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RESUMEN

RESUMEN

Se realiz6 un estudio cromatografico que permitio describir el comportamiento
de retencién de compuestos del tipo alquil alcoholes polietoxilados en cromatografia
de liquidos de alta resolucion en fase reversa, con detector de dispersion de luz tras
evaporacion. Los compuestos analizados consistieron en cuatro series de alcoholes
polietoxilados con cadenas hidrocarbonadas de 12, 14, 16 y 18 atomos de carbono en

un intervalo de 0 a 23 unidades etoxilo.

En fases moviles metanol-agua la retencién de estos alcoholes presenté un
comportamiento tipico de cromatografia en fase reversa, determinado por la longitud
de su cadena alquilica. El nimero de etoxilos en su estructura tuvo una influencia
minima sobre la retencion. La Unica excepcién a esta tendencia correspondio al
alcohol estearico con cien unidades etoxilo debido a su exclusidn parcial de los poros

de la fase estacionaria.

Adicionalmente, se estudio la influencia de algunos parametros experimentales
sobre el volumen de retencion de los analitos empleando un disefio factorial. Los
resultados obtenidos mostraron que los pardmetros de mayor importancia son la
proporcion de agua en la fase mévil con un efecto positivo sobre la retencion, seguido
de la temperatura con un efecto negativo. A pesar de que estas fases moviles no
permiten separar los estandares comerciales de los alquil alcoholes polietoxilados en
sus oligdmeros consituyentes, si permiten la separacion de los compuestos entre si,
con base en su cadena hidrofébica. Por ello, las fases méviles metanol-agua resultan

sumamente utiles para el analisis cuantitativo global de mezclas de estos alcoholes.

En las fases mdviles acetonitrilo-agua, la mayoria de los alcoholes present6 una
adecuada resolucidn de oligomeros. El estudio de espectrometria de masas permitio
corroborar que los oligdmeros mas abundantes en los compuestos estudiados fueron
aquellos con numero de etoxilacion alrededor del valor nominal reportado en la

etiqueta del producto comercial. Cabe destacar que en fases moviles con un contenido
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de acetonitrilo >80%, el orden de eluciéon de los oligdmeros es directamente
proporcional al nimero de etoxilos de la cadena polar; en estas condiciones, un
aumento de la temperatura tiene un fuerte efecto negativo sobre la retencion del
conjunto de oligdmeros de cada compuesto, pero permite afinar los picos y modular la
resolucion y el tiempo de analisis. Con base en estos resultados, se concluye que las
fases moviles acetonitrilo-agua ricas en disolvente organico son el medio mas efectivo
para obtener el perfil oligomérico de los alquil alcoholes polietoxilados por

cromatografia en fase reversa.
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I. INTRODUCCION

Los alquil alcoholes polietoxilados (AAP) son polimeros basados en alcoholes
alquilicos que poseen un nimero promedio de unidades etoxilo (EO) determinado por
la relacién del numero de moles de los reactivos durante su fabricacion. El proceso de
sintesis se basa en reacciones quimicas de condensacion que dan origen a un extenso
intervalo de compuestos homologos, los cuales difieren unicamente en su grado de
etoxilacion.

Los alquil alcoholes polietoxilados se usan ampliamente en la industria quimica
debido a la “actividad” que manifiestan gracias a la naturaleza dual, hidrofébica-
hidrofilica, de su estructura molecular. Estas propiedades fisicoquimicas son capaces
de alterar fendmenos de superficie.

Entre sus principales usos se pueden citar algunos ejemplos como:
emulsificadores, aditivos, lubricantes y dispersantes, en donde los AAP se encuentran
generalmente como mezclas. Su uso industrial abarca una amplia gama de productos
de uso cotidiano como lo son: pastas dentales, detergentes, productos de limpieza,
cosméticos, productos alimenticios y farmacéuticos.

En México, los alquil alcoholes polietoxilados (o alcoholes grasos etoxilados)
representan para la industria petroquimica un rubro comercial de crecimiento
sostenido. Asi, en el periodo 2003-2005 la producciéon de estos compuestos aumento
de 14,092 a 15,273 toneladas anuales, lo que represent6 ingresos por 189.26 millones
de pesos segun fue reportado por la Secretaria de Energia (SENER).

Dadas sus extensas y variadas aplicaciones, resulta de gran utilidad en el
ambito industrial el poder contar con métodos eficaces, simples y robustos para
separar y cuantificar mezclas de AAP en diversas matrices o para analizar el perfil
oligomérico de los alcoholes individuales. Por ejemplo, en la industria manufacturera
es necesaria la determinacion de la calidad de estos compuestos como materia prima
para lograr un éptimo desempefio en el proceso de fabricacién de los productos de
interés (detergentes, limpiadores, etc). De igual forma, resulta muy importante,
aunque con mayor grado de complejidad, la determinacién de los alquil alcoholes
polietoxilados en producto terminado, ya sea para avalar su calidad, para establecer
parametros de posibles ajustes, o bien, para el desarrollo de ingenieria inversa que
permita elucidar la composicién de productos comerciales existentes en el mercado y
facilitar la creacion de nuevas férmulas.

En la mayor parte de las publicaciones reportadas sobre el estudio analitico de
los AAP se hace uso de técnicas cromatograficas, especificamente de la cromatografia
de liquidos de alta resolucién (HPLC) debido a su versatilidad. Esta técnica permite
enfocar el andlisis de esta familia de compuestos por dos vias, con base en su cadena
alquilica o con base en su cadena etoxilada. Sin embargo, es frecuente observar que
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los desarrollos analiticos se realizan por ensayo y error, modificando los parametros
cromatograficos de forma empirica, tal vez porque el comportamiento de retencién de
estas moléculas anfifilicas es poco convencional y dificil de predecir. Existen muy
pocos reportes de trabajos donde se utilicen métodos de disefio experimental para
determinar de forma mas adecuada y confiable el comportamiento de estos
compuestos y las condiciones 6ptimas para su separacion.

Teniendo en cuenta lo comentado anteriormente, en el presente trabajo nos
propusimos investigar el comportamiento cromatografico de los alquil alcoholes
polietoxilados (AAP) en columnas convencionales de fase reversa C18 con fases
moviles metanol-agua y acetonitrilo-agua, que son las mas utilizadas. Esto fue posible
gracias al empleo de un detector de dispersidn de luz tras evaporacién (ELSD, por sus
siglas en inglés: evaporative light scattering detector), que permite detectar
compuestos “dificiles” que no poseen grupos cromoéforos o grupos con propiedades
redox, impidiendo el uso de los detectores comunes como UV, fluorescencia o
electroquimico. El ELSD es actualmente uno de los detectores mas populares para el
estudio y analisis de compuestos poliméricos.

Esta propuesta incluye también un estudio multivariable que permite
esclarecer y determinar la influencia de los principales parametros experimentales
sobre la retencion de los analitos de interés, proporcionando informacion
complementaria para la comprension de los fendmenos entrépico-entalpicos
involucrados en este proceso.

Es una nueva tendencia en las publicaciones recientes, el empleo de técnicas
espectrométricas acopladas a sistemas cromatograficos. No obstante, en muy pocos
articulos referidos al estudio de los AAP, se ha reportado el uso de MALDI-TOF (por
sus siglas en inglés: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time-Of-Flight) en
la identificacion de los analitos. Esta técnica permite elucidar de forma muy precisa la
distribucién de masa molar para polimeros y biopolimeros de hasta 10¢ Da. En este
trabajo se hace uso de esta metodologia para la identificacion de los oligdmeros
constituyentes de los AAP estudiados.
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II.1Polimeros

Un polimero es definido por la IUPAC como una gran molécula con un intervalo
de masa molar que va desde unos cuantos cientos hasta millones de gramos/mol, cuya
estructura se compone esencialmente por una multiple repeticion de unidades
derivadas (unidad base), real o conceptualmente, de moléculas de bajo peso[1,2].

Los polimeros naturales pueden incluir proteinas, almiddn, celulosa, ADN y
constituyen la mayor parte de las estructuras y tejidos de los seres vivos. Los
polimeros sintéticos son, hoy en dia, una de las mas exitosas y utiles clases de
materiales pues poseen interesantes propiedades fisicas que pueden explotarse.

El primer material polimérico totalmente sintético fue la resina
fenolformaldehido (Bakelita) desarrollado por Baakeland de 1905 a 1909.
Posteriormente, siguieron la resina de urea-formaldehido en los afios 20’s y resinas de
poliéster en los 30’s. Los polimeros de vinilo se descubrieron muy rapido, el cloruro
de polivinilo en 1872 y el polimetilacrilato en 1880, pero no fueron producidos
comercialmente sino hasta mucho tiempo después [1].

Muchos de los polimeros lineales convencionales empleados en la actualidad,
formados por polimerizacion de cadena, se desarrollaron entre las décadas 1930 y
1950 con una interrupcion durante la segunda guerra mundial. Las investigaciones de
Ziegler y Natta de 1953 a 1955 condujeron al desarrollo de la catalisis de coordinacion
para la polimerizacién del etileno y propileno, por lo cual estos autores recibieron el
premio Nobel en 1963.

En la actualidad, los polimeros juegan un papel primordial en todo tipo de
industria: pinturas, recubrimientos, limpieza, computo, mobiliario, etc. La gran
versatilidad en las propiedades de los polimeros sintetizados es lo que permite su
aplicacion en casi todas las actividades del hombre [3].

II.1.1 Clasificacion

Pueden encontrarse diversas formas de clasificacion para los polimeros organicos,
debido principalmente a la gran variedad en sus estructuras, propiedades y usos. Una
forma muy general consiste en clasificarlos segliin su origen y posteriormente por su
comportamiento térmico (Fig. I1.1)[4].
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Figura IL.1. Clasificacion mas comin de polimeros.

Las formas mas habituales de clasificacion que se encuentran en la literatura se
presentan a continuacion.

11.1.1.1 Clasificacién por origen

Consiste en clasificar a los polimeros segun la naturaleza de su origen en polimeros
organicos sintéticos, biopolimeros, polimeros semi-sintéticos y polimeros inorganicos.

Polimeros orgdnicos sintéticos

Son sintetizados por el hombre y frecuentemente son llamados polimeros. Consisten
en moléculas con un numero definido de residuos de monémeros organicos diferentes
quimicamente: homopolimeros (con un monémero), copolimeros (dos) y tripolimeros
(tres). Estos residuos pueden no tener una secuencia a lo largo de la cadena
polimérica y la longitud de la cadena principal suele no ser la misma, por lo cual se
presenta la polidispersidad®. Esta propiedad se refiere a que dichos polimeros no se
encuentran puros sino como mezclas de polimeros con diferentes masas molares.
Ejemplos de este tipo de polimeros son el nylon, teflon, bakelita, PV(, etc.

Biopolimeros

Esta clase de macromoléculas incluye a sustancias como las proteinas,
polinucleétidos, polisacaridos, caucho natural y varias resinas. Se encuentran
presentes en todos los organismos vivos y tienen diversas funciones imprescindibles
para la vida (Figura I1.2)[5].

Figura IL.2. Estructuras de a) Proteina BSA, b) ADN y c) celulosa.

A La definicion de Polidispersidad es presentada con mayor detalle en la seccién 11.1.2.

6
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Las proteinas son consideradas como polimeros grandes formados por unidades
simples llamadas aminoéacidos. Los aminoacidos son compuestos organicos acidos que
contienen por lo menos un grupo amino. Las proteinas pueden a llegar a tener masas
molares de 6,000 (insulina, con algunos cientos de aminoacidos) hasta mas de 20
millones (como la keratina) [3,13]. Las proteinas son los componentes principales de
las estructuras musculares (soporte) en todos los animales. Se encuentran en la
mayoria de los tejidos animales. Muchas de ellas son reguladores metabdlicos, pues al
formar parte (casi total) de las enzimas, tienen funciones especificas en puntos clave
de todos los procesos bioquimicos.

Polimeros semi-sintéticos

Este tipo de polimeros son productos de reaccidon de procesos quimicos aplicados a
biopolimeros. Ejemplos de ellos son los ésteres o éteres de celulosa o amilasa y caucho
natural vulcanizado, en los cuales se efectuaron procesos quimicos que sélo afectaron
a los grupos sustituyentes pero dejaron intacta la cadena principal.

Polimeros inorgdnicos

Se consideran principalmente como polimeros inorganicos a algunos silicatos
naturales y polisiloxanos sintéticos, asi como compuestos con boro y fosforo como los
boranos y fosfinas entre otros.

11.1.1.2 Clasificacién por estructura de cadena

Se pueden clasificar en cuatro tipos dependiendo de la estructura que adopten sus
cadenas principales (Tabla II.1) [5].

Tabla IL.1. Clasificacion de polimeros segin su estructura [2,3].

Tipo de polimero | Caracteristicas Forma Ejemplos
Polimeros Formados por -A-A-A-A-A-A- Polietileno, seda
lineales cadenas largas de P

macromoléculas saile

no modificadas
Polimeros de Se presentan -A-A-A-A-A-A-A-A- Cloruro de
cadenas ramificaciones a | | polivinilo,
ramificadas todo lo largo de la A-A-A-A  A-A-A | poliestireno

cadena principal ‘z’;;

Ao a:n‘?“'E" "og »\')v_‘i{,\- o Yo¥s)

Polimeros Son cadenas -A-A-A-A-A-A-A-A- Caucho
entrecruzados lineales que | | |

presentan -A-A-A-A-A-A-A-A-

ramificaciones N s g

unidas | e Ny oo,

transversalmente 5

a otras cadenas P08 00
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Polimeros Son Baquelita,
reticulares o en macromoléculas epoxidos
escalera con cadenas y p N A,
ramificaciones J, S ,¢«H“f\§
entrelazadas en e N
las tres P0cPoodo% %0808 00>
direcciones del
espacio.

11.1.1.3 Clasificacidn por comportamiento térmico

Existen dos tipos de comportamiento polimérico que pueden indicar un
intervalo de temperaturas de aplicacion: polimeros termoplasticos y polimeros
termoestables [6].

Polimeros termopldsticos

Constituyen alrededor del 90% de los polimeros procesados. Su principal
caracteristica es que al calentarlos se vuelven suaves y fluidos permitiéndoles asi
tomar una forma diferente que conservan cuando se enfrian porque recuperan su
estabilidad. Este proceso puede repetirse indefinidamente. Las moléculas de estos
polimeros no presentan ramificaciones que mantengan entrecruzamientos quimicos
con otras cadenas adyacentes, permitiendo asi su libre desplazamiento con la
temperatura igual a un liquido.

Polimeros termoestables

El comportamiento de este grupo de polimeros es contrario a los
termoplasticos; al calentarse estos compuestos no pueden fundirse ni ablandarse.
Esto se debe a que en sus estructuras moleculares se presentan entrecruzamientos
quimicos entre cadenas principales, convirtiéndose asi en una estructura fuertemente
reticulada que impide el libre desplazamiento entre cadenas. Estos polimeros no se
deforman con la temperatura.

11.1.1.4 Clasificacidon por composicion monomérica

Esta clasificacion toma en cuenta la composicibn quimica de las cadenas
poliméricas en términos de los residuos de mondémeros (Tabla I1.2).

Tabla I1.2. Clasificacion por composicion monomeérica [2,3].

Polimero Caracteristicas Estructura Estructura
condensada
Homopolimero | Es un polimero derivado de
una sola especie de -AAAAAAAAAA- -[-A-]n
monomero.
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Copolimeros La distribucién de dos

aleatorios mondmeros sigue un -ABBABABABBA- -
proceso aleatorio.

Copolimeros Contienen una distribucién

alternados alternada de dos -ABABABABAB- -[-A-B-]a
monomeros.

Copolimeros en | Constituidos por

bloques secuencias largas de cada -AAAAA-BBBBB- -[-A-]n-[B-]m
monomero.

Copolimeros Mantienen la cadena

injertados principal de un monémero -AAAAAAAAAA-
en la cual estan injertadas | -
cadenas laterales de otro BBBBBBBB-
monomero.

Terpolimeros Conformados por una
combinacion aleatoria de -ABCBBCCACCAA- -
tres monomeros.

11.1.1.5 Clasificacidon por mecanismo de polimerizacion

Involucra dos clases, segin el mecanismo de polimerizacién empleado en su
sintesis: condensacion y adicién [4].

La polimerizacion por condensacion se lleva a cabo cuando se hacen reaccionar
mondmeros polifuncionales con una posterior eliminaciéon de una molécula pequefia
como H20 o HCL. Un claro ejemplo es la reacciéon de condensacion del nylon 6 a partir
del acido e-aminocapradico:

nH,N(CH,);COOH — H - |HN(CH,).C = O], - OH + (n - 1)H,0

La polimerizaciéon por adicion se caracteriza por formar la macromolécula sin
dar lugar a la pérdida de ninguna molécula, ejemplo de esto es la formaciéon de PVC a
partir del cloruro de vinilo:

H\ ¢
- — 5 [~CH2—CH-—
n C=C_ [ 2—C In
H H Cl

Los polimeros formados a partir de este mecanismo mantienen la misma
composicion que el mondémero, generandose cadenas lineales por la adicion
secuencial de moléculas de la entidad base.

11.1.1.6 Clasificacién por aplicacidn

En esta clasificacion se consideran de forma arbitraria los principales usos y
campos de aplicacion de los polimeros mas conocidos:
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a) Plasticos (que incluyen también peliculas y hojas) como el polietileno,
polipropileno isotactico, cloruro de polivinilo (PVC) etc.

b) Fibras (semi) sintéticas como el nylon 6, las fibras de poliestireno y el
acrilico.

c) Elastomeros o gomas

d) Recubrimientos y adhesivos como son el polimetilmetacrilato (PMMA) y el
polivinil acetato (PVAC).

