.6323288E+007|  39756204.3088847
Teepol3 3.098250E-001 1.2401676 E+007 40028002.904865¢
[Tecpol4 3.098250E-001 1.2359365E+007 39891438.7154039
Teepol5 3.098250E-001 1.2249268E+007 39536086.50044
[Tecpol7 2.065500E-001 8.4217370E+006 40773357.540547 %
[Teepol8 2.065500E-001 8.3727880E+006 40536373.7593803
[Teepol9 2.065500E-001 8.2830975E+006 40102142.33841694
T'eepol10 2.065500E-001]  8.3023830E+006| 40195511.98257
Tecpolll 2.065500E-001 8.3616505E+006 40482452.1907524
ccpoll2 1.858950E-001 7.6233640LE+006 41008978.1866104
[Teepol13 1.858950E-001 7.4562720E+006 40110126.6844184
[Tecpoll4 1.858950E-001 7.5071840E+006 40384001.7214019
Teepoll5 1.858950E-001 7.3359530E+006 39462884.9619404
[Teepoll6 1.858950E-001 7.4480060E+006 40065660.7224504
eepoll7 1.652400E-001 6.6167415E+006 40043218.9542484
[Teepoll8 1.652400E-001 6.6469855E+006 40226249.697409d
[Teepoll9 1.652400E-001 6.6201555E+006 40063879‘81118ai
[Teepol20 1.652400E-001 6.6262960E+006 40101040.910191
[Teepol21 1.652400E-001 6.6245190E+006 40090286.8554829
[Teepol22 1.239300E-001 4.9945460E+006 40301347.5348987
Teepol23 1.239300E-001 4.9928835E+006 40287932.7039454
[Teepol24 1.239300E-001 5.0202360E+006 40508641.9753084
[Tecpol25 8.262000E-002 3.4131617E+006 41311567.4170903
[Teepol26 8.262000E-002 3.3935525E+006 41074225.3691604
Teepol30 1.652400E-001 6.5815740E+006 39830392.1568627
Teepol31 1.858950E-001 7.4870125E+006 40275491.5409234
[Teepol32 2.065500E-001 8.3745655E+006 40544979.4238683
[Tecpol35 2.478600E-001 9.7510910E+006 39341124.0216251]
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Se calculé el promedio y. la desviacién estandar de -los

factores:
F . 1021 0905.0599569
SF 459037.134491903

Se calcul6 el coeficiente de varxac16n
‘CV ' 0.0114157374425532 = 1. 14157374425532%

Criterios de aceptaciéon:

Variable [Criterio | Resultado

r >0.99 0.9997582 4]
r2 >0.98 0.9995165 [£4]
CvV <1.8% 1.14157374425532 |&

Al haber cumplido con los tres criterios de aceptacién para
linearidad queda demostrado que el método es lineal de acuerdo

con la ley de Beer.

VIi.2.2.1 Concentracién minima detectable

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%

En las concentraciones por debajo de 0.102275% los picos
generados por alquilsulfatos se pierden dentro del ruido de la linea
= 07

base, por lo que la concentracién minima detectable es 0.0102275%.
| TESIS CON__ |
FALLA DE ORIGEN |
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VI.2.2.2 Concentracién minima cuantificable

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 calculos del porcentaje de desviacion

absoluto.

Muestra | Concentracion Concentracién Calculada |[% Desviacion | %
Desviacion|
r_v_os3 0.413100 0.413190 -0.0217 0.0217
I_VvV_054 0.413100 0.412913 0.0454 0.0454
r_V_o056 0.309825 0.309893 -0.0220 0.0220
T_V_055 0.309825 0.310966 -0.3670 0.3670
r_VvV_o057 0.309825 0.307102 0.8870 0.8870
Ir_VvV_o094 0.247860 0.243774 1.6800 1.6800
T_V_062 0.206550 0.206561 -0.0052 0.0052
I'_VvV_063 0.206550 0.207050 -0.2410 0.2410
I_V_o064 0.206550 0.208552 -0.9600 0.9600
r_v_oei 0.206550 0.20883 -1.0900 1.0900
T_V_086 0.206550 0.208879 -1.1200 1.1200
T_V_060 0.206550 0.210075 -1.6800 1.6800
r_V_066 0.185895 0.185601 0.1580 0.1580
r_VvV_085 0.185895 0.186380 -0.2600 0.2600
I_V_069 0.185895 0.185391 0.2720 0.2720
I_V_067 0.185895 0.186892 -0.5330 0.5330
I_V_068 0.185895 0.182551 1.8300 1.8300
I_V_065 0.185895 0.189837 -2.0800 2.0800
0.165240 0.165086 0.0935 0.0935
0.165240 0.164561 0.4120 0.4120
0.165240 0.164516 0.4400 0.4400
0.165240 0.164106 0.5080 0.5080
0.165240 0.164319 0.5610 0.5610
0.165240 0.163428 1.1100 1.1100
0.123930 0.123848 0.0662 0.0662
0.123930 0.123197 0.5950 0.5950
0.123930 0.123155 0.6300 0.6300
0.082620 0.082612 0.0098 0.0098
0.082620 0.083109 -0.5880 0.5880
0.061965 0.060182 2.8778 2.8778
0.051638 0.026620 48.4475 48.4475
0.041310 0.041310 0.0000 0.0000
0.041310 0.041310 0.0000 0.0000
0.041310 0.010856 73.7198 73.7198
0.030983 0.011193 63.8719 63.8719
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% desviacién

80.0%
70.0%
60.0%

50.0% 0
40.0%

30.0%

| %desviacion |

20.0%
10.0%

0.0% -
0.5% 0.4% 0.3% 0.2% 0.1% 0.0%

Concentracion inyectada

[ A 2 o Py P

e Gréafica 6.5 Incremento del porcentaje de_desviacién.