I1.1.2 Métodos de caracterizacion

Existen diversas formas para caracterizar a un polimero, dependiendo de las
propiedades fisicas y quimicas que poseen estas macromoléculas (Figura I1.3). Cabe
mencionar que todas estas propiedades se derivan, principalmente, del tamafio del
polimero (masa molar), funcionalizacién, asi como de la estructura de su cadena
principal [6,7].

La masa molar de un polimero depende de varios factores como la naturaleza
del monémero y el proceso de polimerizacion que le dio origen. Sin embargo, todo
polimero sintetizado por el hombre no tiene una composicién unica, sino que esta
constituido por una mezcla de polimeros de masas molares cercanas que difieren en el
numero de unidades de mondémero que componen la cadena principal, esto es,
difieren en el largo de su cadena. Lo anterior es consecuencia de la poca especificidad
que tienen los métodos de sintesis, pues se forman productos secundarios que no
alcanzan a convertirse en el producto deseado. Esto es intrinseco al proceso de
polimerizacion.

El primer paso para la caracterizacion de un polimero es la determinacion del
numero y el peso de las cadenas de los polimeros (oligdmeros) presentes. Esto tiene
como finalidad conocer la distribucién de la masa molar (MMD, por sus siglas en
inglés: molar-mass distribution), que es de suma importancia ya que determina las
propiedades y posibles aplicaciones del material. El estricto control de la MMD, asi
como de las masas molares (MM), permite mantener la calidad en la produccién de un
polimero debido a que se asegura la reproducibilidad de sus caracteristicas [7,8].

10
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Figura IL.3. Caracteristicas generales de los polimeros y algunas técnicas analiticas para su
determinacion [6]. CPG: Cromatografia de Permeacion en Gel, RMN: Resonancia Magnética
Nuclear, DSC: Calorimetria Diferencial de Barrido.

Existen dos variables de gran importancia para la determinacién de MMD y
MM: el nimero y el peso de los diferentes oligdmeros. Estas variables permiten
calcular dos parametros fundamentales para la caracterizacion de los polimeros, la
masa molar niimero promedio Mn (Ec. 11.1) y la masa molar peso promedio Mw (Ec
[1.2):

_ (ZmiNl.)

=0 . (IL1)
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(Zml.zN i)
(ZmiN )

.. (1L.2)

donde N; es el niimero de cadenas de masa mi. Una vez conocidos los valores de Mn
y Mw, se puede conocer el valor del indice de polidispersidad, definido por (Ec. I1.3):

D=—-  ..(IL3
Vi (11.3)

En esta ecuacién Mn siempre es menor, o a lo mas igual, que Mw por lo que el valor
de D siempre sera igual o mayor a 1 pero nunca menor. Si D = 1 significa que el
polimero presenta una estrecha distribuciéon de masas molares, mientras que un valor
mayor a 2, implica una amplia polidispersidad. Este ultimo caso puede indicar la
presencia de moléculas de baja masa molar, o bien, que el perfil de distribucion del
polimero no es unimodal [8].

Un polimero polidisperso (o polimero no uniforme) es aquél que esta
conformado por moléculas no uniformes, ya sea con respecto a su masa molar
relativa, su constitucion o ambas [2]. La polidispersidad nos habla entonces de un
intervalo de masa en el que oscila la composicion de un polimero sintetizado, es un
indicador de la amplitud de la distribucion de masas molares propia del polimero.

La determinacién de la distribucién de la masa molar (MMD), asi como la masa
molar (MM), ha sido por afnos muy dificil debido a la complejidad tedrica o
experimental de las mediciones. Se pueden describir dos clases de métodos que
permiten estas determinaciones: los métodos directos y los métodos indirectos (Fig.
[1.4). Esta clasificacion se aplica s6lo a métodos convencionales [10] pues existen
actualmente otras técnicas con las que se reduce tiempo y costo de analisis sin
sacrificar precision en las mediciones. Ejemplo de estas ultimas es la espectrometria
de masas con nuevas técnicas de ionizacion y programas sofisticados que permiten
obtener y procesar mayor numero de datos [8].

Osmometria

Métodos directos
(Absolutos)

Crioscopia

Métodos de =
determinacion

de peso
. _molecular

Ebulloscopia ‘

) o Viscosimetria ‘
Métodos indirectos .

(Relativos) '
L ) CPG

Figura I1.4. Clasificacion de los métodos para determinar MMD y MM.
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11.1.2.1 Métodos Directos

Los métodos directos o absolutos se caracterizan por efectuar mediciones de
propiedades fisicas directamente relacionados con la masa molar a través de
ecuaciones, por lo que no necesitan de calibraciones. La mayoria de estos métodos se
basan en propiedades coligativas [7].

Osmometria

La osmometria es un ejemplo de un método directo para la obtencion de MMD
y MM. El procedimiento consiste en medir la presién osmotica IT de una disolucion del
polimero y trazar un grafico de I1/RTC vs C (donde C es la concentracion del polimero
en disolucién, T la temperatura absoluta y R la constante de los gases). Resulta un
grafico con una zona lineal en el intervalo de bajas concentraciones, cuya ordenada al
origen es 1/ Mn, como se deduce de la siguiente relacién entre ITy C (Ec. I1.4):

n_c, ACT+ACT L (114)
RT  Mn

donde Az y Az son el segundo y el tercer coeficiente de la expansion virial. La
aplicacion de esta técnica es limitada a masas de polimeros menores a 100,000 debido
a que aumenta la incertidumbre en la medicion al aumentar la masa molar.

11.1.2.2 Métodos indirectos

Los métodos indirectos consisten en medir un parametro que puede
relacionarse con la masa molar mediante una calibracién. Se emplean polimeros de
Mn y Mw conocidos como estandares para el trazo de la curva de calibracién [7,8].

Cromatografia de exclusion

La cromatografia de exclusion por tamafio (SEC, por las siglas del nombre en
inglés: size exclusion chromatography) es una técnica que permite la determinacion
indirecta de la masa molar de los polimeros. Es una variante de la cromatografia de
liquidos cuyo modo de operacion es practicamente idéntico (Fig. I1.5). Los métodos de
exclusién por tamafio se dividen en Cromatografia de filtracion en gel (CFG) y
Cromatografia de permeacion en gel (CPG). En el primero se emplean disolventes
acuosos como fase movil y empaques de columna hidrofilicos, mientras que en el
segundo se emplean disolventes organicos y empaques de columna hidrofébicos.
Puede considerarse que son métodos complementarios, pues se utiliza uno u otro
dependiendo de la naturaleza de la muestra [8].

El mecanismo de separacion en esta técnica es muy simple ya que, en principio
(idealmente), no existen interacciones entre la fase estacionaria y los analitos. De
hecho, es deseable que no se presente ningun tipo de interaccién debido a que éstas

13
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inciden sobre el ensanchamiento y la forma de los picos y pueden falsear los
resultados. Cuando se introduce la muestra, las moléculas difunden en la estructura
porosa de la fase estacionaria, penetrando en ésta tanto como se los permite su
tamafio y forma. Las moléculas cuyo tamafio es mayor al tamafio medio del poro de la
fase estacionaria, son excluidas provocando asi su rapida migracion a través de la
columna. Estas moléculas emergen juntas en el tiempo mas corto, correspondiente a
la salida del volumen intersticial de la columna. Las moléculas con tamafios mucho
menores al tamafio promedio del poro, pueden permear completamente el volumen
poroso recorriendo un camino mas largo, por lo que son las ultimas en salir de la
columna. Estas moléculas también emergen juntas, en un tiempo de retenciéon que
corresponde a la salida del volumen muerto de la columna. Entre estos dos extremos
se encuentran las moléculas con tamafio intermedio que permean selectivamente el
volumen poroso y por ello son las que presentan un fraccionamiento [7,8].

Analitos . Q O Y}
Fase movil ‘5

]
m—

Detector

D

Bomba

Inyector

Columna

N

Figura IL.5. Diagrama de un equipo de cromatografia de exclusion (SEC) y mecanismo de
separacion. Solo las moléculas mas pequeiias logran entrar en los poros de las particulas de la
fase estacionaria.

El volumen total Vi de una columna empacada esta dado por (Ec. I1.5):
Vt = Vg + Vi +V0 (IIS)

donde Vg es el volumen ocupado por la matriz sélida del gel, Vi es el volumen del

disolvente retenido en sus poros (volumen intraparticula) y Vo es el volumen libre
exterior a las particulas del gel (volumen intersticial) . La ecuaciéon que describe el
volumen de retencion de una molécula en SEC es (Ec. I1.6):

Vr=Vo+KVi .. (IL6)
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Donde K (constante de exclusion por tamaifio) es la fraccion del volumen poroso
accesible a la molécula (0=K<1).

El intervalo util de masas molares para un empaque de exclusién por tamafio
se obtiene por medio de un calibrado (Fig. I1.6). En este diagrama puede observarse el
limite de exclusion total que corresponde a la masa molar de una especie por encima
del cual no existe penetracidon en los poros de la fase estacionaria, por lo que las
moléculas de mayor masa eluiran al mismo tiempo dando un solo pico. Ocurre algo
similar con los analitos de masas molares muy pequefias. El limite de permeacion total
corresponde a la masa molar abajo del cual los solutos pueden penetrar
completamente en los poros de la fase estacionaria, por lo que, cuando eluyen, salen al
mismo tiempo dando un solo pico. El intervalo de uso de esta columna queda entonces
delimitado por estas dos masas molares [9].

A v, I
“+r < >
! I
-+ I |
< ! Limite de exclusiéon 1
i ! I
! I
! I
g s : Regién de penetracion selectiva I
£ |
g ' '
g 1 | |
s 1 1
! I
! I
-+ I I
: Limite de penetracion 1
+ ' | :
: b
A Va l
I 1 Cromatograma
835
29 Analitos
20
go

Vr

Figura I1.6. Curva de calibrado de una columna de exclusion por tamafio. Los limites Ay B
marcan los limites de exclusién y de permeacion total, respectivamente.

Esta técnica cromatografica se considera como un método indirecto debido a
que, para conocer la masa molar de los polimeros estudiados, se requiere de una
previa estandarizacion. Los compuestos que se emplean como estandares se pueden
analizar por otras técnicas (métodos directos) para determinar su masas molares. Una
vez conocidas, se preparan disoluciones y se inyectan en el sistema SEC. Asi, se traza
una curva de calibraciéon con el logaritmo de la masa molar (Log MM) de los
estandares vs sus volumenes de retencion (Vy) y se determina la masa molar del
analito deseado por interpolacidon en esta curva, empleando su propio volumen de
retencion. Pueden calcularse Mn, Mw y D de esta forma.
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Si un polimero diferente necesita ser analizado, se requiere establecer una
nueva curva de calibracion. Sin embargo, si la relacion entre la masa molar y el
tamafio de la molécula es conocida para ambos, el polimero estandar y el polimero
desconocido, se puede solo transformar el eje de la masa molar. Benoit y su equipo
encontraron que se podia obtener una curva universal para todos los polimeros
cuando se graficaba el producto de la viscosidad intrinseca y la masa molar (también
conocido como volumen hidrodindmico) contra el volumen de retencion.

La ecuacion de Mark-Houwink relaciona la viscosidad intrinseca con la masa
molar (Ecuacion I1.7):

] = KuyMMa .(11.7)

Los coeficientes Kum y a son caracteristicos de cada combinacidn de polimero,
disolvente y temperatura, éstos son conocidos como las constantes de Mark-Houwink.
Si se tienen estas constantes para el polimero bajo las condiciones de interés, se puede
convertir un eje de masa molar en otro utilizando la siguiente relaciéon (Ecuacion 11.8):

K\ (1
) x Log(—l) " (ﬂ) *LogMM, ... (IL8)

K, l+a,

2

|
LogMM, = (1
+

Esta relacién trabaja bien para polimeros grandes, pero falla en el intervalo de masas
molares de oligdmeros [10].

11.1.2.3 Métodos no convencionales

Existen métodos que permiten el analisis de polimeros y que no pueden
clasificarse junto con los métodos anteriores, ejemplo de esto es la espectrometria de
masas, la cual permite el analisis completo de la composicién oligomérica de las
muestras.

Una de las técnicas de masas mas socorrida es la espectrometria de masas con
desorcion/ionizacion ldser asistida por matriz, acoplada a un analizador de tiempo de
vuelo (MALDI-TOF). Desarrollada a finales de los afios 80’s por Hillenkamp y Karas, es
la mas nueva y prometedora técnica de analisis de grandes biomoléculas. Permite la
desorcién y ionizacion de moléculas muy grandes e incluso de mezclas complejas.
También permite obtener informacion sobre la masa molar de oligdmeros
individuales (MM), la distribucién de la masa molar (MMD), las unidades repetibles,
grupos terminales, presencia de anillos y muchos otros datos de interés. Por ello, esta
técnica juega un importante papel en el analisis de polimeros en vista de las
recurrentes dificultades que presentan los métodos tradicionales de caracterizacion,
como la baja sensibilidad y la necesidad de estandares para calibracion.
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Proceso MALDI

La muestra es incorporada en una matriz apropiada y posteriormente se
somete a radiacion con un laser. El laser promueve la formacion de iones moleculares.
La matriz, capaz de absorber luz de la longitud de onda emitida por el laser, esta

constituida por un compuesto de molécula pequefia, tal como los que se muestran en
la Figura I1.7.

COOH H COOH
COOH HABA N, A
OH C=C
N==N \CN
. \Q\ s
OH
DHB
OH
C——N
S
CHj c\\N
OH e} OH DCBT H COOH
S
(X 10 oui
‘ H
N
DITHRANOL "
IAA

Figura IL.7. Matrices mas empleadas en MALDI para el analisis de polimeros sintéticos. DHB:
Acido 2,5-dihidroxibenzéico, HABA: Acido 2-(4-hidroxifenilazo)-benzéico, a-CCA: Acido a.-ciano-
4-hidroxicinamico, DCBT: Trans-2-[3-(4-ter-1-butilfenil)-2-metil-2-propeniliden] malonitrilo,
IAA: Acido trans-3-indoleacrilico.

Una gota de la muestra seguida de una gota de la matriz se colocan en una placa

de metal y se deja evaporar (método de gota seca), lo que se propicia la formacion de
cristales (Fig. I1.8).

Micropipeta

Placa Micropipeta

Matriz

Muestra

/fraccionada

Placa

Figura I1.8. Placa de acero inoxidable para la colocacion de muestra. Aplicacion de las muestras
por el método de gota seca.
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La placa se coloca en el espectrémetro y el laser es dirigido automaticamente
sobre ella. La luz emitida por el laser, generalmente con una longitud de onda de 337
nm, causa desorcién y ionizacion de la muestra tanto por protonacién como
desprotonacion, generando iones predominantemente monovalentes (Fig. IL.9).
También pueden formarse especies i6nicas por adiciéon de iones catidnicos como Na*y
K*. Los iones producidos son posteriormente acelerados hasta el analizador.

Radiacion
Q,
£
'@ Desolvatacion
o%% % 4 &
fos? 00
@ ) @’ ————) O
%500 . o o o°
598, Desorcion
= \
Q
@ .
%80%0 H
o o mp @
o Matriz
@ Analito Transferencia
proténica

Figura I1.9. Proceso de desorcion-ionizacion del sistema MALDI.

Proceso TOF

Este es uno de los analizadores mas simples. Mide la relacién masa-carga (m/z)
de un i6n determinando el tiempo (t) requerido para recorrer la longitud (d) de un
tubo de vuelo desde que el i6n abandona la fuente de ionizacion. El ién es impulsado
con una velocidad inicial (v) la cual depende directamente de su masa (Fig. 11.10). El
tiempo de vuelo del i6n es proporcional a la raiz cuadrada de su relacion m/z dada
una aceleracidn constante provocada por el voltaje (V) (Ecuaciones I1.9 y [1.10):

4 )

2
2 =%(2%) -.(11.10)

Donde, e es la carga del electrén.
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Figura I1.10. Diagrama de un espectrometro lineal de tiempo de vuelo (TOF).

Algunos analizadores de masa TOF incluyen un espejo de iones o “reflectréon” al
final del vuelo, el cual repele los iones y los dirige a través del tubo hacia el detector
(Fig. I1.11). De esta forma, se ve incrementada la longitud del tubo de vuelo con lo que
mejora la resolucion. El reflectron sirve también para corregir las pequeias
diferencias en la energia cinética (Ex) que existen entre iones de la misma masa. Estas
diferencias se deben a la posicion que guarda cada i6n en la fuente de iones al
momento de ser acelerados al aplicar una diferencia de potencial. Las diferencias en la
energia cinética de los iones se reducen debido a que los iones con Ex mayor viajan
mas lejos en el reflectron que los iones con Ex menor. Esto ocasiona que los iones con
la misma masa se enfoquen mejor en el detector aumentando considerablemente la
resolucion y la precision del calculo de masas.

3000V , .
FUENTE a2 -3000V +130 V
D
a
O D-.——ﬁ_ﬁ_mﬁ.
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. ”#f/’,,
_0 — ﬁl:_\‘i:_—_ff_f-"‘”ﬁp. ____________________
—m--—-— -7
DETECTOR
-3000V
O Baja energia cinética m Alta energia cinética

Figura I1.11. Diagrama de un espectrometro de reflectron de tiempo de vuelo (TOF).
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11.1.2.4 Analisis de polimeros por HPLC

La cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC, por sus siglas en inglés:
High Performance Liquid Chromatography)) es una de las técnicas favoritas para el
analisis cuantitativo de polimeros debido a su relativa facilidad de uso. Consta de
cuatro partes esenciales [7,9]:

* Columna empacada con particulas de silice con propiedades polares (fase
normal), o bien, de silice quimicamente unida a grupos no polares (fase
reversa).

* Sistema de inyeccién que permite la introduccion de la muestra en la columna.

e Sistema de bombas que permiten el flujo constante de los disolventes que
efectuaran el proceso cromatografico en la columna.

¢ Sistema de detecciéon

En el caso de la fase normal, el proceso cromatografico se basa en el fendmeno de
adsorcion por interaccién de los grupos polares de los analitos con los silanoles
superficiales de la silice. Los polimeros menos polares eluyen mas rapidamente que
los polimeros mas polares. El proceso en fase reversa se basa en el fendmeno de
hidrofobicidad; en este caso, los polimeros menos polares son mas fuertemente
retenidos. La HPLC ha sido ampliamente usada para determinaciones cuantitativas de
polimeros, asi como en la determinacion del perfil cromatografico (polidispersidad).
Uno de los principales problemas de la cromatografia de liquidos aplicada a los
polimeros es la solubilidad de las muestras. Muchos polimeros no son solubles en los
disolventes mas comunes, sin embargo pueden hacerse mezclas para conseguir
disoluciones completamente homogéneas [9].

Entre los detectores cominmente empleados en HPLC se encuentran: el
detector de indice de refraccion (RI), el UV-Visible, el de fluorescencia, el de
conductividad y el electroquimico. Sin embargo, no todos pueden ser usados para las
determinaciones de polimeros pues muchos de estos compuestos no poseen las
propiedades fisicoquimicas o estructurales necesarias para generar una respuesta en
un detector dado.

El detector RI es un detector de tipo universal por lo que ha sido ampliamente
utilizado en estudios de polimeros. Sin embargo, su baja sensibilidad (mil veces menor
a la del detector UV-Visible) es una limitante para algunas determinaciones de tipo
cuantitativo. En afios recientes este detector ha sido progresivamente reemplazado en
muchas de sus aplicaciones por el detector de dispersion de luz tras evaporacion
(ELSD). El ELSD alcanza una sensibilidad de dos a tres 6rdenes de magnitud mayor
que la del RI, por ello no sélo es empleado en polimeros, sino en sustancias de alta
masa molar que no son muy solubles [11].

El principio de operacion del ELSD es bastante simple (Fig. I1.12). El efluente de
la columna cromatografica entra al nebulizador del detector, donde es calentado y se
convierte en una fina niebla mediante la ayuda de un gas acarreador que
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normalmente es N». Esta niebla se transporta, con el mismo flujo de gas, a través de
una camara calentada a temperatura adecuada para evaporar completamente al
disolvente, dando como resultado la formaciéon de pequefias particulas so6lidas del
analito. La nube de particulas llega finalmente al sistema de deteccion donde es
irradiada por un haz luminoso. Parte de la luz es dispersada en todas direcciones al
interaccionar con las particulas so6lidas y una fraccion de ésta es medida
perpendicularmente al flujo por un fotodetector [9,11].

Emisor de Luz

Flujo de Q

gas acarreador Tubo de
(N,) calentamiento
de flujo

\ Nebulizador g

Trampa
para
desechos

Flujo de
Columna

de HPLC Dif
Husor Fotomultiplicador

\

Desechos
Figura. I1.12. Diagrama interno del detector ELSD.

Este detector tiene algunas desventajas, entre las que se encuentra una pobre
sensibilidad para compuestos ligeros, ademas de que la respuesta es lineal con la
masa sélo en un pequefio intervalo de concentraciones. Sin embargo, a pesar de estas
desventajas, es muy util en el area de polimeros debido a que puede detectar a estos
compuestos sin importar su estructura. Adicionalmente, su respuesta es
independiente de la fase mdvil utilizada, pero es necesario que todos los componentes
de dicha fase puedan ser volatilizados a temperaturas no muy altas. La efectividad de
este detector en el analisis de polimeros ha resultado muy adecuada, pues se han
llegado a reportar limites de deteccidn para alquilfenoles y alcoholes polietoxilados que
se encuentran en el orden de mg/L, favoreciendo asi su uso [11].

I1.2 Tensoactivos

Es de importancia recordar, que los alquil alcoholes polietoxilados (AAP) son
compuestos muy especiales, debido a que ademas de ser polimeros, presentan
también propiedades superficiales que les permiten actuar como tensoactivos.

Un tensoactivo es una sustancia que tiene el efecto de alterar la naturaleza de
las interfases y por lo tanto sus propiedades fisicoquimicas. La mas importante de
estas propiedades es la tension superficial, la cual se reduce debido a la acumulacién
de moléculas de tensoactivo en la interfase. El efecto se debe a la estructura de estas
moléculas, constituidas por una parte hidrofilica o “cabeza” y una hidrofébica o “cola”
(Fig 11.13) [12].
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Hidrofébica Hidrofilica

Figura I1.13. Estructura general de un tensoactivo.

La naturaleza quimica de estos compuestos es muy variada y existe un gran
campo de aplicacién dependiendo de sus propiedades especificas. Sin embargo, la
clave de todos los efectos deseables de los tensoactivos es su estructura dual.

El analisis de estos compuestos es de gran importancia pues casi son
omnipresentes, se encuentran en muchos productos y se emplean en gran parte de los
procesos industriales.

La produccion de tensoactivos en México es muy importante (Fig [1.14A), tan
solo en el 2005 la produccion de tensoactivos totales fue de 537,289 toneladas dando
ingresos de hasta 4,115.2 millones de pesos en ese mismo afio (Fig [1.14B) [13].
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Figura I1.14. A) Distribucion de la producciéon nacional de tensoactivos en el 2005. B) Valor de la
produccion de tensoactivos totales en el periodo 2003-2005.

I1.2.1 Estructura y actividad de los tensoactivos

A pesar de la existencia de muchos tipos diferentes de tensoactivos, sus
caracteristicas estructurales se basan en estos simples principios[12,14]:

* La estructura base esta constituida por la uniéon quimica de una o mas especies
hidrofébicas con una o mas especies hidrofilicas.

* La actividad sobre la superficie depende de la naturaleza y la relacién entre los
grupos lipofilicos e hidrofilicos y sus arreglos espaciales.
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* Las especies hidrofilicas pueden ser moléculas con grupos funcionales
cargados eléctricamente (idnicas) o estructuras polares no cargadas. Las
especies hidrofobicas pueden ser cadenas alifaticas, alifatico-aromaticas o
aromaticas.

Puede considerarse a una sustancia como un tensoactivo si, en disolucion, altera la
tension superficial del disolvente. El origen de la actividad superficial de estos
compuestos se basa en su estructura. Los efectos emulsificantes, de limpieza y de
detergencia que poseen pueden ser intensificados o disminuidos de acuerdo con el
largo de su cadena alquilica o la naturaleza del grupo hidrofilico.

Una de las principales propiedades de los tensoactivos es la concentraciéon micelar
critica (CMC) que ocurre cuando las moléculas de tensoactivo se unen en disolucion
acuosa para formar micelas (Fig 11.15). Estas son de unos cuantos nanémetros de
tamafio y con formas ovaladas; se crean al acomodarse las moléculas del tensoactivo
con sus partes hidrofilicas hacia afuera, en contacto directo con las moléculas de agua,
mientras que las partes hidrofébicas se acomodan hacia dentro de la estructura para
evitar cualquier interaccion con el disolvente polar [12,14].

H.O

Figura I1.15. Micelas. La parte externa o cabeza mantiene contacto con la fase acuosa mientras
que la interna se aisla compactandose. Esta parte es la que puede secuestrar y almacenar
sustancias hidrofdbicas.

Las micelas pueden capturar moléculas de sustancias organicas dentro de su
estructura formando emulsiones. Los tensoactivos pueden, por lo tanto, estabilizar
dispersiones con la creacion de nuevas interfases.

I1.2.2 Usos y aplicaciones en la industria[15]

Los tensoactivos se han empleado tradicionalmente en la industria de los
detergentes, pues fungen como principios activos de estos productos. Sin embargo,
tienen muchos mas usos y aplicaciones poco conocidas. Se emplean como
dispersantes y emulsificantes, incrementan la produccion en la extracciéon de petrdleo,
estabilizan cosméticos, medicamentos y alimentos entre otros. Sus aplicaciones
dependen de su naturaleza quimica asi como de su grado de actividad. Griffinl>
encontré una forma de cuantificar la relacion entre las partes hidrofilica e hidrofébica
de una molécula, lo que permitid establecer el grado de actividad de los tensoactivos
con base en el balance hidrofilico-lipofilico (HLB), cuyo valor aumenta al aumentar la
polaridad general de la molécula. Los valores de HLB pueden ser usados para indicar
la conveniencia de un tensoactivo en una aplicacion particular (Tabla II.3).
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Tabla IL.3. Aplicaciones de los tensoactivos segiin su balance hidrofilico-lipofilico (HLB).

Intervalo de HLB | Aplicacion

<3 Peliculas superficiales

3-6 Emulsificadores de agua en aceite
7-9 Agente humectante

8-15 Emulsificadores de aceite en agua
13-15 Detergentes

15-18 Solubilizantes

Dado el amplio intervalo de valores de HLB que pueden tener los tensoactivos,
y la baja toxicidad de la mayoria de ellos, no es extrafio que se les encuentren cada vez
mas aplicaciones. Algunos ejemplos se enlistan en la Tabla I1.4.

Tabla I1.4. Aplicaciones de tensoactivos.

Campo de aplicacién Funcion

Proceso textil Ayuda en todos los pasos,
coloracién, blanqueamiento,
desengrasado, etc.

Detergencia Ablandadores, agentes de

limpieza, etc.
Procesado de metales | Proceso acido para la remocidn de

oxido.

Agricultura Emulsificadores y agentes de
secado para herbicidas.

Polimeros Estabilizadores de emulsiones,
plastificantes.

Papel Mejoran la absorbencia y la
resistencia a la humedad.

Procesado de piel Ayudan en todos los pasos.

Cosméticos y farmacos | Agentes emulsificantes.

Alimentos Emulsificantes de grasas

I1.2.3 Clasificacion de tensoactivos

Debido a la amplia gama de estructuras de los tensoactivos existentes, pueden
encontrarse en la literatura varias formas de clasificacion. Una de las mas comunes
consiste en separarlos segun la carga que adquieren en disolucion acuosa (Fig. 11.16)
[12].
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Tensoactivos

I6nicos Noidnicos Anfotéricos

I

Catiénioos Anidnicos

Figura I1.16. Clasificacion de tensoactivos segiin su carga en disolucion.

Existe otra clasificaciéon que agrupa a los tensoactivos haciendo la distincion
entre anionicos, cationicos, anfotéricos y neutros. En ésta, los tensoactivos
polietoxilados, a pesar de ser No idnicos, se consideran en un grupo aparte debido a
razones analiticas [15]:

1. Tensoactivos anidnicos

2. Tensoactivos catidnicos

w

Tensoactivos anfotéricos
Tensoactivos No iénicos

Tensoactivos de aductos de alquilen6xidos

o 1ok

Tensoactivos poliméricos y con heteroatomos

11.2.3.1 I6nicos

Esta clase se caracteriza por estar compuesta por un par de iones de carga
opuesta donde, como regla, solo uno de ellos actia como tensoactivo. El contra ién es
una especie inorganica u organica de baja masa molar. Es claro que existen dos tipos
en esta clasificacion: tensoactivos anionicos y tensoactivos cationicos.

Los tensoactivos anidnicos tienen en su estructura grupos con carga negativa
mientras que los catidnicos poseen carga positiva (Fig. 11.17). Los tensoactivos
anidnicos sirven frecuentemente como jabones y los catidnicos como germicidas o
desinfectantes.
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Figura I1.17. Ejemplos de tensoactivos anionicos y cationicos.

11.2.3.2 No idnicos y Anfotéricos

Los tensoactivos No idnicos son todos aquellos que no forman iones en
disolucion. Se emplean principalmente como detergentes o emulsificadores,
dependiendo de su estructura y de su naturaleza. Pueden contener varios grupos
funcionales en la estructura principal, como alcoholes (-OH) y éteres o poliéteres (-O-
), entre otros.

Los tensoactivos Anfotéricos son aquellos que estan constituidos por un par de
iones que al disociarse genera dos especies i0nicas, ambas con la capacidad de
modificar la tension superficial del disolvente. Son un caso especial de tensoactivos
electroneutros, en el cual tanto el cation como el anién componen la misma molécula.

I1.3 Alcoholes polietoxilados

Los derivados del 6xido de etileno se pueden dividir en dos clases definidas por
su masa molar; sin embargo, esta clasificacion se basa en métodos de produccion,
nomenclatura comercial, propiedades y usos. La primera clase corresponde a los
polimeros de baja masa molar con un intervalo que comprende entre 200-20,000
g/mol y reciben el nombre general de polietilénglicoles (PEGs) en muchas
publicaciones. Se emplean en ceramicos, lubricantes, cosméticos, farmacos, uretanos y
en muchas mas aplicaciones. La segunda clasificacién se refiere a los derivados
poliméricos de alta masa molar que se encuentran en el intervalo de 1x103>-5x10°
g/mol y son nombrados polimeros de 6xido de etileno o resinas de dxidos de
polietileno. Estos compuestos se pueden emplear como agentes limpiadores,
lubricantes, adhesivos y en otras aplicaciones donde se desean algunas de sus
propiedades, como su solubilidad en agua y su alta viscosidad [16].
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Los polimeros derivados del 6xido de etileno también son conocidos como
poliéteres o polioles. Los alquil alcoholes polietoxilados (AAP) corresponden a
derivados poliméricos que tienen una estructura basada en una molécula de alcohol
alifatico. Los AAP poseen propiedades muy caracteristicas debido a que, ademas de
ser polimeros, son también tensoactivos (Fig. I11.18).

R-(-0-CH,-CHz),-OH

AAAAAN AN 0NN NN 0NN 0NN oH

\ /\ /
Hidrofébica Hidrofilica

Figura I1.18. Estructura general de un alquil alcohol polietoxilado. Ejemplo del alcohol C12n1o.

Ademas de su amplio uso, estos compuestos adquirieron desde hace afios una
gran importancia debido a que se ha demostrado su amabilidad con el

medioambiente; al ser alcoholes de cadenas lineales se ve favorecida su
biodegradabilidad [12].

I1.3.1 Método de sintesis
Existen tres formas de sintetizar a los alquil alcoholes polietoxilados [15,16]:

1. Eterificacion por reaccion de bromuro de alquilo y la sal monosodica de
polietilenglicol; cominmente conocida como sintesis de Williamson (Ec. I1.11).

RBr + NaO(CH,CH,0), H — NaBr + RO(CH,CH,0), H ... (11.11)

2. Eterificacion por reaccion del alquil-p-toluensulfonato y el polietilenglicol (Ec.
11.12).

HsC @SOJ-R + HO(CH:CHzO)nH — RO(CH:CH20)nH + H:C@ SOsH

.. (IL12)

27



II. GENERALIDADES Y ANTECEDENTES

3. Eterificacion por reaccion de un alcohol alifatico y 6xido de etileno (Ec. I1.13).

ROC:H<OH + nH2C /CHz > RO(CzH+O)nH
O .. (IL13)

Las reacciones 1 y 2 fueron cominmente empleadas para la sintesis de alcoholes
polietoxilados con distribucion uniforme de 6xido de etileno a lo largo de su cadena
principal. Sin embargo, para la sintesis comercial de estos tensoactivos no idnicos, el
tercer método es mucho mas utilizado debido al bajo costo y disponibilidad de los
reactivos, alcohol y 6xido de etileno, ademas de la relativa simplicidad en el proceso
de la reaccion.

11.3.1.1 Reaccion de condensacion

Los 6xidos de etileno se reportaron por primera vez por un grupo de quimicos
de la LG. Farbenindustrie, quienes condensaron metanol, etanol, propanol e
isobutanol con o6xido de etileno usando un catalizador acido o basico. Schoeller y
Wittwer, ya en 1930, también efectuaron exitosamente la reaccidn entre un alcohol de
cadena larga como el octadecanol y el 6xido de etileno. Desde entonces, estos
tensoactivos poliméricos se han desarrollado ampliamente demostrando su utilidad
en muchos productos y procesos [15].

La reaccion fundamental en la sintesis de alcoholes polietoxilados a partir de
alcoholes alifaticos consiste en una adicion de 6xido de etileno al grupo hidroxilo de la
molécula de alcohol para formar el éter (Ec. 11.14):

ROH + HzC CHz ROC:zH+OH
o’

akohol éxido de etileno éter (II.l 4)

La molécula de éter reacciona posteriormente con moléculas adicionales de éxido de
etileno para producir el alcohol polietoxilado (Ec. II.15):

ROCz2HsOH + nH2C CH: RO(C2H+O)nC2H+OH
No” .. (IL15)

Donde n+1 es el numero de moles de 6xido de etileno adicionado a una mol del
alcohol base. Esta reaccidon se lleva a cabo en presencia de un catalizador acido o
basico que favorece la adicidn.
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En el caso del uso de catalizadores basicos, se ha observado que la catalisis es
mas efectiva cuando aumenta la basicidad del catalizador. Esto ha servido a varios
autores para determinar el posible mecanismo de reaccidén de la formacién de los
alquil alcoholes polietoxilados (Ec. 11.16-18), pues se ha comprobado que sigue los
mismos pasos que la oxietilacion de los fenoles.

ROH + R'OM < ROM + ROH ... (11.16)

ROM <> RO+ M* ..(11.17)

RO~ + nH:C——CHz —> ROCHzCH0"
/
O .. (11.18)

Donde R corresponde a la cadena alifatica del alcohol, R’ puede ser H, CH3 o C2Hs, y M
cualquiera de los iones alcalinos Na* o K*.

De las ecuaciones anteriores se deduce que a mayor fuerza de la base se
favorece la formacion de la especie ROM (Ec. I1.16), la cual es responsable del
equilibrio de disociacién (Ec. I1.17) y la sucesiva formacién de RO™. También es de
notarse que la concentracion de la base debe jugar un papel determinante en la
cinética de reaccion.

La sintesis de los alcoholes polietoxilados por condensacidn se ve afectada por
diversos parametros que tienen influencia sobre la cinética de reaccion [15]:

¢ (Catalizador empleado. A mayor fuerza de la base se favorece la reaccion de
condensacion.