Se observé un notorio incremento de la desviacién —hasta de
un 80%— para concentraciones inferiores a 0.08%.
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Se calcul6é el promedio de los porcentajes de desviaciéon

absolutos.
oncentracion |Zhdesviacié n]
.413100 0.0336
j0.309825 0.4253
j0.247860 1.6800
)0.206550 0.8494
j0.185895 0.8555
I0.165240 0.5208
10.123930 0.4304
j0.082620 0.2989
j0.061965 2.8778
j0.051638 48.4475
j0.041310 24.5733
j0.030983 63.8719

La concentracién minima cuantificable es 0.082620 puesto Que
el promedio de porcentajes de desviacion- absolutos :de
concentraciones inferiores es mayor a 1.8%. BT
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VI.2.3 Repetibilidad

De acuerdo con el protocolo de validaciéon especificado en el
apéndice 1II se llevaron a cabo durante cinco dfas una elucién 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:

Eluciones

H1

Concentracion inyectada
0.2004% 0.18036% 0.16032%
Dia 1 T V_125 T V_124 T_V_130
Dia 2 T_V_136 T.V_135 T_V_128
Dia 3 T_V_149 T.V 147 T V_146
Dia 4 T_V_156 T_V_155 T V_154
Dia 5 T V. 167 T V. 166 T _V_165

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

—_e— e
Concentracién Recuperada

Concentracion inyectada
0.2004% 0.18036% 0.160324

Dia 1 0.20415 0.18514 0.17356
Dia 2 0.20865 0.18929 0.15325 .
Dia 3 0.20725 0.18685 0.16176
Dia 4 0.22517 0.19764 0.16939
Dia 5 0.22363 0.19794 0.16639
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Concentracion inyectada

| Repetibilidad

|

H ¢

| = 0.22%

£ B

A : - ia 1l

f B 0.20% - . Dia
< * Dia2

;oes o

| € o180 4 « Dia3

| g 018% N T - "] = Diaa

g T T * Dia5

¢ E 0.16% RS — -

S L S —

.

| 0.14%

| 0.16% 0.18% 0.20%

r

- Gréfica 6.6 Concentracién recuperada en_la_repetibilidad.
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VI1.2.3.1 PRECISION

Para detrerminar la precision en la repetibilidad del método
analitico se llevaron a cabo los calculos de promedio, desviacién
estandar y coeficiente de variacion.

Concentracién Recuperada

I Concentracién inyectada

0.2004%

0.18036 %

0.16032.%)]

[e]

0.21377

0.19137

0.16184

S

0.00985

0.00604

0.00779

CV 4.72777"

4.60957"%

3.15651'%%

Repetibilidad

S 0.22% i 0.011%

<

@ B - o S

g‘ L d

E 0.20% e - e 0.009%

= o m_

:9 -

£ 0.18% e -{ 0.007%

§ - . e -—

5 -

O 0.16% 0.005%
0.16% 0.18% 0.20%

Concentracién inyectada
® Promedio

* Desviacion Estandar

e Grafica 6.7 Promedio y_ desvijacién estandar de ia concentracién recuperada en |a
repetibilidad.
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Repetibilidad

5 0.22% 5%
S -
o - - !
& ———— S ~ 1
§ 0.20% - !
5 e e B e e | 4%
% 0,
= 0.18% ;
g T ]
3 - - :
O 0.16% 3% |
0.16% 0.18% 0.20% !

Concentraciéon inyectada

" Promedio
* Coeficiente de Variacion

- Grafica 6.8 Promedio y_coeficiente de variacién de la congentracién_recuperada en la

repetibitidad.

Criterios de aceptacion:

Variable Criterio
Ccv <1.8%
Concentracion |[Resultado
0.16032% 4.72777% | X 3 T
0.18036% 3.15651% | TESIS CON
o2001% _ |s.c0057% g FALLA DE ORIGEN

Al no satisfacer ninguno de los criterios de aceptacion se
encuentra que el método no es repetible por falta de precision en la

repetibilidad.
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VI.2.3.2- EXACTITUD

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

Porcentaje recuperado
Concentracion inyectada
0.2004 % 0.18036% 0.16032%

Dia 1 1.01871 1.02653 1.08261
Dia 2 1.04117 1.04953 0.95590
Dia 3 1.03421 1.03597 1.00895
Dia 4 1.12360 1.09579 1.05655
Dia 5 1.11593 1.09747 1.03785

- Grafica 6.9 Porcentaje recuperado en la repetibilidad.

Repetibilidad
115.00% |~ "~ 77 T T

g . - )
£ 105.00% = - ® Dial
. X H : * Dia2
2 ‘ Dia3
.= . . “ Dia4g
g,_ 95.00% * Dias
(=]

! 85.00%

! 0.16% 0.18% 0.20%

: Concentracion inyectada
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Posteriormente se calcularon los promedios para cada una de las

concentraciones.

Porcentaje recuperado

Concentraciéon inycctada

0.2004% 0.18036% 0.16032%

Promedio[106.672434% [106.10572% [102.83713%

Repetibilidad

- 0.050%
= < - -
£ 105.0%
=
§ -
% 100.0% 0.040%
&
g
S 95_00/0 - e . s e i o gy = s - -
~

0.030%
0.16% 0.18% 0.20%
Concentracion inyectada
® Promedio

* Desviacion Estiandar

Grafica 6.10 Promedio y desviacién estindar del porcentaje recuperado en la

repetibilidad,
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Posteriormente se calcularon los promedios para cada uno d
los dias. )

Porcentaje recuperado

Promedio
Dia 1 104.26182%
Dia 2 101.55322%
Dia3 102.63747%
Dia 4 109.19789%
Dia 5 108.37510%

Repetibilidad
110.0% - -
— = 9%

2 105.0% |- —= - e
g = Promedio
z : : : ™ ;
§ 100.0% |- -- - —. V- Desviacién Estandar
= = 5% .
‘E Rango
g < - -
LY ) S S S BUPES— ‘

90.0% 1% :

Dia1 Dia 2 Dia3 Dia 4 Dia 5

e GCrafica 6.11 Promedio, ranqgo y desviacién estandar del porcentaje diario recuperado en

la_repetibilidad.
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Criterios de aceptacion:

Variable Criterio

C% 95%<C%,. <105%

Concentraciéon |Resultado
0.16032% 102.83713%
0.18036% 106.10572% (5]
0.2004% 106.67244% [65]

Dia Resultado
Dia 1 104.26182% 4]
Dia 2 101.55322% [}
Dia3 102.63747%
Dia 4 109.19789% =]
Dia 5 108.37510% =]

Al no satisfacer todos los criterios de acepraciéon se encuentra
que el meétodo no es repetible por falta de exactitud en la
repetibilidad.
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VIi.2. 4 Reproducibilidad

De acuerdo con el protocolo de validacion especificado en el
apéndice Il cinco personas llevaron a cabo una elucién 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:

|

Eluciones

Concentracion inyectada
0.2004% 0.18036% 0.16032%
Persona 1 T V_123 T_V_109 T_V_108
Persona 2 T_\V_133 T _V_132 T. V_131
Persona3 | T _\ 119 T _V_118 T_V_148
Persona 4 T_V_122 T _V_121 T_V_120
Persona 5 T \ 136 T.V_135 T V_128

La estacion de trabajo Waters Maxima gener6 un reporte de
concentracion para acada una de las eluciones anteriores. Las
concentraciones calculadas se incluyen en la siguiente tabla:

Concentracién Recuperada

Concentracion inycectada
0.2004% 0.18036% 0.16032"%

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%

0.19%

0.17%

Concentracién Recuperada

0.15%

Reproducibilidad

)

-

0.16%

0.18% 0.20%

Concentracién inyectada

Persona 1
Persona 2
Persona 3
Persona 4
Persona 5

Gréfica 6.12 Concentracién recuperada en la reproducibilidad.
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VI1.2.4.1 PRECISION

Para detrerminar la precisién en la reproducibilidad del
método analitico se llevaron a cabo los calculos de promedio,
desviacién estandar y coeficiente de variacion.