* Concentracion de la base. Juega un papel importante pues el grado de la
reaccion incrementa con la concentracion del catalizador.

* Temperatura. El grado de la adicion del 6xido de etileno incrementa con la
temperatura de reaccidn; a mayor temperatura, mayor rapidez de sintesis.
Normalmente se emplean temperaturas de 135 a 200°C.

* Presion. La velocidad de reaccién aumenta cuando se eleva la presién. Se ha
observado que la tasa de reaccién aumenta al aumentar la presion del 6xido de
etileno.

* Estructura. La estructura del alcohol alifatico tiene influencia debido a que es
una de las especies que dan origen al producto polietoxilado. Se ha observado
que, para una serie homologa, cuando aumenta el nimero de carbonos en la
cadena alifatica del alcohol decrece la razon de etoxilacidn. El mismo fendémeno
ocurre cuando se presentan ramificaciones, esto es, a mayor ndamero de
ramificaciones presentes en la cadena del alcohol, decrece la etoxilacion.
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Es importante mencionar que, a pesar de que se controlen y optimicen estos
parametros, la reaccion de condensacion de los alcoholes polietoxilados no es
especifica, o mejor expresado, no da como resultado un compuesto Unico sino una
mezcla de homodlogos que varia dUnicamente en el grado de etoxilacion. Esta
polidispersidad sera la que enmarcard las caracteristicas fisicoquimicas de los
alcoholes polietoxilados.

I1.3.2 Propiedades fisicoquimicas y usos industriales

Los alquil alcoholes polietoxilados poseen propiedades fisicoquimicas muy
especiales y ampliamente aprovechadas en la industria. Estas se deben a la naturaleza
dual de sus estructuras. Algunas de ellas son [12,15]:

* Solubilidad. Los alcoholes polietoxilados muestran un amplio intervalo de
solubilidades; pueden encontrarse desde los que son completamente solubles
en aceite hasta los que lo son en agua. Esto es caracteristico en los tensoactivos
No idnicos y, en el caso presente, depende del nimero de unidades etoxilo en
sus estructuras. En general, a mayor numero de etoxilos en la cadena principal,
mayor es la solubilidad en agua. Los compuestos que tienen de 1 a 5 unidades
etoxilo presentan solubilidad en grasas, mientras que en el intervalo de 8 a 10
unidades etoxilo comienzan las propiedades dispersantes en agua debido a su
mayor solubilidad en este medio. También se ha reportado que los alcoholes
con alto numero de etoxilos presentan un descenso en su solubilidad acuosa al
aumentar la temperatura.

* Densidad. Esta propiedad se incrementa ligeramente con el aumento del
numero de unidades etoxilo, pero decrece al aumentar la temperatura.

* Viscosidad. Presenta la misma tendencia que la densidad, aumenta con el
numero de etoxilos y decrece al subir la temperatura.

Los alquil alcoholes polietoxilados poseen también propiedades de superficie
como: detergencia, humectacidn, formacién de espuma y abatimiento de la tension
superficial. Estas propiedades condicionan sus posibles aplicaciones industriales.

Existe una gran variedad de usos para estos productos, algunos ejemplos son:

A) Detergentes. Su principal uso doméstico y en la industria es como agentes
de limpieza. Se emplean en férmulas para detergentes de ropa, vajillas,
limpiadores, etc.

B) Textil. Tienen un importante papel en la fabricacién de telas naturales y
sintéticas. Se usan como lubricantes o en el proceso de tefiido, entre otras.

C) Agricultura. Se emplean como emulsificantes en plaguicidas debido a que
no son afectados por la dureza del agua o por el pH.
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D) Industria del papel. Se usan para mejorar la absorbencia del papel.

E) Otros. Tienen muchos otros usos, como estabilizadores del caucho,
formacidn de latex, en el proceso de curtido de piel, en pinturas y plasticos.

I1.3.3 Analisis y métodos de caracterizacion

Debido a su amplia utilizacion en la industria, se han publicado un gran niimero
de articulos enfocados al analisis de alcoholes polietoxilados, ya sea para control de
calidad, o bien, para determinarlos con fines ambientales [12,15].

Los métodos reportados para el analisis de estos compuestos se pueden
clasificar en dos grandes grupos: los que miden la concentracién global de tensoactivo
sin discriminar entre las especies presentes en la muestra y los que separan los
tensoactivos previo a su analisis (Fig. 11.19) [19]. Dentro de los primeros se
encuentran los métodos espectrofotométricos como UV o fluorescencia, la
precipitacidn, las reacciones de complejacion, la medida de carbono organico total
(COT) o demanda quimica de oxigeno (DQO). En el segundo grupo se encuentran las
técnicas cromatograficas como la cromatografia de exclusion o permeacion en gel
(CPG), la cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) y la cromatografia de
gases (CQ).

Analisis de
* AAP's
. Analisis Total Analigis
, Oligomérico
. UV . HPLC
f cor | | CPG

Fluorescencia

Figura I1.19. Clasificacion de las técnicas de analisis para alcoholes polietoxilados y algunos
ejemplos.

Las técnicas cromatograficas se han empleado por mucho tiempo debido
principalmente a los grandes beneficios que aportan; determinacion de masas
molares, cuantificacion en diversas matrices y perfiles de distribucidon de oligdmeros
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son solo algunos ejemplos [7,8]. Entre estas técnicas, HPLC ha sido probablemente la
mas empleada para el analisis cuantitativo de alcoholes polietoxilados, como puede
constatarse en la literatura sobre el tema, donde s6lo un nimero menor de articulos
reportan el uso de técnicas complementarias como CG o SEC para realizar estudios
mas especificos. En la Tabla IL.5 se resumen las condiciones experimentales utilizadas
en algunos de los métodos reportados para el andlisis de diferentes alcoholes
polietoxilados por HPLC.

En la Tabla II.5 se ha hecho énfasis en los trabajos dirigidos al analisis de los
alquil alcoholes polietoxilados; sin embargo, algunos de estos métodos también son
aplicables para la determinacion de alquilfenoles polietoxilados, o bien, fueron
disefiados para analizar mezclas de ambos tipos de tensoactivos. En algunos otros
trabajos (no incluidos en la Tabla II.5), se han reportado métodos globales para la
determinacion conjunta de AAP y tensoactivos idnicos o anfotéricos con fines
ambientales. También se han descrito diversas técnicas de preparacion de muestra
para el analisis de tensoactivos, entre ellas destacan la extraccion en fase sélida (EFS)
y la microextraccidn en fase sélida (MEFS).
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Tabla IL.5. Métodos reportados para el analisis de alcoholes polietoxilados por HPLC.
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EM: espectrometria de masas, ESI: ionizacién por electrospray, FAB: bombardeo de atomos rapidos,

tmosférica, LCQ: trampa lineal de iones, MEFS: microextraccién en
fase sélida, ELSD: detector de dispersion de luz tras evaporacién de disolvente, RI: detector de indice de

refraccidon, AcCN: acetonitrilo, MeOH: metanol, PrOH: 2-propanol

7

’

6n quimica a presioén a

APCI: ionizaci
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11.3.3.1 Comportamiento en HPLC

El andlisis de los AAP por cromatografia de liquidos se puede realizar con base en
dos criterios, la separacién por cadenas hidrofébicas y la resolucion oligomérica o
separacion por cadenas hidrofilicas [29].

En general el analisis de AAP con base en su cadena hidro6foba se realiza en
columnas de fase reversa, por las interacciones que tienen lugar entre la cadena
alquilica de los alcoholes y la fase estacionaria poco polar. Se ha reportado que, para
una misma serie, el tiempo de retencién aumenta al aumentar el niimero de carbonos
en la cadena alifatica del tensoactivo, lo que es un comportamiento tipico de la
cromatografia en fase reversa. Algunos autores han encontrado que el nimero de
unidades EO en las cadenas principales afecta el tiempo de retencién de los alcoholes.
A mayor numero nominal de etoxilos, mayor es el tiempo de retencién en fases
reversas, aunque ésta no es una regla general ya que también se ha observado el
efecto inverso en ciertas composiciones de fase movil. Para este tipo de analisis se ha
reportado tanto el uso de columnas Cg como C1s, aunque existe una marcada tendencia
por esta ultima [18,29].

Para el caso de la separacion con respecto a sus cadenas hidrofilicas (o bien, por
numero de etoxilos), la fase estacionaria mas utilizada ha sido la silice. El estudio de
AAP con base en este criterio se ha llevado a cabo cominmente en fase normal con
una amplia gama de fases moviles, desde hidrocarburos modificados con un poco de
alcohol hasta mezclas de disolventes medianamente polares modificadas con un poco
de agua. No obstante, también se encuentran algunos casos donde se utilizaron fases
reversas con mezclas agua-disolvente organico como fase mévil. Este tipo de analisis
permite establecer un perfil de los oligbmeros que constituyen al alcohol
polietoxilado, lo que ayuda a determinar la polidispersidad de las muestras pues indica
el nimero de oligdmeros presentes y su cantidad relativa [18].

Cualquiera que sea el tipo de separacion, en la gran mayoria de los trabajos
examinados se utilizaron gradientes de elucion, probablemente con el fin de mejorar
las caracteristicas de los picos (simetria y ensanchamiento) y disminuir los tiempos de
analisis. La elucion isocratica se utilizo primordialmente en estudios de
comportamiento cromatografico o para la determinacién de constantes
termodinamicas a partir de datos de retencion.

En lo referente a los métodos de deteccion, gran parte de los articulos reportan el
uso de técnicas de espectrometria de masas como FAB-EM, ESI-EM y APCI-EM. . Otro
detector muy utilizado fue el de dispersion de luz tras evaporacion de disolvente
(ELSD), empleado no sélo para el analisis de alquil alcoholes sino también para otros
derivados polietoxilados como acidos y ésteres. Aunque en menor proporcion, los
detectores mas convencionales como el UV y el de indice de refraccion (RI) también
han sido utilizados en el analisis de AAP, a pesar de sus limitaciones. En efecto, el RI es
poco sensible y s6lo puede trabajarse en condiciones de elucion isocratica. E1 UV tiene
la desventaja de que los alquil alcoholes polietoxilados practicamente no dan
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respuesta aun a bajas longitudes de onda; sin embargo, es posible introducir grupos
cromodforos en estos analitos mediante reacciones de derivatizacion con reactivos
como el cloruro de 3,5-dinitrobenzoilo [27].

1.4 Disefio y analisis de experimentos

Es de gran importancia, para cualquier estudio cientifico, tener presente que
existen multiples factores o parametros fisicos y quimicos que pueden influir en el
comportamiento de una sustancia en un sistema dado. Por tal motivo, el uso de
herramientas estadisticas en la planeacion de experimentos y en el tratamiento de los
datos es indispensable para discernir, con la mayor rapidez y efectividad posibles, el
grado de influencia de cada uno de esos factores y sus eventuales interrelaciones.

En el caso del analisis cromatografico, el objetivo de todo buen cromatografista
es encontrar condiciones oOptimas para la separacién y determinacién de los
componentes de interés en una muestra dada. Sin embargo, en ocasiones el problema
no es sencillo y requiere de arduas jornadas de trabajo donde por ensayo y error se
llega a un resultado medianamente satisfactorio. Es alli donde entra la necesidad de
establecer un método mas confiable y eficiente de experimentacion, método que es
posible encontrar gracias al disefio y andlisis de experimentos. Por ejemplo, una de las
herramientas mas utiles en la determinacion de condiciones cromatograficas para un
soluto se basa en los estudios de relaciones lineales de energia de solvatacién (LSER,
por las siglas del nombre en inglés: linear solvation energy relationships), que
permiten derivar un modelo capaz de predecir modificaciones en las variables de
respuesta a partir de variables principales. La ecuacion de LSER para cromatografia de
liquidos es la siguiente (Ecuacion I1.19):

Propiedad del Soluto: c + eE +sS +aA + bB+vV ... (I1.19)

Donde la propiedad del soluto puede ser de cualquier tipo, como log K’, log P, etc.; E es
el exceso de refracciéon molar; S es la dipolaridad/polarizabilidad; A son todos los
enlaces acidos de hidrogeno; B son todos los hidrogenos basicos; V es el volumen de
McGowan (cm3mol1)); ¢ es una constante (ordenada al origen) e, s, a, b y v son
coeficientes del modelo de regresion multilineal. En esta ecuacion, las variables
independientes (mayusculas) representan interacciones soluto-disolvente que afectan
la retencion. Los coeficientes (minudsculas) se relacionan con la naturaleza quimica de
las fases movil-estacionaria y pueden ser calculadas con facilidad por medio del
modelo polinomial.

El modelo LSER puede ser aplicado con una gran cantidad de variaciones en las
condiciones cromatograficas. Esta técnica tiene fines predictivos y de exploracion
sobre parametros como el tiempo de retencién que, aunque no es suficientemente
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preciso, puede emplearse para describir y explicar el proceso de reparto y, de alguna
forma, para optimizar separaciones [32].

Se han establecido relaciones lineales entre el logaritmo del factor de retencion
(k) y la fraccién en volumen del modificador organico (¢) para una amplia serie de
compuestos (Ecuacion I1.20):

Log k =log kw - S¢ ...(1L.20)
Donde S es la pendiente y log kw es la ordenada al origen.

Las relaciones lineales de energia de solvatacion son abundantemente
empleadas para caracterizacion de fases estacionarias (polimeros). Otro importante
aspecto es para determinar parametros de lipofilicidad (hidrofobicidad) a partir de
los datos de retencion.

El modelo antes mencionado, como otros, requiere de un proceso de
experimentacion para poder deducir ecuaciones que ayuden a describir
comportamientos. Los experimentos se usan para estudiar el desempefio de estos
procesos y sistemas.

Un proceso es una combinaciéon de maquinas, métodos, personas o pasos que
transforman una entrada en una salida que tiene una o mas respuestas observables.
Existen varias estrategias para la experimentacion, como las que se mencionan a
continuacion [33]:

* Enfoque de la mejor conjetura. Consiste en definir factores a los cuales se les
dard interés primario, y se les dara o no interés segun el resultado que se desee
obtener. Este procedimiento tiene dos desventajas. Una es que si la conjetura
inicial no produce los resultados deseados, entonces se tendra que hacer otra y
esto podria continuar por tiempo indefinido sin garantia de éxito. Por el
contrario, si la conjetura inicial produce un resultado satisfactorio, entonces
podrian suspenderse las pruebas ain cuando no hay ninguna garantia de que
se ha encontrado la mejor solucion.

* Enfoque de un factor a la vez. Este método consiste en seleccionar un punto de
partida o linea base de los niveles para cada factor, para después variar
sucesivamente cada uno en su intervalo, manteniendo constantes los otros
factores en el nivel base. Al finalizar, se construyen una serie de graficas que
muestran la forma en que la variable de respuesta es afectada al variar cada
factor manteniendo los demas contantes. La desventaja de este enfoque es que
no considera las posibles interacciones entre los factores.

Una forma mas adecuada para trabajar con varios factores es manejar un
programa de experimentacion basado en un disefio factorial.
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I1.4.1 Diseno factorial 2K

Se trata de una estrategia experimental en la que los factores se hacen variar en
conjunto, en lugar de uno a la vez. El disefio de experimentos considera todas las
combinaciones posibles de los factores en sus niveles alto y bajo. Por ejemplo, a un
estudio con dos factores le corresponderia un disefio factorial 22 (dos factores, cada
uno con dos niveles) y, geométricamente, los cuatro experimentos formarian los
vértices de un cuadrado. Para el caso de un estudio con tres factores, se tendria un
disefo factorial 23 y las ocho determinaciones representarian geométricamente los
vértices de un cubo. Esta estrategia permite determinar las posibles interacciones
entre factores; ademas es posible afinar y hacer mas robusto al modelo generado si se
realizan réplicas de los experimentos [33].

I1.4.2 Aplicaciones del disefio experimental y pautas generales para diseiio.

El disefio de experimentos puede aplicarse en multiples disciplinas debido a la
cantidad de informacidon que ofrece. Algunos ejemplos son: la caracterizacién de
procesos en la industria, el disefio de un nuevo producto, el desarrollo e investigacion
de las ciencias exactas, la optimizacion de métodos de analisis, etc. Sea cual sea el
objetivo de su uso, es necesario seguir rigurosamente una serie de pautas para poder
obtener resultados utiles y confiables. Estas pautas son:

1. Identificacion y enunciado del problema.

2. Eleccion de los factores, definicion de sus intervalos de variacion y
determinacion de los niveles.

3. Seleccion de la variable de respuesta.
4. Eleccidn del disefio experimental.

5. Realizacién de los experimentos.

6. Analisis estadistico de los datos

7. Conclusiones y recomendaciones.

Algo que es muy importante tener en cuenta durante este proceso, es que el
disefio experimental y el analisis deben ser lo mas sencillo posible, asi sera mas facil
entender e interpretar los resultados.
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Hipétesis

Es posible predecir, en forma general, las condiciones adecuadas para la
separacion y analisis de muestras de tensoactivos del tipo alcohol alquilico
polietoxilado, si se realiza un estudio cromatografico detallado de una serie de
estandares convenientemente elegidos, que permitan obtener la informacion fisico-
quimica pertinente para deducir y comprender mejor el mecanismo de retencién de
estos compuestos hidrofébicos-hidrofilicos en columnas de fase reversa.

I11. OBJETIVOS

II1.1 Objetivo principal

Estudiar el comportamiento cromatografico de alcoholes alquil polietoxilados
en fase reversa en funcion del tamafio de sus cadenas hidrofébicas e hidrofilicas, con
el fin de determinar la influencia de los parametros experimentales sobre la retencion
y separacion, tanto de los tensoactivos entre si como de los oligdmeros que los
constituyen.

I11.2 Objetivos especificos

* Establecer condiciones Optimas para la deteccion de alcoholes alquil
polietoxilados en medios acetonitrilo-agua y metanol-agua, mediante el
detector de dispersion de luz tras evaporacion de disolvente.

* Determinar el efecto de la composicidn de la fase movil sobre la retencién y la
resolucion oligomérica de una serie de estandares de alcoholes alquil
polietoxilados en columnas de fase reversa. Dicha serie estara constituida por
compuestos con cadenas hidrocarbonadas de 12 a 18 carbonos y cadenas
etoxiladas de diversos tamafios.

* Analizar la influencia de la velocidad de flujo de la fase movil y la temperatura
de la columna sobre la retencion, simetria de pico y resolucién oligomérica de
alcoholes alquil polietoxilados en columnas de fase reversa.

* Desarrollar modelos estadisticos que permitan cuantificar el efecto relativo de
las principales variables experimentales en la retencién y resolucion
oligomérica de este tipo de analitos.
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Deducir las condiciones Optimas para el andlisis de mezclas de alcoholes
polietoxilados comerciales, con diferente longitud de cadena hidrocarbonada y
diversos grados de polidispersidad, mediante cromatografia de liquidos en fase
reversa con detector de dispersion de luz tras evaporacion de disolvente.
Encontrar las mejores condiciones cromatograficas para la separacion de los
oligobmeros constituyentes de los tensoactivos del tipo alcohol alquilico
polietoxilado.

Determinar el orden de elucion de los oligdmeros en las condiciones
cromatograficas establecidas, mediante el auxilio de técnicas de
espectrometria de masas.
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IV.1 Material y Equipo

Material Volumétrico

* Matraces aforados de 500 y 1000 mL

* Pipetas volumétricas de 5, 10, 20, 25 y 50 mL

* Pipetas graduadas

* Micropipetas Eppendorf de 250, 50 y 10 uL con puntas Transferpette,
Wertheim Alemania

* Vasos de precipitados

* Tubos eppendorf de 2 mL

* Jeringa de 100 pl para cromatografia de liquidos, Hamilton, Microliter 710

Equipo y Accesorios

* Sistema purificador y desionizador de agua NANOPURE, Barnstead
Thermolyne modelo 04747

* Balanza analitica Ohaus

* Columna analitica (150 x 4.6 mm d.i.) empacada con fase reversa Hypersil ODS,
5 um, de Thermo Scientific

e (Calefactor de columna, Eppendorf

¢ Unioén “T” de polipropileno para tuberia de 1/16” d.e.

* Bomba cuaternaria para cromatografia de liquidos, Gilson modelo 305.

¢ Bomba secundaria, Gilson modelo 306.

e Modbdulo manométrico, Gilson modelo 805.

e Mezclador dindmico, Gilson modelo 811B.

* Inyector Rheodyne 7125 con bucle de 20 ulL.

* Detector de dispersion de luz tras evaporacion de disolvente (ELSD, por las
siglas del nombre en inglés: evaporative light scattering detector), de Polymer
Laboratories modelo LC-1150.

* Espectrometro de masas MALDI-TOF/TOF 4800 plus, Applied Biosistems con
laser Nd TAG de 355 nm

Programas y Equipo de COmputo

* Sistema de adquisicion y tratamiento de datos cromatograficos constituido
por: computadora Compaq Presario Pentium, programa Clarity version
2.6.04.402 de Datapex, Praga, Republica Checa

* Analisis estadistico por STATGRAPHICS Centurion XV version 15.1.02 de
StatPont, USA
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* Sistema de adquisicién y tratamiento de datos espectroscopicos por: Universal
MS Data Analysis Tool, Mass Navigator versién 1.2 de Mitsui Industry Co.,
Jap6n

IV.2 Reactivos y disolventes

Serie C12

* 1-Dodecanol (C12H260), Sigma-Aldrich, MO, USA.

* Polioxietilén-4-lauril éter (Brij®), (C2H40)4C12H260, Sigma-Aldrich, MO, USA.

* Polioxietilén-10-lauril éter, (C2H40)10C12H260, Sigma-Aldrich, MO, USA.

* Polioxietilén-23-lauril éter (Brij®35) (C2H40)23C12H260, Sigma-Aldrich, MO,
USA.

Serie C14

* 1-Tetradecanol (C14H300), Sigma-Aldrich, MO, USA.
* Polioxietilén-4-tetradecil éter, (C2H40)4C14H300, Sigma-Aldrich, MO, USA.
* Polioxietilén-8-tetradecil éter, ((C2H40)sC14H300, Sigma-Aldrich, MO, USA.

Serie Ci6
* 1-Hexadecanol (C16H340), Sigma-Aldrich, MO, USA.
* Dietilén glicol monohexadecil éter (Brij®52) (C2H40)2C16H340, Sigma-Aldrich,

MO, USA.
* Polioxietilén-10-cetil éter (Brij®56) (C2H40)10C16H340, Sigma-Aldrich, MO,
USA.
* Polioxietilén-20-cetil éter (Brij®58) (C2H40)20C16H340, Sigma-Aldrich, MO,
USA.
Serie Cis

* 1-Octadecanol (C1gH380), Sigma-Aldrich, MO, USA.
* Polioxietilén-4-estearil éter, (C2H40)4C18H3sg0, Fluka, Suiza.
* Polioxietilén-10-estearil éter (Brij®76), (C2H40)10C18H380, Sigma-Aldrich, MO,

USA.
* Polioxietilén-20-estearil éter (Brij®78), (C2H40)20C18H380, Sigma-Aldrich, MO,
USA.
* Polioxietilén-100-estearil éter (Brij®700), (C2H40)100C18H380, Sigma-Aldrich,
MO, USA.
Matrices

* Acido a-ciano-4-hidroxicindmico (o.-CCA)
* Trans-2-[3-(4-ter-1-butilfenil)-2-metil-2-propeniliden]malonitrilo (DCBT)
e Acido trifluoroacético (TFA)
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Disolventes

* Metanol (MeOH) grado HPLC, Fisher Scientific
* Acetonitrilo (AcCN) grado HPLC, Prolabo
¢ Tetrahidrofurano grado HPLC, ].T. Baker

IV.3 Metodologia

IV.3.1 Optimizacion de condiciones generales

Inicialmente se realizaron pruebas de solubilidad para todos los alcoholes de
las series C12-C18 en disolventes polares puros (metanol, acetonitrilo y agua) y en
mezclas MeOH-agua y AcCN-agua. Posteriormente, se prepararon disoluciones
estandar de cada analito a concentracidn apropiada en varios medios, dependiendo de
su solubilidad y de la respuesta generada en el detector. Las concentraciones variaron
en el intervalo de 260 a 1540 ppm (mg/L) en metanol, metanol-agua o acetonitrilo-
agua (Tabla IV.1).

Tabla IV.1. Concentraciones promedio de los estdndares de alcoholes polietoxilados.

Serie
Cionx C14nx C1enx C1snx

Compuesto Conc. Compuesto Conc. Compuesto Conc. Compuesto Conc.
[ppm] [ppm] [ppm] [ppm]

C120H 1540 C140H 1450 C160H 700 C1s0H 850
Ci2n4 612 C14ng 860 Cinz 350 Cigns 440
Ci2n1o 670 Ci4ng 300 Ci6n1o 280 Cignio 320
C1i2nz3 620 - - C1e6n20 260 C1gnzo 550

_ - - - - - C1gnioo 600

En la nomenclatura empleada nx representa al nimero nominal de etoxilos (EO) unidos a la cadena
principal Cy.

La optimizacion de parametros de trabajo del detector ELSD se llevo a cabo
utilizando como analitos de prueba a los alcoholes Cignio y Ciznio. Para obtener una
buena respuesta de estos compuestos en las fases médviles estudiadas, se vario la
temperatura de nebulizaciéon entre 40 y 90°C, la temperatura de evaporacion entre 60
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y 110°C, y la velocidad de flujo del gas acarreador (Nz) en el intervalo de 0.5-2
mL/min.

En lo que respecta a la separacion cromatografica, se establecieron algunas
operaciones rutinarias para evitar problemas de contaminacién cruzada, asi como el
aumento de presion por oclusidn de filtros y tuberias o formaciéon de depédsitos en la
columna. Después de cada corrida cromatografica, se efectué un lavado del bucle del
inyector con 1 mL de agua seguido de 1 mL de metanol. Asi mismo, se realizaron
lavados exhaustivos de la columna después de un cierto nimero de corridas, cuando
se observaba un incremento en el ruido de la linea base. Estos lavados consistieron en
hacer pasar por la columna una serie de disolventes (5 a 10 mL de cada uno), primero
en orden decreciente de polaridad y luego regresando al mas polar. La serie completa
fue la siguiente: agua-metanol-acetonitrilo-tetrahidrofurano-acetonitrilo-metanol-
agua.

1V.3.2 Estudio de retencion y separacion en funcion de la composicion de la fase
movil.

A partir de los resultados obtenidos en ensayos preliminares de retenciéon de
los solutos en la columna de fase reversa C-18, se decidi6 dividir el estudio en dos
partes segun el disolvente organico presente en la fase moévil.

El estudio de retencion en fases moviles metanol-agua se realiz6 trabajando en
el intervalo de 100 a 85% de disolvente organico, con incrementos paulatinos de 5%
(v/v) en el contenido de agua para cada ensayo. No se trabajé a contenidos de metanol
menores al 85% debido a la alta retencion de algunos analitos, lo que ocasionaba picos
muy ensanchados, dificiles de detectar y con gran incertidumbre en la asignacion del
tiempo de retencion. En el caso de las fases moviles acetonitrilo-agua, se trabajé
principalmente en el intervalo de 100 a 80% de disolvente organico, pero también se
exploraron fases méviles hasta con 50% de agua para uno de los analitos de interés.

En todos los casos, la composicion de las fases mdviles se controld
cuidadosamente, midiendo los volimenes de agua y disolvente organico con pipetas
volumétricas y matraces aforados antes de mezclarlos. Las fases moviles preparadas
se almacenaron en frascos ambar a temperatura ambiente y se renovaron, al maximo,
cada dos dias. Previo a su uso, las fases méviles fueron degasificadas por ultrasonido
durante ~4 min.

La temperatura se controlé mediante un calefactor de columnas, eligiendo la
temperatura Optima en funciéon de la simetria de los picos de los solutos y otros
factores practicos (estabilidad de la columna, temperatura ambiente). Se probaron
temperaturas desde 20 hasta 40°C, optando finalmente por fijar una temperatura de
30°C. La velocidad de flujo de la fase movil se vari6 también desde 0.3 hasta 1
mL/min, eligiendo esta ultima para reducir los tiempos de analisis. Cabe mencionar
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que en algunos experimentos los tiempos de retenciéon de los solutos fueron
sumamente largos, requiriéndose de varios dias para completar el analisis de toda la
serie de compuestos.

Cada alcohol se inyect6 en el cromatdgrafo en todas las condiciones probadas,
con una o dos réplicas por analito.

Las condiciones del detector ELSD empleadas en estos estudios fueron las
siguientes:

* Fases metanol-agua. Temperatura de nebulizacion 80°C, temperatura de
evaporacion 90°Cy flujo del gas acarreador (N2) de 1.0 mL/min.

* Fases acetonitrilo-agua. Temperatura de nebulizaciéon 40°C, temperatura de
evaporacion 90°Cy flujo del gas acarreador (N2) de 0.6 mL/min.

IV.3.3 Analisis multivariable

Una vez conocidas las tendencias de comportamiento de los alcoholes en las
fases mdviles MeOH-H;0, se realizaron una serie de experimentos especialmente
disefiados para cuantificar la influencia relativa de las principales variables
experimentales mediante el analisis estadistico de los datos obtenidos en éstos. Se
eligi6 como soluto modelo al alcohol cetilico decaetoxilado Cisnio (valor nominal) y se
tomd como efecto principal al volumen de retencion (Vr) de dicho compuesto. Se
variaron tres factores principales: Temperatura (°C), composicion de la fase movil
(%H:0) y velocidad de la fase mévil (mL/min).

Para mantener la mayor simplicidad posible en el estudio, se emple6 un
modelo factorial 2%, en donde K representa el numero de variables incluidas en el
modelo (ver Anexo II). lo que implica que se requiere de 23 = 8 experimentos para
completar el estudio; sin embargo se realizé una réplica para mejorar el modelo, por
lo que se necesitaron 16 experimentos en total. En la Tabla IV.2 se especifican las
variables analizadas, sus niveles fijados y las combinaciones de niveles que
completaron los 8 experimentos base.

Debido al comportamiento particular de los alquil alcoholes polietoxilados en
las mezclas acetonitrilo-agua, el estudio de variables se efectu6 de forma cualitativa
mediante la comparacidon de cromatogramas para diferentes condiciones de analisis
que se detallan en la Tabla IV.3. En este caso se sustituyd el factor composicion de la
fase movil (%H:0) por el largo de cadena hidrocarbonada (L) que fue mas

adecuado. Los ensayos fueron realizados en fase movil AcCN-H20 (90-10%).

Para todas las pruebas sefialadas en la Tabla IV.2, las condiciones del detector
ELSD fueron: temperatura de nebulizacion 40°C, temperatura de evaporacion 90°C y
flujo de N2 a 0.6 mL/min.
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Tabla IV.2. Condiciones de analisis multivariable para las fases MeOH-H,0. Se muestran los
niveles alto y bajo para los factores principales asi como su combinacion para el desarrollo
experimental. El orden de los experimentos es arbitrario.

Fases Moviles Niveles Experimentos
MeOH-H.0

+ - I II | OI | IV | V | VI |VII|VII

Temperatura
Y
Composicién de fase
movil (%H20)
Velocidad de la fase

movil 1 0.3 + | -+ -+ - |+ -
(mL/min)

40 25 + 0+ |+ |+ | - - - -

15 0 + |+ - - + |+ - -

Factores

Volumen de

Efecto principal retencién (Vi)

Tabla IV.3. Condiciones de analisis multivariable para las fases AcCN-H;0. Se muestran los
niveles alto y bajo para los factores principales asi como su combinacion para el desarrollo
experimental. El analisis fue estrictamente cualitativo. El orden de los experimentos es

arbitrario.
Fases Moviles Niveles Experimentos
ACCN-H0 + - I ||| IV ]V | VI]|VI|VI
Temperatura
o 40 25 + + + + - - - -
Y
& | Velocidad de la fase
2 movil 1 0.3 + |+ | - T -
E (mL/min)
Largo de cadena
hidrocarbonada 12 16 + - + - + - + -
(L)
Efecto principal Volumen de
P p retencidén (V)

1V.3.4 Analisis de Masas por MALDI-TOF

Los oligbmeros de los tensoactivos separados en la columna de fase reversa
fueron recolectados por fraccionamiento del efluente mediante una unién T, colocada
justo antes de la entrada al detector (Fig. IV.1). Este arreglo experimental permitié
monitorear el efluente de la columna, colectando simultdneamente pequeias
fracciones de cada pico eluido. Cabe hacer notar que, por el modo de operacién del
detector ELSD, la muestra no puede ser colectada a la salida de éste ya que la fase
movil es evaporada y los solutos son expulsados del detector como una nube de polvo
dispersa en el gas acarreador.
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La recoleccion de oligomeros se realizé inicamente para los alcoholes Ci2niy,
C14n4, C16n10 y Cisni1o, separados utilizando la fase movil acetonitrilo-agua 90:10 (v/v)
a flujo de 1 mL/min. Las condiciones del detector ELSD fueron: temperatura de
nebulizacién 40°C, temperatura de evaporacion 90°C y flujo de Nz a 0.6 mL/min.

Flujo
de
columna

Detector

.19

Columna Cromatografo Detector 1

Recoleccién

Figura IV.1. Diagrama del dispositivo para fraccionamiento de los oligémeros separados por HPLC. La
recoleccion se realizo con el monitoreo simultaneo de picos por el detector ELSD.

Las fracciones se colectaron en tubos eppendorf etiquetados; posteriormente
se evaporaron a sequedad y se les afadi6é un volumen de 0.5 mL de metanol. Estos
oligbmeros se analizaron en un espectrometro de masas MALDI-TOF-TOF usando el
método de gota seca (Dried droplet method) para la preparaciéon de muestra.

Se evalu6 la eficacia de tres matrices en la preparacion de muestra para el
proceso de ionizacidn-deteccion. Para la matriz A se pesaron 5.24 mg de acido a-
ciano-4-hidroxicinamico (a-CCA) y se diluyeron en 520 uL de una disolucion de acido
trifluoroacético (TFA) al 0.1% (v/v) en acetonitrilo-agua 50:50 (v/v). Para la matriz B
se pesaron 24 mg de DCBT (trans-2-[3-(4-ter-1-butilfenil)-2-metil-2-
propeniliden]malonitrilo) y se diluyeron en 240 uL de la disolucién de TFA antes
mencionada. La ultima matriz (C) fue preparada con 250 mg de DCBT diluidos en
acetonitrilo puro. En la placa de muestreo se colocaron mediante una micropipeta
Eppendorf 0.8 uL de las disoluciones estandar de cada uno de los alcoholes por
triplicado, asi como los estandares necesarios para la calibracion del equipo. A cada
muestra se le afiladié un volumen de 0.8 uL de una de las tres matrices y se dejaron
secar las micro gotas. La placa se introdujo en el equipo MALDI-TOF/TOF donde se
corri6 cada muestra hasta encontrar las mejores condiciones para su analisis.
Posteriormente, se realizé el mismo procedimiento para cada uno de los oligdmeros
fraccionadas (por duplicado), empleando unicamente la matriz B.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1. Precision de las mediciones

Para el estudio de los alcoholes polietoxilados, como para cualquier otro
analisis, es de gran importancia determinar la confiabilidad de los datos recabados
experimentalmente. La precision en las mediciones cromatograficas resulta
indispensable para poder sustentar las posibles hipotesis y conclusiones del estudio.
Dado que los alquil alcoholes polietoxilados presentan comportamientos de retencion
muy particulares, generan picos relativamente anchos y su deteccion es poco sensible,
se considerd necesario realizar un analisis previo de los datos experimentales para
determinar la incertidumbre en las mediciones.