Concentracion Recuperada

Concentracion inyectada

0.2004% 0.18036% 0.16032%j

C 0.20533 0.18112 0.16525
0.00202 0.00598 0.00763
0.98230"% 3.29920"% 4.61305%

Reproducibilidad
- e
e . -
§‘ 0 20()/ - - T - " - 7 0'007%
- o
§ — - - .- - SN
= e s e ] 0.005%
?é 0.18% | oo
£ ———— e | 0.003%
g i
g -
S 0.16% 0.001%
0.16% 0.18% 0.20%

Concentracién inyectada

®* Promedio
* Desviaci6én Estandar

* Gréafica 6.13 Promedio y desviacién_ estdndar_de la concentracién_recuperada en_la
reproducibilidad.
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Reproducibilidad

= e e e et e e

< hd -

=1

&, 0.20% |——————m - S M.
§ -
= I — [ S

=
=2

S 0.18% B e 2%
=

8 -

g -
O 0.16% 0%

0.16% 0.18% 0.20%
Concentraciéon inyectada
® Promedio
* Coeficiente de Variacion

= Grifica 6.14 Promedio_y coeficiente de variacién de_ ia concentracién recuperada_en _la

reproducibilidad.

Criterios de aceptacion:

Variable Criterio
CvV <1.8%
Concentracion |Resultado
0.16032% 4.61305% (| x]
0.18036% 3.29920% | =]
0.2004% 0.98230'%

Al no satisfacer todos los criterios de aceptacién se encuentra
que el método no es reproducible por falta de precisién en la
reproducibilidad.
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VI1.2.4.2 EXACTITUD

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

Porcentaje recuperado

e ey
Concentracion 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
110.000/" [ e e e ——— e
=
£ 105.00% |—#-—-—
23 N * Personal
S . - H * Persona 2
£ 100.00% v * Persona 3
::: * Persona 4
] . - * Persona 5
5 95.00%
=
90.00% .
0.16% 0.18% ©0.20%
Concentracién inyectada

e Grafica 6.15 Porcentaje recuperado en la reproducibilidad.
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Posteriormente se calcularon los promedios para cada una de

las concentraciones.

Concentracion inycctada

( Porcentaje recuperado

0.16032%)

0.2004% 0.18036%

Promed iol 102.46191%

100.42144% [103.07788% I

Reproducibilidad
105.0% =g o e e ey

o .
= - o
= e e s - e - 0.040%
g‘ -

o - T T e T T

= 100.0%
= e e o 0.020%
=

g
=

95.0% 0.000%
0.16% 0.18% 0.20%
Concentracién inyectada
® Promedio
* Desviacién Estandar

- Grdfica 6.16 Promedio v desviacion estdndar del

reproducibilidad.

porcentaje recuperado en_ la
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Posteriormente se calcularon los promedios para cada uno de
los dias.
rado
Promedio
102.31987 %
101.88354%
101.05523%
103.12352%
101.55322%
105.0%
S 102.5% |-y - - o
& - . %
2 100.0% - _
._% 2 4%
g o |
& 97s% [T 1 P
95.0% : o%
Persona 1 Persona 2 Persona 3 Persona 4 Persona 5
Concentracion inyeclada

Gréftica 6.17 Promedio, ranqgo y desviacién estandar del porcentaje diacio recuperado en

la_reproducibilidad
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Criterios de aceptaciéon:

Variable Criterio

C% 5% <C%,. <105%

Concentracion [Resultado
0.16032% 103.07788% [ca]
0.18036% 100.42134% [c4]
0.2004% 102.46191% jea]

Dia Resultado
Dia 1 102.31987% 4
Dia 2 101.88354% &
Dia 3 101.05523% |4
Dia 4 103.12352% c4
Dia 5 101.55322% |t ]

Al satisfacer todos los criterios de acepracién se encuentra.que
el método podria ser reproducible por su exactitud en. la
reproducibilidad, sin embargo al no tener precisiéon el método es no
reproducible.
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CAPITULO VII

CONCLUSIONES

X El Teepol HB7 es una mezcla de alquil sulfatos” cuyos
tiernpos de retencion se encuentran entre los 5:30 y los

9:00 rrunutos.

B En el analtsLs cromatogrdfico de detergentes se debe
tener un'especial cuidado con los tiempos de retencion,
ya que’ estos varian con la concentracion.

B> El mejor tipo de elucion para la separacion de los
componentes del Teepol FIB7 consiste en un gradiente

céncavo de acetonitrilo-agua.

> Un meétodo analitico cromatogrdfico, para poder
reemplazar a un método volumétrico, debe ser mas
exacto y preciso y, al mismo tiemmpo, debe ocupar un
tiempo de egjecucién mucho menor debido al mayor

costo de los reactivosa que éste utiliza.

B> Dada la similitud que tienen entre si los componentes
del Teepol HB7 es indudable el hecho de que para
lograr una completa separacién de todos ellos se
necesita un incremento en el numero de platos tecricos
incrementando ya sea la longitud de la columna
utilizada, la velocidad en el flujo de la fase movil o el
numero de atomos de carbono en las cadenas
enlazadas a la fase estacionaria de silica.

"Como quedd demostrado en la parte de especificidad de la validacion del método analitico.

TESIS CON
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B No es necesaria una completa separacién de todos los
alquilsulfatos presentes en el Teepol HB7 para poder

cuantz_ﬁcarlos

lZ>Resulta indispensable tener un especial cu.zdado enla
man.lpulaczon Yy el almacenamiento del agua HPLC, ya
: que su pureza se pierde con gran faczlzdad.

= El metodo analitico cromatografico obtenido, es lineal
de. acuerdo con la ley de Beer, con un coeficiente de

vanac on menor a 1.8%.

IZ>Para eSté metodo la concentracién minima detectable
‘es 0.0102275% y es cuantificable el intervalo de
concentraciones entre O.4131% y 0.08262% con una

" desviaciéon menor a 1.8%.

B> El meétodo no es repetible, puesto que no cumplié con
los criterios de exactitud y precision para la
repetibilidad®.

> El método no es reproducible, puesto gque no cumplié
con los criterios de precision para la reproducibilidad?®.