La principal variable de respuesta a lo largo del presente estudio fue el volumen
de retencion (Vg) de los analitos inyectados, debido a que explica de una forma mas
adecuada el comportamiento cromatografico de los analitos, sin depender del valor de
la velocidad de flujo de trabajo. De forma general, los datos obtenidos para todas las
muestras presentaron una variabilidad semejante. Como ejemplo, en la Tabla V.1 se
muestra el estudio de precision realizado para los alcoholes laurico y estearico
polietoxilados con cadena nominal de 10 y 20 etoxilos, respectivamente, en todas las
fases moviles metanol-agua utilizadas en este trabajo. Las réplicas para cada
condicidn de fase movil fueron realizadas en diferentes dias. Se calcularon el intervalo
de confianza (IC) y el coeficiente de variacion (CV%), parametros que permiten
evaluar el grado de dispersion en las mediciones.

Tabla V.1. Estudio de precision de los voliimenes de retencion para los compuestos C12n10 y
C1gnzp en fases moviles MeOH-H;0 de diferente composicion. Flujo 1 mL/min, temperatura 30°C.

C12n10 Volumen de retencion Vg (mL)
Fase movil n x s IC CV (%)
MeOH (100 %) 3 3.03 0.042 +0.10 1.39
MeOH-H:20 (95-5 %) 3 3.62 0.055 +0.14 1.52
MeOH-H20 (90-10 %) 3 5.00 0.099 +0.25 1.98
MeOH-H:20 (85-15 %) 3 7.82 0.099 +0.25 1.27
C1gnio Volumen de retencién Vg (mL)
Fase movil n x s IC CV (%)
MeOH (100 %) 3 5.86 0.109 +0.27 1.86
MeOH-H20 (95-5 %) 3 8.83 0.025 +0.06 0.28
MeOH-H20 (90-10 %) 3 18.4 0.096 +0.24 0.52
MeOH-H20 (85-15 %) 3 43.7 1.88 +4.67 4.30
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Como puede notarse, las desviaciones estandar y los coeficientes de variacion
del volumen de retencién son relativamente pequefos para el alcohol laurico
etoxilado en todas las condiciones probadas y para el alcohol estearico etoxilado en
las primeras tres fases mdviles. Sin embargo, la fase mévil que contiene la mayor
proporcion de agua muestra un marcado aumento en estos parametros. Asi, el
coeficiente de variacion pasa de valores <2% en las fases moviles mas ricas en
metanol a un valor de 4.3% en la fase moévil, mas rica en agua. Este incremento en la
desviacion estdndar y en el coeficiente de variacion en la fase mdvil con 15% de H20
solo se registré para los estandares de alcohol estearico con numeros de etoxilacion
nominal (EO) 10 y 20, todos los demas alcoholes polietoxilados presentaron un
comportamiento normal, esto es, semejante al del alcohol laurico. Lo anterior puede
observarse mas claramente en la Fig. V.1, donde se grafica Vg (puntos experimentales)
en funcion del %H:0 en la fase moévil para los dos analitos y se incluyen los intervalos
de confianza calculados al 95% de seguridad. Es obvio que, para volumenes de
retencion muy altos, la precision en la determinacion de este parametro disminuye, lo
cual esta sin duda asociado al fuerte ensanchamiento del pico cromatografico y la
consiguiente dificultad para detectar su centro de masa. No obstante, una precision
<5% para el mas alto volumen de retencién puede considerarse aceptable, tomando
en cuenta que los tensoactivos en estudio no son en realidad compuestos puros sino
una distribuciéon de homologos con cadenas etoxiladas de diferente tamafio; por ello,
sus picos en general son anchos comparados con los de otros solutos y este
ensanchamiento se magnifica al aumentar la retencidn.

91 a) 507  b)
i
40
6 -
) ; 30 -
['4
> t > 20 .
34
10 ) o
4
0 : ; , 0 - : ,
0 5 10 15 0 5 10 15
%H,0 %H,0

Figura V.1. Curvas de Vg vs %H:0 con sus respectivos intervalos de confianza al 95%.
Analitos: a) C12n10 y b) C1sgn1o.

Algo que se debe tomar en cuenta cuando se habla del comportamiento
cromatografico de estos compuestos es su solubilidad en la fase movil. Debido a la
larga cadena hidrocarbonada, su solubilidad en las fases mdviles mas ricas en agua es
limitada (especialmente para los compuestos de la serie Cig), lo que ademas de
provocar una fuerte retencion, causa ensanchamiento de picos y algunos problemas
de elucion incompleta. Durante el presente estudio se observd que, después de una
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serie de corridas cromatograficas, era necesario lavar exhaustivamente la columna
para poder obtener resultados reproducibles y para evitar un progresivo aumento en
la caida de presidn de la columna.

V.2. Comportamiento Cromatografico en Fases Méviles MeOH-H20

IV.2.1 Optimizacion de condiciones experimentales

Se efectuaron pruebas previas al estudio de comportamiento cromatografico
para poder encontrar las mejores condiciones de elucién y deteccion de los
compuestos de interés. Primero, se vario la velocidad de flujo de la fase moévil en el
intervalo de 0.5 a 1 mL/min. No se observé un cambio significativo en la forma y
simetria de los picos cromatograficos, por lo que se optd por elegir la velocidad de
flujo mas alta con el objeto de disminuir los tiempos de analisis. En efecto, los
volumenes de retencién de los tensoactivos en algunas fases moviles ensayadas
fueron muy altos, de modo que el estudio de los 16 analitos, y sus réplicas, resultaria
prohibitivo si se trabajara a bajas velocidades de flujo.

Posteriormente, se hicieron ensayos variando la temperatura del calefactor de
columna de 20 a 45°C e inyectando el polimero Cignzo en una fase moévil de MeOH
puro a flujo de 1 mL/min. En la Figura IV.2 se ilustran los resultados obtenidos. Como
generalmente sucede en los sistemas de cromatografia en fase reversa, al aumentar la
temperatura aumenta la solubilidad del soluto en la fase movil y disminuye su
retencidn; paralelamente, los picos se vuelven mas altos y estrechos debido a la
disminucidn de la viscosidad de la fase movil que se traduce en una menor resistencia
a la transferencia de masa.

Tiempos de retencién (tg)

6.98 6.32 6.27 5.76 5.28 5.08

—r A A o’ A -HL

20°C 25°C 30°C 35°C 40°C 45°C

Figura V.2. Influencia de la temperatura en el tiempo de retencion del soluto C1gn2o.
Fase movil: MeOH a flujo de 1 mL/min.
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A pesar de que a temperaturas mas altas podrian disminuirse los tiempos de
analisis, también se afectan los factores de selectividad y por ende la capacidad de
separacion de analitos en el sistema cromatografico; ademas se acorta el tiempo de
vida util de la columna. Por otra parte, a temperaturas bajas (< 25°C), se corre el
riesgo de no poder regular este parametro en las estaciones calidas del afio o incluso
en temporadas templadas, debido al calentamiento del aparato después de varias
horas de trabajo. Con base en estas consideraciones, se decidi6 que el mejor
compromiso entre todos los factores mencionados era una temperatura intermedia,
por lo que se eligid trabajar a 30°C.

La optimizacion del detector ELSD implica determinar las condiciones de
velocidad de flujo del gas acarreador, asi como las temperaturas de nebulizacion y de
evaporacion, que conduzcan a una maxima respuesta de los analitos en las fases
moviles de interés (en este caso mezclas MeOH-agua).

La velocidad de flujo del gas acarreador (Nz) es el primer parametro a ajustar,
por lo que se hicieron ensayos variandolo desde 0.5 hasta 2 mL/min. Este parametro
es muy importante ya que determina las caracteristicas del aerosol liquido formado
en el nebulizador (tamafio y forma de gotas), el tiempo de residencia del fluido en la
camara de evaporacion y las caracteristicas del aerosol de particulas sé6lidas que llega
a la zona de deteccidon (disgregacion y tamafio de las particulas, turbulencia del
fluido). Se observo que a flujos menores a 1 mL/min aumentaba mucho el ruido de
fondo, mientras que a altos flujos decrecia notablemente la sefial del analito. Por ello,
este parametro se fij6 en 1mL/min para esta parte del estudio.

La temperatura de evaporacion (Tey) se evalué entre 60 y 110°C. La
recomendada en el manual del detector para MeOH es de 70°C mientras que para H20
es de 110°C. Experimentalmente se observo que a temperaturas menores de 90°C se
producia un fuerte incremento en la sefial del ruido, probablemente debido a una
evaporacion incompleta de la fraccidon acuosa de la fase mdvil. Por otro lado, a altas
temperaturas decrecia el tamafio del pico del analito, razon por la cual se seleccioné
Tev = 90°C. En cuanto a la temperatura de nebulizacién (Theb), que es el ultimo
parametro a ajustar, se hicieron variaciones en el intervalo de 40 a 90°C. No se
observaron cambios sustanciales en la deteccidn, aunque a temperaturas altas se noto

una ligera mejoria en la sefial, por lo que se selecciond Theb = 80°C.

Cabe mencionar que, a pesar de todos los ajustes realizados, la sensibilidad del
detector ELSD para los alcoholes padres (no etoxilados) fue muy pobre, siendo menos
sensible cuanto mas corta era la cadena hidrocarbonada. El alcohol laurico no pudo
detectarse en ninguna condicién de fase movil aunque su concentraciéon en la
disolucion inyectada se aument6 hasta 1540 ppm; el alcohol miristico (1450 ppm) dio
una sefial pequefia pero perceptible en las fases moviles ricas en disolvente organico
pero no se detect6 en las fases con mayor contenido de agua. Esto se atribuye a los
bajos puntos de fusién de estos alcoholes (~25°C y ~38°C, respectivamente), que
probablemente son incompatibles con el principio y temperaturas de operacién del
detector. Los alcoholes cetilico y estearico si lograron detectarse en todas las
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condiciones ensayadas. Por otra parte, todos los derivados etoxilados de los alcoholes
fueron detectables, incluso el derivado del alcohol laurico con una cadena de tan sélo
4 etoxilos.

1V.2.2 Estudio de retencion y separacion

El comportamiento de las cuatro series de alquil alcoholes etoxilados en la
columna de fase reversa con fases mdviles MeOH-H;0 siguié pautas muy semejantes
(Fig. V.3 a-d). Los picos en los cromatogramas fueron mas o menos simétricos y
gaussianos, aunque relativamente anchos en comparaciéon con los que se obtienen al
inyectar solutos mas simples y pequenos. La retencion de los analitos en estas fases
moviles correspondi6 a un comportamiento tipico de fase reversa, esto es, mostr6 un
aumento al incrementar la longitud de la cadena hidrocarbonada del alcohol o al
aumentar la concentracion de agua en el eluyente. Sin embargo, el efecto de la
longitud de la cadena etoxilada sobre la retencion fue minimo, como puede
constatarse al comparar entre si los volimenes de retencion de los compuestos de una
misma serie en una fase moévil dada.

a) b)
—&—MeOH (100%) —8—MeOH-H20 (95-5%) —®—MeOH 100 % —8—MeOH-H20 (95-5 %)
MeOH-H20 {90-10 %) —36— MeOH-H20 (85-15 %) MeOH-H20 (90-10 %) == MeOH-H20 (85-15 %)
9 14
a — 12 —
E
10
6
Zs Z s
> 'ﬁ, > 6
3
a ._”’—I»"-“""
2 k—"f’”"
1 2
0 0
0 5 10 15 20 25 0 2 4 6 8 10
Ndamero de etoxilos (EO) Namero de etoxilos (EO)
c) d)
~®=MeOH 100 % 8~ MeOH-H20 (95-5 %) == MeOH 100 % ~8— MeOH-H20 (95-5 %)
MeOH-H20 {90-10 %) =FE=MeOH-H20 (85-15 %) MeOH-H20 {90-10 %) == MeOH-H20 (85-15 %)
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Fig. V.3. Dependencia del volumen de retencion (Vi) con el nimero de etoxilos presentes para
las series a) C12nx, b) C14ng, ¢) C16nx y d) C1gnx.
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La comparacion de los cuatro graficos de la Fig. V.3, muestra la gran influencia
que ejerce el tamafio de la cadena alquilica, no sdlo sobre la retencién en si, sino
también sobre la magnitud del efecto que tiene la composicion de la fase movil en la
retencion. Asi, al aumentar el contenido de agua en la fase movil, se observa que el
incremento en el volumen de retencion es mucho mas importante para los
compuestos de la serie C18 que para los compuestos de la serie C12. Esta correlacion
entre longitud de cadena hidrocarbonada y composicion de la fase movil puede
apreciarse mas claramente en el grafico de la Figura V.4, donde se representa el
incremento del volumen de retenciéon debido al cambio de fase moévil (de 0 a 15% de
agua) en funcion del tamafio de la cadena alquilica de los alcoholes etoxilados. E1 AVr
se calcul6 a partir de los volimenes de retencion promedio en las dos composiciones
de fase movil, tomando en cuenta a todos los compuestos de la serie en cuestidn,
excepto al alcohol padre.

40
35
30
25
20 -
15 -
10

VR [15% agua] - VR [0% agua] (mL)

10 12 14 16 18 20

Longitud de cadena CH

Fig. V.4. Incremento de Vg por aumento en el contenido de agua de la fase movil (0-15%, v/v) en
funcion de la longitud de cadena alquilica.

Un andlisis mas detallado de los graficos de la Fig. V.3 muestra que el aumento
de retenciéon con el contenido de agua de la fase mdvil sigue una tendencia
exponencial. Este comportamiento no es especifico de los alcoholes polietoxilados
pues se ha observado para muchos otros compuestos en diferentes tipos de fases
reversas [10], tanto con fases moviles MeOH-agua como AcCN-agua o THF-agua. El
grafico de la Fig. V.5 ilustra de manera mas clara el efecto mencionado para el caso de
los alcoholes etoxilados de la serie C18, incluyendo al alcohol padre. En esta figura

también se incluyé al compuesto C1gn1oo cuyo comportamiento difiere totalmente del
de los otros miembros de la serie, ya que su retencion es pequeia en metanol puro y
disminuye ain mas al aumentar el contenido de agua de la fase movil. Esto se
atribuye, por una parte, al gran tamafo de la molécula, que probablemente es excluida
de la mayor parte de los poros de la fase estacionaria. Adicionalmente, la larga cadena
etoxilada de este polimero le confiere un caracter polar que contrarresta y supera a la
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hidrofobicidad de la cadena alquilica C18, al grado de hacerlo muy soluble en agua,
medianamente soluble en metanol y muy poco soluble en acetonitrilo.

——C180H -—m—C1l8n4 C18n10 ====(C18n20 ====(C18n100

50
45 -
40
35
30
25
20
15
10
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Vg (mL)

0 5 10 15 20
[H20] %

Fig. V.5. Volumen de retencion (Vr) en funcién de la cantidad de agua en la fase mdvil para la serie C18.

Por el contrario, para los compuestos con 20 o menos unidades EO, el volumen
de retencidn fue practicamente independiente de la longitud de la cadena etoxilada,
aunque si se percibié en algunos casos una ligera disminucién de retencién para los
homologos menos etoxilados y en mayor medida para el alcohol padre (Fig. V.5). Los
volumenes de retencién de los homédlogos con cadenas de 10 y 20 etoxilos pueden
considerarse idénticos en todas las composiciones de fase mdvil (MeOH-agua)
ensayadas, ya que las diferencias entre ambos solutos fueron del mismo orden que la
incertidumbre de las mediciones (Tabla V.2).

Tabla V.2. Diferencias en los voliimenes de retencion promedio de los
homologos con cadenas de 10 y 20 etoxilos de las series C16 y C18.

Vg (mL)*
Analito Cienx Cignx
Cynio 24.85 43.14
Cynzo 24.86 43.68
Diferencia 0.01 0.54

*Fase movil MeOH-agua 85:15 (v/v)

De acuerdo con los resultados presentados, se puede establecer que el
comportamiento de los alquil alcoholes etoxilados en cromatografia de fase reversa
con fases moviles MeOH-H20 estd determinado por la longitud de su cadena
hidrocarbonada, que contribuye positivamente a la retencidn, y la presencia del grupo

54



V. RESULTADOS Y DISCUSION

terminal polar (alcohol) que disminuye los efectos hidrofébicos y por lo tanto tiene
una contribucién negativa en la retencion. El efecto de la cadena etoxilada es minimo
pero, sorprendentemente, su pequeifia contribucion a la retencion es positiva, como lo
muestran los menores voliumenes de retencion de los alcoholes padres con respecto a
sus correspondientes derivados etoxilados. Esta contribucién es tanto mas notable
cuanto mayores son los volimenes de retencion, es decir, se percibe en mayor medida
para los compuestos con cadena hidrocarbonada mas larga en la fases moviles mas
ricas en agua. El efecto de la cadena etoxilada parece estar asociado casi Unicamente
con su presencia o ausencia sin importar su tamafo, como lo constata la gran
semejanza en los volumenes de retencion de los homoélogos etoxilados de una misma
serie en todas las composiciones de fase moévil probadas. En resumen, el sistema
cromatografico estudiado en esta parte del trabajo presenta selectividad hacia los
grupos metileno de la cadena alquilica pero no hacia los grupos etoxi.

Cabe mencionar que las conclusiones anteriores estan restringidas a los alquil
alcoholes etoxilados relativamente pequefios. Los compuestos de cadena etoxilada
muy grande (p. ej. 100 unidades EO) sufren efectos de exclusion en la columna
utilizada para el estudio, cuyo didmetro de poro promedio es de 120 A°. De hecho, esta
columna estad recomendada para solutos de masa molar menor a 2,000 Da.