B35 La falta de repetibilidad y reproducibilidad que
presenta este meétodo analitico es atribuible a la
manera de preparar las diluciones a partir de las
muestras de teepol HB7 (w/v). Por lo anterior, se
recomienda una modificacion al protocolo de andlisis
cromatogrdfico de tal manera que las diluciones de
Teepol HB7 sean preparadas w/w Yy su concentracion
sea calculada con una precisién de cuatro cifras
decimales.

? La confiabilidad de ambas determinaciones estadisticas (exactitud ¥ precision) os de 95%.,
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= Se debe h.acer notar el nesgo que estte —al momento
de realrzar la inyeccion de la muestra en’el loop ‘del
cromatografo-— de no llenar el volumen completo de
éste con la rmuestra, por lo que se recomzenda znyectar
2.5 ml de la dzluczon. en cada ocasién. . ‘

®Se recomzen.da modificar las precauciones en la :
preparacion de los eluyentes en el protocolo de andlisis
cromatograﬁco para que el agua HPLC se utilice en las
primeras 8 horas después de ser filtrada, en lugar de -
las primeras 24 horas como se establece actualmernte.

> Se recomienda volver a validar el método analitico
cromatogrdfico tomando en cuenta las
recomendaciones de los pdrrafos anteriores.

TESIS CON
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T En el manual del loop s raormietda inyectar 10 veors o] votumen del musme [seendo o] velumen del loop utihzado 2311598 S el volurren ihyectado
debe supverar low 2.3 mi}
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APENDICE
DIAGRAMA DE FLUJO DE DATOS

Se propone el uso de modelos porque:

eEs mas barato
sPermiten enfocar aspectos crfticos
e Permiten validar informacién, comunicarnos y organizar

ideas.

Se deben utilizar herfarnienta_s gréficas y textuales.

TESIS CON
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Componentes

Proceso: Es la parte principal del DFD. Representa desde
un metaproceso [en donde se encuentra’todo lo
que esté al alcance del proyecto]:hasta: procesos
[divisibles en subprocesos] .y ubprocesos
[procesos atomicos que al no. poder 1v1d1rse
mas deben ser especificadosf. :

Terminador: Representa las fuentes o “destinos de la
i informacién. Puede: ser cualquier ~ente
ﬁsico.~ ’

Almacénde Datos. Representa datos® almacenados a lo

largo del tiempo que son
compartidos por procesos y
terminadores.

U

Flu]o 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.

* La especificacion de un proceso consiste en una definicién detallada de lodo lo que en éste se
lNeva a cabo.

* Estos datos se encuentran disponibles para ser accesados en cualquier monu_mo

¥ Sc pucde prcccmdu‘ del uso de los flujos de control cuando los flujos de datps en‘el diagrama
indiquen una dnica manera de dar conlinuidad a los procesos y ésta concuerdé con la mancra en
que serfan colocados los flujos de control.
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Jerarquia

El primer diagrama que se hace es el diagrama de contexto que
corresponde al méximo nivel. En este diagrama existe un solo
proceso (proceso de contexto) cuyo nombre describe la funcién

principal o el propésito del proyecto.

Al proceso de contexto se le asigna el ntiimero 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 jerarqufa 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 ejecucién de los procesos. Se utilizan nuameros
enteros sucesivos (comenzando con el 1) para ser asignados a los
procesos del diagrama cero sin tener relacién alguna el orden de la
numeracién de los procesos con el orden de ejecucion de los

mismos.

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

doble linea.

Terminador externo

Almacén de datos’ externo

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

* El numero del proceso se escribe en la parte superior del cfrculo.
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De una manera similar al diagrama cero, incluyendo ademas
de terminadores y almacenes de datos externos, procesos externos;
los cuales corresponden a todos los procesos del diagrama cero que
se estan uniendo —por medio de flujos de datos o de control— al
proceso correspondiente al diagrama en cuestion [El diagrama 1
correspondera al proceso 1, el diagrama 2 al proceso 2 vy
sucesivamente].

Proceso externo

Se utilizara la notacién x.y para identificar a los procesos en
cada diagrama, de tal manera que los procesos del diagrama 1 se
numeraréan 1.1, 1.2 y sucesivamente; los procesos del diagrama 1.2 se
numeraran 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 maximo
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 atémicos, momento
en el cual estos procesos deben especificarse.
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APENDICE II

PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO
ANALITICO CROMATOGRAFICO PARA LA
CUANTIFICACION DE MATERIA ACTIVA EN

TEEPOL HB7

Objetivo:

e Determinar la especificidad del método analitico para la
cuantificacion de materia activa (alquilsulfatos) en Teepol
HBZ7.

e Determinar la linearidad ~ del - sistema
concentracion—detector, de acuerdo con la ley de Beer. -

e Determinar la  concentracién. mfnima detectable y la
concentracxén minim cuanuﬁcable en muestras de Teepol
HB7. :

e Determinar. la:repeti 1dad del método analitico, tomando
en cuenta locahzacxén y dispersién de los resultados.

e Determinar la -reproducibilidad del método analitico,
tomando “en . cuenta localizacién y dispersion de los

resultados.

TESIS CON
LA DE QRIGEN
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Disefio experimental:

ESPECIFICIDAD

1. Utilizando 1la técnica de especuofotometrié
transformada de Fourier.

infrarroja por

Se utilizara un espectrofotémetro infrarrojo’ por; transformada
de Fourier de la marca Nicolet, modelo 710. !
La manera de operar el espectrofotémetro se: :encuentra‘
explicada en los manuales del mismo espectrofotémetro 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 utilizara laurilsulfato de sodio grado reactivo como estandar
de referencia para la presencia de alquilsulfatos.

Se utilizara una muestra de Teepol HB7 de lote mas reciente que
se encuentre disponible, cuya concentracién de materia activa sea
conocida.

Se usara el protocolo de anélisis cromatografico especificado en
el apéndice 3.

Preparar una solucibn acuosa de Teepol HB7 con una
concentracion de tensoactivo de aproximadamente 0.8% w/v.
Preparar una solucion acuosa de 5000 ppm laurilsulfato de sodio.
Inyectar en el cromatbégrafo el volumen completo del loop de
cada una de las soluciones preparadas y recolectar a la salida del
detector la fase moévil 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 elufidos entre los 5:30 y 9:00 min.
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Utilizando la técnica de espectrofotometrta UV/sz por arreglo

de diodos.
Se empleara el protocolo de anéhsxs cromatograﬁco especxﬁcado

en el apéndice 3.

Se utilizara un detector de arreglo de dlodos Waters 994

En el manual de operacién del detector de arreglo de diodos
Waters 994 [manual ntimero 31083, revision 1]se explica la
manera de utilizarlo.
e Preparar una solucién acuosa de Teepoli HB7 con una
concentracion de tensoactivo de aproximadamente 0.8% w/ v.
Preparar una solucién 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 eluci6n
indicado en el protocolo de analisis cromatografico (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
| FALLA DE ORIGEN
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LINEARIDAD

Se generara una curva de calibracién para materia activa en . Teepol
HB7, 'a partir de la cual seran automaticamente calculadas la
pendiente y la desviacién estandar. :
e Se utilizara la estacién de trabajo Waters Maxima para generar
‘1a curva de calibraci6n.
e En la estacién de trabajo Waters Maxima se- empleara el
método  T_C18150.mth**, ubicado en el dnrectono
c:\max\ datal\teepol\ metodos. k )

e Se utlizara el protocolo de: anahsxs cromatografico . especxﬁcado'
en el apéndice 3. L g -

e Se utilizara una muestra. de ‘Teepol HB7, de lote mas: recxente
que se tenga dlsporub ey.cuya concentracxén sea conoc1da.

= 0.4% .
=..0.18% -
= 0.08%
-~ 0.01%
e En la estacién de traba]o Wat‘ 'S Ma ima 'ir ‘a la ventana
Sample Queue** e insertar. el’ mayor» nﬁmero de repeticiones
posibles de las soluciones preparadas:en‘ el punto . anterior
[incluyendo sus respectivas concentracxones] seleccionando -el
tipo STND (estandar) en el campo, Type.'«:Un mayor namero .de
repeticiones debe haber entre més cercana sea‘la concer\t:ramén‘
de la solucién a 0.18 A. :
* Ejecutar el método**
e Inyectar en el cromatégrafo el
cada una de las muestras SOllClta a:
Waters Maxima.

“* Para la utilizacion de la estacion de Lmbayo aters Maxima, re de rcfercnma

Waters Dynamic Solutions Division of Millipore; N m&mw@p_hy mggrks_tgugq
Reference Manual. \lanual numbcr 347 D Ailli, 1990.
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Al término del total de inyecciones programadas, la estacién
de . trabajo . Waters Maxima - calculard automaticamente el
coeficiente de correlacion (r) y el coeficiente de determinacién
(r2?), los cuales seran incluidos en el reporte de calibracion:
Para:los siguientes cilculos utilizar la hoja de calculo Lotus
123. :
Calcular el coeficiente de variacion de la 51gu1ente manera:
Calcular para cada inyeccién el factor F: S e
_ Resp
Conc

donde:
Resp = Respuesta del detector
Conc = Concentracion de la muestra myectada

Calcular la desviacion estandar de lo
Calcular el promedio de los factores F(F)
Calcular el coeﬁCIente de variacion (CV) e

ctores F ( Sp)

CV = F 2 % 100

Criterios de aceptacién:
Variable |[Criterio
r >0.99
r2 >0.98
Ccv <1.8%

TESIS CON
ALLA DE OR}
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CONCENTRACION MINIMA DETECTABLE

Se empleara el protocolo de analisis cromatografico especificado
en el apéndice 3, el cual incluye el método T_C18150.mth para la
estacion de trabajo Waters Maxima, ubicado en el directorio
c:\max\ datal\ teepol\ metodos.

Se usaran las soluciones preparadas en el inciso anterior.

En la estacidn de trabajo Waters Maxima ir a la ventana
Sample Queue** e insertar una repeticion de cada una de las
muestras, indicando UNKN (concentracién desconocida) en el
campo Type.

Ejecutar el método**. [inyectar las muestras que solicite la
estacion de trabajo Waters Maximal).

La estacion de trabajo Waters Maxima generara una impresion
de cada cromatograma obtenido.

Observar en cada cromatograma los picos correspondientes a
alquilsulfatos.

La concentracion minima detectable serd la concentracién
minima en cuyo cromatograma resultante puedan distinguirse
a simple vista los picos formados por alquilsulfatos del ruido
asociado a la linea base.
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CONCENTRACION MINIMA CUANTIFICABLE

Se usara el método e)ecutado en, el criterio antenor
La estacion de trabajo’ Waters ‘Maxima® generara un reporte de
concentracién para cada’ muestra lnyectada by

e La estacion de traba]o Wa ers:Maxima' alcularé el porcentaje

de desviacion:

%desviat:mn

donde. : S e
Co—Concentrac16n real : s
1= Concentraciéon calculada por ]a estac16n de

traba)o Waters Maxima
Calcular el valor absoluto del %desvnacxén (| %desvxamén 1).

e Para -:cada ' concentracién calcular-: ‘el promedlo _,

| %6 desviacion | ([%desviacién])

La concentracién mfinima cuantificable sera la concentracxén
minima en la cual el [%desviacion] sea menor a 1 8% S g

- del

TESTS CON
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REPETIBILIDAD

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

Se ‘utilizara el protocolo de analisis cromatograﬁco espec1ﬁcado
en el apéndice 3, el cual incluye el método T_C18150.mth para la
estacion de trabajo Waters Maxima, ublcado\en' 1: dlrectono
c:\max\ datal\ teepol\ metodos.
Se usara una muestra de Teepol HB7, de 1

Preparar cada dfa —durante cinco d(a :
volumétrlcas de Teepol HB7 con una;cc

exactitud— aproximada de: .
0.2% -~ 0.18% -

=3

Sample Queue** e msertar —ca
solucion preparada.
Ejecutar el método* =
Inyectar en el cromatégrafo el

Maxima generara un- rep
inyectada. :
Para los sxguxentes calculos utlhzar la hO_]
123. , : _

de: al’culb" Lotus
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Precision .
Para cada una de las concentraciones utilizadas calcular el

promedio (C) y - la . desviaciébn estandar (s) de . las
concentraciones recuperadas-en cada una de las eluc1ones
= Calcular el coeficiente de vanacxén (CV):

= Criterios de aceptacion:

Variable [Criterio .
CVv <1. 8%

Para poder aﬁrmar la precision en la repetlbxltdad del
método se. debe cumplir con los criterios de aceptacwn para
todas las concentraczones en cuestion, : .

Exactitud . T )
= Para cada unai: de: . las eluciones calcular el porcentaje

recuperado (C%)

~C ‘,Conc'erltramén recuperada

- Calcular los pr m dios (C%) para cada uno de los dias.

= Calcular 105+ promedlos (C%) para cada una de las
concentraciones.

- Crxterlos de aceptac16n- '

Variable |Criterio
C% . |95%=<CT%_, <105%

Para poder afirmar la exactitud en la repetibilidad del
método sc debe.cumplir con los criterios de aceptacién para
todas las concentraciones y para todos los dias en cuestion.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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REPRODUCIB!LIDAD

Se’ con51dera la reproducibilidad como la capacxdad que - tiene un
proceso de no cambiar independientemente de la persona que io
lleve a cabo.