Una posible explicacion mecanistica del comportamiento observado debe
tomar en cuenta la estructura de la superficie de la fase estacionaria (fase reversa
C18). De acuerdo con las teorias mas aceptadas, la superficie de la fase C18 se recubre
de una capa liquida de composicion diferente a la del seno de la fase moévil. Esta capa,
rica en disolvente organico (en este caso metanol), permite el desplegamiento de las
cadenas C18, confiriéndoles cierto grado de movilidad. Asi, lo que se llama “fase
estacionaria” es en realidad un complejo microcosmos que no tiene las propiedades
de un sélido, pero tampoco las de un liquido [34]. Cuando un alcohol alquilico es
retenido, su cadena hidrocarbonada se sumerge en la fase estacionaria,
acomodandose entre las cadenas C18 e interaccionando débilmente con ellas
(interacciones de dispersion), mientras que el grupo -OH se orienta hacia la interfase
interaccionando con moléculas de metanol, principalmente por formacién de puentes
hidrégeno. A su vez, las moléculas de metanol interaccionan entre ellas y con
moléculas de agua cercanas a la interfase, formando una extensa red unida por
puentes H. Se puede pensar que esta estructura “jala” al soluto hacia la interfase,
impidiendo la total inmersion de su cadena alquilica en la porciéon mas hidrofébica de
la capa estacionaria. En el caso de un alquil alcohol etoxilado, la cadena etoxilada
puede ser vista como un “brazo espaciador” que separa la funciéon -OH de la cadena
alquilica. Cuando este soluto es retenido, el grupo -CH2-CHz-O- juega hasta cierto
punto un papel ambivalente. Por una parte, la funcién éter interacciona con las
moléculas de metanol o agua presentes en la capa estacionaria o en la interfase, pero
siendo s6lo un aceptor de protones tiene menos tendencia (que el grupo -OH) a
incorporarse en una red de puentes hidrogeno; por otra parte, el grupo etilo
experimenta cierta atraccion hacia las cadenas C18 de la fase estacionaria. Estas dos
fuerzas, mas o menos balanceadas, hacen del grupo etoxi una entidad inerte respecto
a la retencion, pero probablemente tutil como “brazo espaciador”, ya que permitiria un
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mejor acomodo y una mayor inmersion de la cadena alquilica del soluto en las
cadenas C18 de la fase reversa. Este esquema explicaria el ligero aumento de
retencion de los alcoholes etoxilados con respecto a su respectivo alcohol padre no
etoxilado. Segun los resultados obtenidos, basta con una cadena de entre 2 y 4 etoxilos
para que el efecto de brazo espaciador se manifieste plenamente. En la Figura V.6 se
ilustra el mecanismo planteado.
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Fig. V.6. Ilustracion de la propuesta mecanistica. Efecto de “brazo espaciador” de la cadena
etoxilada favoreciendo la retencion del tensoactivo con respecto al alcohol padre.

De acuerdo con la discusién anterior, la casi nula selectividad del sistema
cromatografico hacia los grupos etoxi es el resultado de un balance de fuerzas
opuestas, tanto en el seno de la fase movil como en el interior de la capa estacionaria.
En ambos casos, las interacciones moderadas de la funcion éter con moléculas de agua
o metanol serian contrarrestadas por el caracter apolar del grupo etilo. En un estudio
previo sobre el comportamiento cromatografico de alquil alcoholes etoxilados [29], se
estimo que el coeficiente de selectividad (o) por grupo etoxi, en una fase reversa C18
con fase movil MeOH-H20 90:10 (v/v), era de tan so6lo 1.004, mientras que el
coeficiente de selectividad por grupo metileno de la cadena alquilica era de 1.27; estas
estimaciones concuerdan con lo observado y discutido en el presente trabajo.

Es importante hacer notar que la transparencia de las cadenas etoxi respecto a
la retencidn es cierta en el intervalo de composiciones de fase moévil estudiado en este
trabajo, es decir mezclas MeOH-H20 desde 85:15 hasta 100:0 (v/v). Debido a la fuerte
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hidrofobicidad de las cadenas hidrocarbonadas de los alquil alcoholes etoxilados, no
se trabajo con fases moviles mas ricas en agua pues los volimenes de retencion serian
muy grandes, los tiempos de analisis exageradamente largos y la deteccién de los
picos casi imposible por su fuerte ensanchamiento. En la literatura se ha reportado
que el comportamiento ambivalente de la cadena etoxi también se manifiesta en otras
fases moviles (p. ej. mezclas acetona-agua) dentro de cierto intervalo de composicion
[35]. Estas condiciones donde la cadena etoxi es invisible se conocen como
“condiciones criticas”. Fuera de la zona critica si es posible separar compuestos que
solo difieren en el nimero de unidades EO en sus cadenas polares. Por ejemplo, se ha
reportado la separacion de los oligomeros del producto PEG 600 en columnas de fase
reversa C-18 con una fase movil MeOH-Hz0 34.6:65.4 (v/v) [35]. Evidentemente, sdlo
compuestos suficientemente polares, como los polietilénglicoles, pueden trabajarse en
fases maviles ricas en agua.

La cromatografia de liquidos en condiciones criticas (LCCC, del inglés: liquid
chromatography under critical conditions) también presenta ventajas, pues la
transparencia de la cadena etoxi puede ser aprovechada para separar polimeros
etoxilados con base en algun otro grupo funcional. En el caso de los alquil alcoholes
etoxilados, las condiciones criticas (fases moviles MeOH-H20 ricas en disolvente
organico) pueden ser aprovechadas para la separacion por cadena alquilica y
cuantificacion de mezclas de estos tensoactivos en productos comerciales. Como
ejemplo, en la Fig. V.7 se presenta la separacion de una mezcla de los alcoholes Ci2n1y,

C14ng, C16n1o y Cignio con fases moviles de diferente composicion. Como puede
observarse, los analitos alcanzan a separarse desde la fase mévil con MeOH 100% y su
resolucion es ya total en la mezcla MeOH-H;0 95:5 (v/v).

Es importante subrayar que los cromatogramas serian practicamente idénticos
cualquiera que fuera la longitud de las cadenas etoxi de los analitos, siempre y cuando
no se produzcan fendémenos de exclusion. De hecho, cada uno de los compuestos
ensayados esta conformado por varios oligdmeros que solo difieren en el nimero de
unidades EO en sus cadenas. En la Tabla V.3 se muestra el valor de la resolucién entre
analitos contiguos, calculado para las cuatro separaciones mostradas en la Fig. V.7.
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Figura V.7. Separacion de una mezcla de alcoholes polietoxilados (C12n10 + C14ng + C16n10 +
C18n10) con: A) MeOH (100%), B) MeOH-H:0 (95-5%), C) MeOH-H:0 (90-10%) y D) MeOH-H:0
(85-15%). Columna (150x 4.6 mm d.i.) de fase reversa Hypersil ODS, 5 pm, a temperatura de
30°C. Flujo 1 mL/min.

Tabla V.3. Resolucion en la separacion de la mezcla de alcoholes
polietoxilados con diferentes fases moviles (Figura IV.7).

Conc. Resolucion
Analito MeOH | MeOH-H;0 | MeOH-H,0 | MeOH-H,0
(PPm) | 100%) | (95-5%) | (90-10%) | (85-15%)
C12n10 340
0.865 2.341 4.078 5.783
C14ns 330
1.837 3.359 5.174 6.583
C16n10 330
1.962 3.360 5.382 6.581
Cisni1o 330
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V.2.3. Estudio Multivariable

En los sistemas de cromatografia en fase reversa, la retencién y separacion de
los compuestos de interés de una muestra se ajusta tipicamente por cambios en la
composicion de la fase moévil. Sin embargo, existen otros parametros como la
temperatura de la columna que, dependiendo de la naturaleza de los analitos, podrian
afectar notablemente su retencidn y separacidn, incidiendo en la precision y exactitud
de las determinaciones cuantitativas. Por ejemplo, una curva de calibracién para un
analito podria tener una pendiente diferente si se traza al inicio del dia o a mediodia,
obligando a una recalibracion frecuente con la consiguiente pérdida de tiempo. En
cambio, para otro analito de la misma muestra, este fendmeno podria no presentarse
o ser insignificante. Es sabido que, en general, los compuestos de molécula pequena y
polaridad media o alta son poco afectados por la temperatura, mientras que las
moléculas grandes y/o complejas pueden sufrir alteraciones notables en su retencion
y en la forma y simetria de sus picos al variar la temperatura de unos cuantos grados.
Otro parametro de interés es la velocidad de flujo de la fase mévil que obviamente
afecta a los tiempos de retencidon pero, en principio, no deberia afectar a los
volimenes de retencion. No obstante, se han observado cambios en los volimenes de
retencion de ciertos analitos al variar la velocidad de flujo y, nuevamente, son las
moléculas grandes y complejas las que pueden sufrir este tipo de efecto.

Dado que los alquil alcoholes etoxilados son compuestos de molécula mas o
menos grande y de comportamiento muy particular por su caracter dual
hidrofébico/hidrofilico, se consider6é importante estudiar el efecto relativo de los
parametros temperatura y flujo sobre la retencidon, comparandolo con el efecto de la
composicion de la fase movil. Los intervalos de variacidn seleccionados para estos
parametros estuvieron basados en consideraciones practicas como: temperatura
ambiente, estabilidad de la columna, tiempos de analisis, ensanchamiento y
detectabilidad del pico cromatografico.

El estudio estadistico se llevo a cabo tomando como ejemplo a un compuesto
de la serie C16nx, debido a que los volimenes de retencion de los miembros de esta
serie fueron intermedios entre los de la serie menos hidrofobica (C12nx) y la serie mas
hidrofébica (C1snx). Especificamente se eligié al compuesto C16n10. Los niveles alto y
bajo de los parametros para el estudio multivariable de su efecto en el volumen de
retencion del alcohol fueron reportados en la parte experimental (Tabla II1.2). En la
Tabla V.4 se presenta el resultado de la estimacion de efectos, calculado a partir de los
datos cromatograficos obtenidos en los 8 experimentos del disefio factorial y su
respectiva réplica.
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Tabla V.4. Estimacion de efectos sobre el volumen de retencién de Ci6nio.

Se puede observar que se registraron diferencias importantes en el efecto
estimado para los diferentes factores (los parametros, sus interacciones y el factor
bloque relacionado con las medidas replicadas). Por medio de un ANOVA (Tabla V.5)
se analizaron las variaciones de Vg entre experimentos (incluyendo réplicas) con la
finalidad de separar la contribucion efectiva de cada factor a dicha variacion.
Posteriormente se determiné la significancia de los 8 factores con el objeto de
eliminar a aquellos cuyo efecto pudiera ser atribuido al azar. Para considerar que un
efecto era significativamente diferente de cero, se establecié como criterio un valor de

Factor Estimacion Error
de efecto estdndar*
Promedio 13.448 0.011
A: Temperatura -4.363 0.023
B: Flujo 0.832 0.023
C: %H20 18.738 0.023
AB 0.126 0.023
AC -3.450 0.023
BC 0.664 0.023
ABC 0.055 0.023
Bloque 0.042 0.023

probabilidad menor a 1% (P<0.01).

*El error estandar estad basado en el error total con 7 grados de libertad.

Tabla V.5. Analisis de varianzas para el volumen de retencion de Cignio.

Pardmetro Suma de G.L Cuadrado Fc P
cuadrados medio
A: Temperatura |76.1597 1 76.1597 37425.06 2.6 x 10-14
B: Flujo 2.76856 1 2.76856 1360.48 2.8x 109
C: %H20 1404.44 1 1404.44 690145.21 (9.7 x10-19
AB 0.063731 1 0.063731 31.32 0.0008
AC 47.6059 1 47.6059 23393.65 1.3x10-13
BC 1.76292 1 1.76292 866.30 1.3x108
ABC 0.0122988 1 0.0122988 6.04 0.0436
Bloques 0.00719952 1 0.00719952 3.54 0.1020
Error total 0.0142449 7 0.00203499
Total (corr.) 1532.83 15
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De acuerdo con los valores de probabilidad reportados en la Tabla V.5, los
efectos de interaccion triple (Temperatura-Flujo-%H20) y bloques no son
significativos, segun el criterio establecido, y pueden ser ignorados. El coeficiente de
determinacion del modelo resultante fue muy bueno (R? = 99.997 %), demostrando su
adecuado grado de ajuste a los valores experimentales y confirmando la poca
influencia de los factores eliminados.

El siguiente paso en la explicacion del comportamiento de Vg del polimero
Ci1e6n1o en fases moviles MeOH-Hz0 fue la formulaciéon del modelo polinomial. En la

tabla V.6 se reporta el valor de los coeficientes del modelo obtenidos aplicando las
ecuaciones adecuadas (Apéndice II).

Tabla V.6. Coeficientes de regresion para el modelo polinomial

Factor Coeficiente
Constante 13.45
A: Temperatura -2.18
B: Flujo 0.42
C: %H-0 9.37
AB 0.06
AC -1.72
BC 0.33

El modelo de regresion que se presenta a continuacién (ecuaciéon V.1) se
encuentra en su forma codificada, es decir, requiere de la normalizacion de los valores
de los parametros (en el intervalo +1 a -1) para poder ser aplicado. El interés de esta
forma de presentacion es que permite comparar la importancia de la contribucién de
cada término al volumen de retencion.

Modelo para la prediccion del volumen de retencion: (V.1)

Vr =13.45 - 2.18+Temperatura + 0.42 «xFlujo + 9.37+*%H20 + 0.06xTemperatura*Flujo
- 1.72xTemperatura*% H20 + 0.33*Flujo*%H20

La ecuacion V.1 se evalud contrastando el valor de Vr calculado con el valor
obtenido experimentalmente para las ocho condiciones que delimitan los intervalos
de variacion de los tres parametros estudiados. Como se muestra en la Tabla V.7, los
volumenes de retencidn calculados son bastante cercanos a los observados y, en todos
los casos, el Vr experimental se encuentra dentro del intervalo de confianza calculado
por el programa.
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Tabla V.7. Comparacion de los Vg experimentales y calculados (ecuacion IV.1).
Se incluye el intervalo de confianza para los valores calculados.

Fila Valor Valor 1C 95.0% baj:o 1C 95.0% altlo
Observado | Calculado | para la media | para la media
(mL) (mL) (mL) (mL)
1 25.98 26.04 25.96 26.12
2 4.59 4.56 4.48 4.64
3 4.49 4.51 4.39 4.55
4 3.49 3.47 3.40 3.56
5 3.74 3.77 3.64 3.80
6 18.07 18.10 17.97 18.13
7 19.69 19.72 19.65 19.81
8 27.35 27.41 27.28 27.44

En la Fig. V.8 se presenta de manera mas ilustrativa el ajuste del modelo,
mediante un grafico que relaciona los valores experimentales con los valores
predichos. La linea de normalidad tiene una pendiente de 0.9999 y abarca a los ocho
puntos considerados.

30

25 Observado = 1,003 Predicho- 0,011
R?= 1,000

20
15

Observado

0 5 10 15 20 25 30
Predicho

Figura.V.8. Grafico de valores observados contra valores predichos calculados por la Ec. V.1.

Otra manera de visualizar el efecto relativo de cada uno de los factores
considerados en el modelo es mediante un grafico de Pareto (Fig. V.9). En él se
observa claramente la fuerte predominancia del efecto debido al contenido de agua de
la fase movil (C), pero también la temperatura (A) y la interaccion Temperatura-%H20
(AC), son bastante importantes y contribuyen de manera muy significativa al volumen
de retencidn del alcohol etoxilado. En la grafica también se puede observar la linea de
efecto estandarizado (muy cercana al nivel base de las barras), cuya posicidon esta
relacionada con la incertidumbre de las mediciones y el criterio de significancia
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establecido. La porcion de las barras que sobrepasa esta linea representa la
contribucidn efectiva del factor al efecto principal (el volumen de retencion). Aunque
todos los factores presentan una contribucion estadisticamente significativa, es
evidente que el efecto de la interaccién Temperatura-Flujo (AB) es muy inferior a
todos los demas, por lo que podria omitirse.

T T T T T T T T T T T T T T T T T

C:%H20
A:Temperatura
AC
B:Flujo

Factores

BC

AB

1 n n n 1

0 200 400 600 800
Efecto estandarizado

Fig.V.9. Diagrama de Pareto para la comparacion de efectos de los parametros analizados.