Se usard el protocolo de analisis cromatografico especxﬁcado en
el apéndxce 3, el cual incluye el método T _C18150. mtl'\ - para la

c:\max\ datal\teepol\ metodos.
Se utilizara una muestra. de Teepol HB7 de lote

Preparar cada persona — cinco personas distintas—
volumétncas de Teepol HB7 con una concentraclé

exactitud— aproximada de: R
~ 0.2% + 0.18% = 016%

Sample Queue** e insertar —para cada perso
repeticién de cada solucnén preparada.
Ejecutar el método** : L
Inyectar en el cromat()grafo el volumen completo del. loop de
cada una de las muestras solicitadas por la estacién de traba]o
Waters Maxima —cada persona debe. inyectar cada una de las
concentraciones preparadas—.

Al término de cada elucién, la_ estacion de trabajo Waters
Maxima generara un reporte de concentracién de la solucién
inyectada.

Para los 51gu1entes calculos atilizar la hoja de calculo Lotus
123. :
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Precisiéon
=  Para cada una de las concentraciones utilizadas calcular el

promedio (C) y la desviacion estandar (s) de  las
concentraciones recuperadas en cada una de las eluciones.

* Calcular el coeficiente de variacién (CV):
S
s
* Criterios de aceptaciéon:

Variable |Criterio
Cv =1.8%

Exactitud
» Para cada una de las elucxones calcular. el. porcentaje

recuperado (C%):

c% = C‘x_loo "

donde:
Co= Concentracxbn 1nyectada
C= Concentramén recuperada :

» Calcular los promedxos (C%) para cada uno de'los dias.

e Calcular los * promedxos : C%) para cada una: de
concentraciones:’ :

= Criterios de aceptacién:

las

Variable |Criterio
C% 95% <%, <105%

Para poder afirmar la exactitud en la reproducibilidad del
método se debe cumplir con los criterios de aceptacién para
todas las concentraciones y personas en cuestion.
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METODO ANALITICO CROMATOGRAFICO PARA LA
CUANTIFICACION DE MATERIA ACTIVA EN

TEEPOL HB7

—PROTOCOLO DE ANALISIS—

Objetivo:

e Determinar la concentracién de
muestra de Teepol HB7.

materia activa en una

ESPECIFICACIONES DEL TEEPOL HB7

DETERMINACION

ESPECIFICACION

Materia activa

Acidos grasos libres

Alcalinidad total

0.05 -0.29%

Densidad a 25°¢

1.030-1.075 g/ml

Solubilidad al 10%

totalmente soluble

Materia fija

Humedad

pllal 5% a 25°c

Viscosidad Brookfield a 25°c

90.0 - 105.0 cps

indice de refraccién a 25°¢

1.3860 - 1.4000

e Tabla 1.2°

~» Fuente: Shell Dotergents, Teepo!l HB7. Technical Bulletin DI.3.1.2. Shell Chemical Internacional

Trading Company. London 1984.

°* Fuente: Control de Calidad e Investigacion, Fabrica de Billetes, Banco de México. Normas

Banxico Para Andlisis Quimices: Tensoactive_Teepol HBZ. México 1996.
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Procedimiento

Se pesan aproximadamente con precision de cuatro cifras
decimales 0.11 g de muestra de Teepol HB7, |la cual se disueive en
agua grado HPLC y se transfiere cuantitativamente a un matraz
volumeétrico de 25 ml, flevando hasta la marca y se agita para
homogeneizar la solucion.

Se pone la solucion en un bafio ultrasdénico durante 5 minutos.

De esta solucidén se toman 10 ml! los cuales se filtran utilizando
una membrana Millipore de tipo GV con porosidad de 0.22 um en el
dispositivo para la filtracidon de muestras.

En la ventana Sample Queue de la estacion de trabajo Waters
MAXIMA se inserta la informacion 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 ml de la solucién preparada cuando la
estacion de trabajo Waters MAXIMA lo solicita.

La estacion de trabajo Waters MAXIMA genera un reporte de la
concentracion encontrada en la solucion.

Con la concentracidn reportada se realizan los siguientes
calculos:

oeMA = S =250

Donde:

MA materia activa

Cuail concentracion de la dilucion reportada por la
estacion de trabajo Waters MAXIMA

Wm Peso de la muestra

250 Factor de dilucion




Método Cromatografico

El método cromatografico para la determinacion cuantitativa de
materia activa en Teepol HB7 consiste en una elucién:gradiente que
comienza con una mezcla de CHaCN:HzO 25:75 y durante 7 minutos
incrementa su concentracién hasta CHaCN:H:0 50:50 con una
concavidad igual a -5 (de acuerdo con la escala utilizada por la
estacion de trabajo Waters MAXIMA) y la mantiene constante hasta
llegar a los 9 minutos de elucién, en donde comienza a regresar las
concentraciones a su estado original terminando a los 10 minutos y
mantiene esta concentracién (original) hasta los 13 minutos de elucién
para equilibrar la columna.

Teepol HB7

Tiempo (min) | % Agua HPLC | % Acetonitrilo Tipo de
] curvatt
o] ... 75 25
7 50 50 -5
9 250 50
10 75 25
13 75 25
100
£ 8ol
& 60
=
S a0
=
S 20 |
[ ST R R U I,
i‘Tiempo (min)

~ TESIS CON
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1 Sepun los tipos de curvatura utilizados por la estacion de trabajo Waters MAXIN A,



FALLA DE ORIGEN

El flujo de la mezcla de solventes durante toda-la. eluc16n se
mannene en 1.2 mil/min. ;
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Se ut1117a una columna Nova-Pak Cis de 3.9 mm ID x 150 mm.
Este tlpO ‘de ' columna tiene un empaque formado : por  particulas
esféru:as de 6 pm de diametro. -~

El volumen del loop uhllzado para inyectar la muestra es de
231 15968 ] .

La muestra i1 yectada tlene un factor de dilucién igual a 250, pero
el resultado de la mteg i6 reporta la concentracion real de la misma.

Se utlhza un. detecto UV/Vls de arreglo de diodos tomando
lecturas a una longltud nda’'de 224 nm con una precision de 0.5
aufs 20 puntos por segun :

Se integran todo 1 cos encontrados entre 5.5 y 9 minutos y
sus areas son sumadas ya que en esta region se encuentran los
Hiempos de retenc16n de los a]qmlsulfatos Co a Cha.
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PARAMETROS DEL DETECTOR DE ARREGLQ DE DIODOS WATERS 994

CMEAS UREH‘NF connlllouu,

'UL (‘IB IS(.‘M? - DATE :Qetrs3778G6 >

Xey Locx”
]N1FRVAL
TIME LONSTANT 1;’

Sec

MEA “UN»MFNT~TIME s wi'n
'ul IIAY TIM - min
WAVELENGTH . -RANGE . :

fm

WAVFLLNGTH

nim

BAND WIDLTH

cu¥ .
Y P L T

< FJLE No.: €

TIME . AUFS N THRESHOLD
tins nl tAU) - )

INITIAL

cnRonAv LRAM coNuxxxons
'T‘POL cna 1scMI- DATL
W.PLOT 7 EVENT ° THRESHOLD

mh'2~\

< MLE No.: . C :0c L 17796 >
TiME AUYrS

'wAvaLL~n1n,f

ey

INITIAL 1,588 0
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CH: '3 CHROMATOGRAM CONUIT IONS

< FlLE Ne.: € FILE NAME: T POL C18 15CM1 DATE :0cir17.-95 >
M AUES WAVELENGTH w.PLOT EVENT - THRESHOLD
fmtnl [FNTH) Cnml )

INTTIAL

5

(SRR I CHROMATOGRAM CONDIY

< VILE No.: C ST POL C18T1SEM1T T, T DAT

TIME S o AUrS L. WAVELENGTH! U W.PLOT . CEVENT.

tmind’ AUl

INITIAL

INDITIONS | € MONITOR:

SPRECTRUM . RETI

“DATE. 1061,17-96 >

¢ FILE Neoi:.€ i T1 fpoLT G181 6CMT:
TIME CHETGHT © . NOTS ‘'MODE - MONITOR WAVI.
twinl LAV ; tnial

INITIAL
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ANALYS1S . MENU :
F1LE NAME: T.POL €18 16CM1 ° "DATE :0cv 17,96 >

INTEGRATOR >= 1Ot - OFF

TIME RANGE' 205.5B =S~ 9.8 min
WAVELENGTI . . 2 MY o0

SMoofHING ‘ s pé . 3 points
51.0P1E s a{pa}~ W AUt
DRIFT i Blee v AUsmt s
HE GHT : "; a.par ’ ' AU
wWI1DTH R ‘ min
TIME DOUBLE : 1@_‘_uk o min
MINIMUM ‘AREA 7 ¢ 5:nuébk Lo  Au£wxn
MINUS PEAK ‘ ;‘UVF"' 3 ’
PAPER SPEED 220,08 » . mm/u‘nln‘

BASELINE CORRECT : OFF
CALIBRATION : OFF.
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ANALYS 1S MIENU

< FlLi No.: C FILE NAME: T POL. C1ra 1G6GCM1 DATY: :0ct 178G >

< SPLECTRUM INDEX >=== PLOT : OFF

TIME RANGE : B.68 --— 0.00 win
WAVELENGTH RANGE : 198 —-- 288" nm
SPECTRbM‘coﬁQECT‘::ONj‘ : g
SILCTRUM SCALE" \UTO SCALE
NE ‘ CORRECT : \

FE

< P B‘;-ISCMI DATL ‘:()ct/]'//SS >

PLOT . ON

Tmmsmin

BASELL
CHIOMATOGHAM

¢ FI1LE No.: FILE NAME: (17 POL C18.1SCM1 .. DATE :0cis17-96 >




MEASUREMENT .,
r PoL’dié‘;scux'

< BFI1LLE No.: . C

SAMPLE NAME -
COLUMN .

PACK NG HATLR]ALv 

MOD 1.6 PHASE
FILOW RATE
PRESSURLE
TEMPLERATURE
1NJECTION VOLUME

FILE 'NAML:

'NOVA'PAKvCILI .

COMMENT
DATE :Gztr17-496 >

POL-HIJI

3 Snmll)i H l'.'v‘.kﬂcm‘

ACLTON11R1L ‘:AGUA.
TR wlome W
lsaaa 575 T T
258, . - e
231.16 T -
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PARAMETROS DE LA ESTACION DE TRABAJO WATERS MAXIMA

TESIS CON
FALLA DE CRIGEN




FIAS MO €320 MIKETT 110D P70 1
Printec: 21-0C1-1996 19314

Teepol HBZ NovaPak €18 3.9 % 1%

T 1

taon i

Channelw: H ' .. o : Delays (0.0 ain
Trigger: Lxtornai i Buration:  13.00 miu
Rates: 20.00 poictlsssoc
4 1 ... e ke -
Charneel AD: A@ 224 0 Y27 64190 1w
Doelee ™ Poeakes “, o ';Y('f_.‘ Ce LT Yee
asp - types 0 U Lupza. . uwpza-
RN TR R 3 "6 16 .
Clhiann b ms < Fo . 3
Range (voIls) . 0-1.00. ’ 01 .00
HerseteJut 20 S RZebLI 2. it
x= X3 Uu‘j’LA:.' ",n-i‘nutos L mingies
» fOxis-Glart 0.000 . L0000
x- Axis el 13.000 - 135.000
¥ hxin Unituz - volts “Golts
y-Axin Minz: - 0 .000 ’ ‘0.000
y-OQxisn Maxs! 1.000 ~1.000
 xpanusions 1.00 1.00
Ol fset: 0.00% T 0.00%
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Peinted: 21-0CT-1998 .19:1¢
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Perak Jeate

aramciors

i 5
Chaancl 2
Channel- 3

el

T mase

Falter Window: (i

JTategr alion: Soe [®
Iuntegration Senwilivity
CTbelect s Ne ¥V

microveli/sed
microvolt/sec®

HMiniman
Mivnimum He
Minimuas

microvol l-wed
‘microvolt
s ;



IO I e £330
Printeg: 21-0C1-1996 . 19218

Teepol 132 Novattak, G180 sL9 %10

B D R aaniin:
W Peals Yotegration

rametors

CChanael 4

TChaanel %
LChannel)
CChaunel:

U Baseline Peint
Filter Window: Cia: Pui .
_.Pnt-_; (]VJ 1y 1{Cuar,

cn 33 *L:Av.\.iy {Fa

Iantegration microvol L/see
JTulegralion: i crovol t/Zuec™

O0E+11 amicrivus t-nee
0()(:_-*10 microvalt
IO OO S geret

1-

i mum Oreaz
finiwam Height
Panimam Widtth:

TEO mo
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R oy

Poal ; Inteqr at) anPEventa

oo el s e - w»----’_._.——-—_‘__.

X!

Evert liee

MOC Nf\ £327C> ST D P EOILD> (I R W]l il

Printes: 71-0C1-1996 19318
teespol U7 Novalak L3168 3.9 % 135

[OOSR
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Feinted: 21-0C1-19%E 19i14

teepol |nl/'Nl'lV-ip-lk CiIB 3.9 4 14

i -qu-'u (.hrnna(nur aphy

ll‘n_-r.q 18 \ug

:l st
ans

apera ('ur 1Pz Saluh;nya

3110940

Iniection Method =l Lotp e
Sulventl Hlows' L-r'adcent .

low.Ratesz.

‘Agua LG

Composi tionz
g Aceiolutr:la

v
Coluan 3 D2 .\m(:tqrj
Vot Valum

Parlicle ' Gize

~Nova-Pak C18
ase tnlazada
slane. Revorsa

Detestor m Name o
3 Watirs 29 friculo: Diodos, 0.z 724 ne
i o.s 195 na

. Waleers 9949, Nrycgle biodous

TECTC A
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siom Report. lar

RAXLRA {33590 B,

sit Sadelices, Division of Rillipore

[ P at o Bl T gy 3220 S TEIE MXAZ R TLRARTN

Peiateds -
SERPLES
hia Retaud:
Acqeaerds
Rates B
Parativeg lejection Volsee:
Bprrater: diletienz 3
: J: heounts
13812115 e

$th iPh Aetestios tise .  Iype

. Prek  Mred - Pesh fright - Peak Respeaste
{einates) 3 R




MEENY 2 I(_l.?l'(.ll-t'.

kN >C £ T [2 Pt 4 o] =87

-Peintees 28-001-1556 19:14

Teepol 1itZ2 Noval*ak Lt $.v % !:i

- 00U

Je Faths b &M .
: 21000

g FTivddesz e 37

Glart

0.0-&b%. 6
0.0-1.000"

Sealing: Fit to Highost valid peak x—Aeic Jimits
Names, cretenliun tinces y-Ari. limi

O =
bavelines, wlartw/ends, maxima, gride, caphasized prioctl mode

Peak Lat

Dilelics &

t
£

I

H

~

ETRE TR TR TR
'~

\’lh

¢

@ e

OETH TN

A leepni
Teepold

T ale

3 3 3 3t o 3
P P
i

(oI~

EYRPTE TN TOPY)
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3 leegolly |
Bliesaldde |
obreppldd

Teepalds |
Teegoile
RIII 1T
dreg0l i

Standard Conwentleations.

Tegatt 3 teepaiz_ 3
RENE AT RN T X

leepold 3__ lerpoll i
LQPRLZ0) E _ 3.0%6L-08 B

AT i

s
3 8lani} Sulfete

£ leejos2zs Z . leepol2l 5 leepulls
€:02_ & _8.247€-02 B & IME-3) B 2.688§:42

Ly
3



L Cosperert 3 Teepa)?? _
203yl Seifetesh  £.33)0-32

13
&

& Tespzean
T alaal itety

En este método cromatografico se deben tomar precauciones en
la preparacion de la muestra, la preparacién de los eluyentes y -la
elucioén para asegurar que ¢éste siempre se lleve a cabo en las mismas

condiciones.
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PRECAUCIONES EN LA PREPARACION DE LA MUESTRA

=» El material utilizado para la dilucién 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 precision de la integracion. En el momento de
llevar a cabo la dilucién el material debe estar completamente
seco.

=» El material utilizado para la filtracién 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 HPLC para evitar la presencia de

. particulas que puedan formar dep¢sitos a la entrada de la

columna cromatogréafica. En el momento de llevar a cabo la
ﬁltracx(m el matenal debe estar completamente seco.

> El dlsp051t1vo para la?vﬁltramén de las muestras debe ser
ensamblado utilizand -las-'pmzas incluidas con el mismo




I’RECAUCIONES EN LA PREPARACION DE LOS ELUYENTES

-» El agua .grado HPLC debe ﬁltrarse por mphcado en el
dispositivo para la filtracién de solventes, uuhzando una -

membrana Mulxpore de txpo HA con por051dad 'de

> Después de filtrada el agua debe usarse de 1trc
primeras 24 horas, por lo que se recomienda ﬁln'a 25
vez y utilizarlos hasta que se term.lnen :

debe escurrir y poner a secar 2 horas a 120°C %
mantenerse cerrado hasta que se vuelva a utiliz

dispositivo para la filtracién de solvente
membrana Mxlhpore de t1po FH con p ro: 1da

=» Después de diez veces' de utilizar: el ' mismo dlsposxhvo para
filtrar agua, éste debe lavarse, anitizarse’ 'y, posteriormente,
enjuagarse tres veces con agua bidestilada y tres veces con

agua grado HPLC.
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=» En el dispositivo utilizado para la filtracion de acetonitrilo la
membrana debe reemplazarse cada cinco: veces que éste sea
utilizado. .

=» Para reemplazar las membranas en el ~di$positivo para la
filtracion de solventes deben utilizarse las. pinzas: incluidas
con el “mismo para evitar daﬁos o contammacxén en la
membrana. : :



PRECAUCIONES EN LA ELUCION

> El agua grado HPLC para ser ut111zada en la eluc16n debe
pasar la siguiente prueba de pureza: "
Utilizando un detector UV a 250 ‘nm;: 0 02 aufs“, una
columna de fase reversa C,a con ltamano de particula
en el empaque de 10 um,- Se “corre una  elucién
gradiente de 100% agua a 100% acetomtnlo a2
mi/min  durante 20 minutos ."fdespues de 40 _min de
pasar agua a través de la columna.‘El lncremento en
la linea base no debe ser mayora 0. 12 au o

=» El acetonitrilo grado HPLC para ser ut1117ado en la eluc16n
debe pasar la siguiente prueba de pureza: :
Utilizando un detector UV a.210 nm, 0 02 au# una

columna de fase reversa Cig con tamario de! pamcula

en el empaque de 10 um, se corre una:elucion
gradiente de 100% acetonitrilo a 100% agua, a. 2

mi/min durante 20 minutos, después de 40-min de

pasar acetonitrilo a través de la columna. EIl
incremento en la linea 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 ocasién un minimo de diez veces el
volumen del mismo. Siendo el volumen del loop que se
utiliza en este método de 231.2 ul el volumen a inyectarse en
éste debe ser mayor a 2.312 ml.

=>» 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 reemplazarse cada seis meses.

# aufs = unidades de absorbanaa correspondientes a la completa de la respucesta del

detector. [absorbance units (correspondi
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-» Las mangueras y las valvulas check del cromat6grafo deben
reemplazadrse cada seis meses.

< La columna cromatografica debe reemplazarse cuando ésta
ya no sea capaz de pasar la prueba de resoluciéon mclulda con
la documentacién de la misma. :

“» Antes de iniciar una nueva elucién se debe equilibrar la
columna con CH3CN:H2O 25:75 durante por lo menos c1nco
minutos.
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