En el grdfico de Pareto se muestra también el sentido, positivo o negativo, de la
contribucidén de cada factor a la retencién. Un aumento en el %H20 o en el flujo
provoca un aumento en el volumen de retencion del soluto (efecto positivo), mientras
que un aumento en la temperatura disminuye el Vg (efecto negativo). Asi mismo, la
interaccion Flujo-%H:20 tiene una contribucion positiva, mientras que la interaccion
Temperatura-%H20 contribuye negativamente

Existen varias formas alternativas para representar el efecto de los diferentes
factores sobre Vg, ejemplo de ello son los graficos de Efectos principales y de
Interacciones. El grafico de Efectos principales toma en consideracion la magnitud de
los efectos en el plano medio Vr obtenido del modelo polinomial (Fig. V.10). En la
discusion de este grafico se tomara como referencia al contenido de agua de la fase
movil, que es el factor que mayor efecto produce sobre la retencion del alcohol
polietoxilado de prueba (Cisnio); un cambio del nivel bajo al alto de este parametro
(0-15%) produce un cambio con pendiente positiva muy pronunciada en el Vg.
Comparado con ese factor, un cambio del nivel bajo al alto en la temperatura (25-
40°C) produce un cambio en Vg con pendiente negativa, pero el valor absoluto de esta
pendiente es aproximadamente la cuarta parte con respecto a la pendiente del
parametro de referencia. No obstante, es evidente que para obtener resultados
reproducibles en el analisis de tensoactivos del tipo alquil alcohol etoxilado (AAP), es
imprescindible controlar la temperatura de la columna. Finalmente, un cambio del
nivel bajo al alto del factor flujo (0.3 a 1 mL/min) se traduce en un pequefio
incremento en Vg pues la pendiente es apenas ligeramente positiva. Con base en esta
observacion y dado que la reproducibilidad de flujo de las bombas cromatograficas
actuales es del orden del 1%, es posible afirmar que la variabilidad experimental
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asociada a la bomba no tendra practicamente ninguna incidencia sobre la
repetibilidad de los cromatogramas en el analisis cuantitativo de AAPs.
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Fig.V.10. Grafico de Efectos principales sobre el volumen de retencion

El efecto negativo de la temperatura indica que la retencion de los AAP en las
condiciones utilizadas (fase reversa C18 con fases moviles MeOH-H;0 ricas en
disolvente organico) es energéticamente favorable (AH<0) y esta controlada por la
entalpia. Estas conclusiones se derivan de las relaciones siguientes (ecuaciones V.2-
V.4):

VR = Vm + K Wst (VZ)

AG° = AH° - TAS®° = - RT In K (V.3)
AH®) AS° .,

InK =- + (ecuacion de Van't Hoff) (vV.4)
RT R

Donde: Vm es el volumen muerto de la columna, Wst es la masa de fase estacionaria
en la columna, K es la constante de distribucion del soluto entre la fase estacionaria y
la fase movil, T es la temperatura absoluta y AG®°, AH® y AS° son, respectivamente, los
cambios de energia libre, entalpia y entropia en el estado estandar, asociados al
proceso de retencion del soluto. Es evidente que la disminucién del volumen de
retencion al aumentar la temperatura proviene de una menor constante de
distribuciéon a temperaturas mas altas. A su vez, la disminucion de K al aumentar T
forzosamente implica que el cambio de entalpia durante el proceso de retencion es
negativo, como lo muestra la ecuacidon de Van’t Hoff (suponiendo que AH® y AS°® son
independientes de la temperatura en el intervalo de 25-40 °C). Desde el punto de vista
mecanistico, esto significa que el alcohol polietoxilado esta en un estado de menor
energia en la fase estacionaria que en la fase movil, lo cual es debido a la mejor
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solvatacion de su cadena alquilica en la capa estacionaria mas rica en metanol que en
la fase movil que contiene agua; ademas, en la fase estacionaria la cadena alquilica
interacciona con las cadenas C18 unidas al soporte. Como ya se ha mencionado, en
condiciones criticas (como las aqui usadas), la cadena alquilica del tensoactivo domina
la retencidn y la cadena etoxilada es inerte. Por otra parte, se ha sugerido que la
transferencia de un polimero de cadena alquilica larga a la fase estacionaria esta
asociada con un cambio de entropia negativo [39]; esto puede deberse a que el soluto
pasa del seno de la fase movil, donde esta sujeto a fuertes interacciones hidrofébicas, a
un estado menos tensionado en la capa estacionaria. Cabe recordar que la disolucion
de un compuesto de gran area hidrocarbonada en agua es un proceso altamente
entropico debido al rechazo neto entre el disolvente y el soluto; este rechazo origina la
creacion de una cavidad para alojar y aislar al soluto, alrededor de la cual los enlaces
de puentes hidrogeno entre moléculas de agua se encuentran distorsionados y
perturbados.

El efecto de la temperatura en la retencion del alcohol cetilico decaetoxilado es
similar al de muchos otros compuestos en fases reversas, incluyendo diversos
compuestos poliméricos. Sin embargo, era necesario verificarlo ya que los polimeros
de 6xido de etileno tienen comportamientos muy peculiares y no siempre se observa
un efecto negativo de la temperatura. Por ejemplo, se ha demostrado que la retencion
de polietilénglicoles en fases modviles acetona-agua o acetonitrilo-agua ricas en agua,
aumenta al aumentar la temperatura y que el proceso esta controlado por la entropia
[35,36]. Incluso, se ha reportado un comportamiento inusual de los oligdmeros del

C12n4 en fases moviles ACN-H20 70:30 (v/v), ya que al aumentar la temperatura, la
retencidn de algunos oligobmeros aumenta y la de otros disminuye [37].

El efecto de la velocidad de flujo esta sin duda relacionado con los cambios de
presion asociados a la variacidn de este parametro. En los experimentos realizados a
temperatura de 25°C con una fase movil MeOH-H;0 85:15 (v/v) se observo que, al
aumentar el flujo de 0.3 a 1 mL/min, la caida de presién en el sistema se incrementd
notablemente pasando de 4.1 a 12.4 MPa. Por una parte, un aumento de presion
provoca un ligero aumento en el volumen de fase movil que se requiere para desalojar
un soluto no retenido de la columna (volumen muerto de la columna), debido a la
compresibilidad de las mezclas MeOH-H;0 [38]. Por lo tanto, el volumen de retencion
del soluto también aumenta ligeramente, como lo indica la relacién siguiente (Ec. V.5):

VR =Vin (1+K) (V.5)

Donde, k' es el factor de capacidad (o de retencion) del soluto en el sistema
considerado.

Por otra parte, se ha reportado que el logaritmo del factor de capacidad varia
linealmente con el aumento de presion en el rango de presiones en que cominmente
se trabaja en HPLC (< 200 atm). El coeficiente de esta dependencia es proporcional al
cambio en el volumen molar parcial del soluto cuando se transfiere de la fase movil a
la fase estacionaria (Ec. V.6). Dado que dicho cambio es mayor para los solutos de
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molécula mas grande, el aumento de retencion por un aumento en la velocidad de
flujo sera mas pronunciado para este tipo de solutos [34,39]:

(asnk’) 3 AF+(‘asno)
9P ).~ "RT \'oP | (V.6)

En la Ec. V.6, P es la caida de presién de la columna, AV es 1a reduccion del volumen
molar parcial del soluto durante el proceso de retencion, R es la constante de los
gases, T es la temperatura absoluta y ¢ es la relacion de fases.

La Fig. V.11 muestra el Grdfico de Interacciones que ilustra el efecto de las
interacciones mas significativas, AC (Temperatura-%H20) y BC (Flujo-%H:20),
sobre Vg. Este grafico corresponde a la proyeccidn del perfil del plano Vg, obtenido del
modelo matematico, sobre las caras opuestas del paralelepipedo que enmarca a dicho
plano en un espacio tridimensional. El paralelepipedo se genera cuando se analizan
simultdneamente los efectos de dos factores principales sobre el volumen de
retencion (ver Fig. V.12). En esta proyeccion, el segundo factor de la interaccion
considerada se mantiene en el nivel alto-alto (++), o bajo-bajo (--), mientras el primer
factor se hace variar de su nivel bajo al alto. En todos los casos, el parametro que no
forma parte de la interaccién estudiada se mantiene en su nivel 0. Asi, el analisis de la
interaccion AC se efectiia considerando un flujo de 0.65 mL/min (punto medio del
intervalo 0.3-1 mL/min), mientras que el analisis de la interaccion BC se realiza
considerando una temperatura de 32.5 °C (punto medio del intervalo 25-40 °C).
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Fig. V.11. Grafico de Interacciones

Las proyecciones del plano Vg mostradas en la Fig. V.11, se pueden observar
también a partir de los graficos de Superficie de respuesta estimada (Figs. V.12 y V.14),
con la ayuda de los graficos de Superficie de respuesta estimada de contornos (Figs.
V.13 y V.15).
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Fig. V.12. Superficie de respuesta estimada para Vg (temperatura en nivel 0). Efecto BC.
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Fig. V.13. Superficie de respuesta estimada de contornos para Vg (temperatura en nivel 0). Efecto BC.
Flujo=0.0
VR

— 100

— 106

— 1.2

— 1.8

— 124

— 130

— 136

— 142
14.8

— 15.4

— 16.0

— 166

Volumen de retencion

Temperatura

Fig. V.14. Superficie de respuesta estimada para Vg (flujo en nivel 0). Efecto AC.
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Fig. V.15. Superficie de respuesta estimada de contornos para Vg (flujo en nivel 0). Efecto AC.
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Como muestran las figuras 1V.11-IV.13, la interaccién BC (Velocidad de flujo-
%H:0) tiene un efecto pequeiio pero claramente observable sobre Vg. Al variar la
velocidad de flujo del nivel bajo al alto, la pendiente de la recta proyectada en el plano
no es la misma si la cantidad de agua en fase mdvil se mantiene en el nivel alto-alto
(++) o en el bajo-bajo (--). De hecho, cuando la fase movil es metanol puro (nivel bajo-
bajo del %H:0), un aumento en la velocidad de flujo de 0.3 a 1 mL/min practicamente
no provoca cambios en el volumen de retencién (< 0.2 mL). En cambio, en una fase
movil con 15% de agua (nivel alto-alto del %H20), el mismo aumento en la velocidad
de flujo provoca un cambio de aproximadamente 1.5 mL en Vg. Este comportamiento
se observa de manera muy clara en el grafico de superficies (Fig. V.12), donde el plano
VR es cuasi-rectangular pero presenta una ligera desviacion con pendiente positiva en
su borde superior.

Como ya se explicé anteriormente, el efecto del flujo sobre el volumen de
retencion es debido a los cambios de presion. Cuando la fase mévil es metanol puro, la
presion es mas baja y los cambios de presion al aumentar el flujo son mas pequenios,
comparado con lo que sucede cuando la fase movil es una mezcla metanol-agua. Por
tal motivo, el efecto de compresibilidad de la fase mévil debido a cambios de presion
debié ser tanto mas insignificante cuanto menor fue su contenido de agua. Por otra
parte, el cambio en el volumen molar del analito cuando se transfiere de la fase mévil
a la fase estacionaria depende de la composicion de ambas fases. En el caso presente,
la fase estacionaria estuvo conformada por las cadenas C18 embebidas o sumergidas
en una capa rica en metanol; por lo tanto, a medida que el contenido de agua de la fase
movil fue mas pequefio, mas parecidas debieron ser las dos fases y menor seria el
cambio en el volumen molar del analito durante el proceso de retencion. En resumen,
en el nivel bajo-bajo del %H20 (es decir, en metanol puro), no eran de esperarse
cambios significativos ni en el volumen muerto de la columna (Vw), ni en el factor de
capacidad (k') del analito, al variar la velocidad de flujo. Por el contrario, en el nivel
alto-alto del %H:0, los cambios de presion al aumentar el flujo fueron mas
importantes y esto debio reflejarse en un efecto mas pronunciado sobre Vi, y k. Todo
esto concuerda perfectamente con el comportamiento de la interaccién BC predicho
por el modelo.

La interaccion AC (Temperatura-%H:0) es mucho mas importante que la
interaccion BC, como lo muestra la Fig. [V.11. Al variar la temperatura de su nivel bajo
(25°C) al alto (40°C), la disminucién de Vg es considerablemente mayor cuando la
proporcion de agua en fase mévil se mantiene en el nivel alto-alto (Vr disminuye de
~8 mL) que cuando esta en el nivel bajo-bajo (Vr disminuye de ~1 mL). Cabe
mencionar que el efecto relativo (%AVg/Vr) también es mayor en la fase moévil que
contiene 15% de H20 (nivel alto-alto) que en metanol puro (nivel bajo-bajo), ya que el
cambio observado corresponde a -29% en el primer caso y -20% en el segundo. Esto
se refleja en una deformacion del plano Vg que tiende a tomar una forma trapezoidal,
con el lado mas ancho a temperaturas bajas y el lado mas estrecho a temperaturas
altas (Fig. V.14). En consecuencia, también puede establecerse que un cambio en la
composicion de la fase movil a temperaturas bajas tendra mas efecto sobre el volumen
de retencion del analito que el mismo cambio realizado a temperaturas altas.
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De las observaciones relativas a la interaccion AC se confirma que la retencién
de los alquil alcoholes polietoxilados en columnas de fase reversa es energéticamente
favorable y esta controlada por la entalpia en todo el intervalo de composiciones de
fase mavil estudiado, desde metanol puro hasta MeOH-H20 85:15 (v/v). Aunque este
intervalo puede parecer pequeio, es importante hacer notar que cubre un amplio
intervalo de volimenes de retencion del analito de prueba (Cienio),
aproximadamente desde 3.5 hasta 27.5 mL. El hecho de que el efecto de la
temperatura sea mayor cuando la fase movil contiene mas agua significa que el
cambio de entalpia (negativo) por retencion es mayor en las fases mas ricas en agua.
Esto se deduce facilmente a partir de la ecuacion de Van't Hoff (Ec. V.4), puesto que
una mayor pendiente en la relacion de In K Vs 1/T significa un valor mayor del
término (-AH°). Por lo tanto, la interaccion AC simplemente corrobora que la
retencion de estos tensoactivos es mas favorable en fases moviles que contienen mas
agua (en el intervalo de 0-15% de agua). Esto es ldgico puesto que la diferencia de
solubilidad del analito entre la fase estacionaria y la fase mévil aumenta a medida que
esta ultima tiene una mayor proporcion de agua.

En conclusién, el estudio multivariable realizado en el intervalo de MeOH
100% hasta MeOH-H20 85:15 (v/v), permiti6 corroborar que el mecanismo de
retencion de los alquil alcoholes polietoxilados con cadena alifatica larga, en estas
fases moviles, es un mecanismo tipico de fase reversa, donde la cadena
hidrocarbonada del soluto lleva la batuta en la retencién y la cadena etoxilada es
transparente. Esta conclusion es valida en todo el dominio de condiciones
experimentales “practicas”, es decir, flujos y temperaturas que no afectan la
estabilidad de la columna y tiempos de analisis razonables. Es de destacar que el
efecto de la temperatura, aunque no es excesivo, si es lo suficientemente importante y
por ende se requiere controlarla para poder tener separaciones reproducibles. Este
efecto es tanto mas importante cuanto mayor es el contenido de agua en la fase movil.
Por ello, el control de este parametro es todavia mas necesario cuando las
separaciones se realizan por gradiente de elucion, pues el cambio de unos cuantos
grados en la temperatura ambiente provocara cambios notables en la apariencia de
los cromatogramas. Por el contrario, el efecto del flujo en los volimenes de retencion
es bastante pequefio y, de hecho, su contribucion es ligeramente positiva (mayor
retencion a mayor flujo). En consecuencia, las fluctuaciones en el flujo proporcionado
por la bomba (normalmente <1%) no afectaran el proceso de retencién y separacion,
aunque, evidentemente, si provocaran pequefios cambios en los tiempos de retencion.
Con base en lo anterior, seria recomendable trabajar a flujos relativamente altos para
disminuir los tiempos de analisis, teniendo Unicamente como limitante el mantener
una presion razonable para no afectar a la columna.
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V.3 Fases moviles ACN-H20

V.3.1 Optimizacion de las condiciones de deteccion

La optimizacion del detector ELSD se llevo a cabo utilizando como soluto de

prueba al alcohol etoxilado C12n10 y como fase movil una mezcla AcCN-H20 90:10
(v/v) a flujo de 1 mL/min; la temperatura de la columna se mantuvo a 30°C con ayuda
del calefactor de columnas. Los parametros del detector se variaron en los intervalos

siguientes: temperatura de evaporacion (Tev) 70-120 °C, temperatura de nebulizacion
(Tnep) 40-60 °CYy flujo de gas acarreador (Nz) 0.5-1 mL/min.

La velocidad de flujo del gas acarreador se evalu6 con Thep = 40°C y Tev = 90°C.
Se observo un comportamiento tipico, esto es, la intensidad de la sefial aumenté al
disminuir el flujo, pues este parametro tiene una influencia inversa en la eficiencia de
la nebulizacién y evaporacion. Sin embargo, cuando se trabaja a flujos muy bajos se
promueve la formacion de gotas de gran tamafio en el nebulizador, lo que hace que
cueste mas trabajo evaporar completamente al disolvente para permitir la formacion
de los agregados solidos del analito que posteriormente seran analizados con base en
la cantidad de luz dispersada. Asi, aunque un flujo bajo provoca un incremento en la
sefial detectada, también causa un incremento considerable del ruido. De los
resultados obtenidos en el intervalo de flujos analizados, se encontré que el mejor
compromiso era trabajar a flujo de 0.6 mL/min. En esta condicion, la sefial se
increment6 en un factor de 6 con respecto a la obtenida a flujo de 1 mL/min y el ruido
se mantuvo en niveles aceptables.

La temperatura de evaporaciéon fue el siguiente parametro a ajustar. En el
intervalo de temperaturas probadas (70-120 °C), empleando un flujo de 0.6 mL/min,
se observo una pequefia tendencia a disminuir la intensidad de la sefial al incrementar
la temperatura. Esto se atribuye a que, a mayor temperatura en la camara de
evaporacion, se forman agregados de menor tamafio, lo que se traduce en una menor
dispersion de la luz cuando éstos llegan a la zona de deteccion. Por otra parte, si se usa
una temperatura muy baja, el ruido aumenta debido a la evaporacion incompleta del
disolvente en esta caAmara. Por las razones anteriores, se eligiéo una Tey = 90°C para los
estudios posteriores.

Para el caso de la Tneb, no se observo una influencia notable en la intensidad de
la sefial o en el ruido, aunque se percibi6é una ligera mejora al trabajar alrededor de
40°C, por ello se tomo este valor como el mas adecuado.

En la Fig. V.16 se muestran los cromatogramas obtenidos al mantener fijos el
flujo de gas en 0.6 mL/min y la Tnep en 40°C, variando la Tev entre 90 y 100°C.

Es sabido que el detector ELSD responde a la masa y no a la concentracion,
por tal motivo, su respuesta no es idéntica para diferentes analitos. Ademas, la
respuesta no es lineal sino que tiende a ser logaritmica; no obstante, en intervalos de
concentracion limitados, la respuesta para un mismo analito es mas o menos lineal.
Con el objeto de ver si éste era el caso a los niveles de concentracién empleados en
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este trabajo, se realiz6 una prueba utilizando las condiciones 6ptimas de deteccion
antes establecidas (Tev = 90°C, Tneb = 40°C y flujo de 0.6 mL/min). Se inyectaron tres
disoluciones del analito de prueba Ci2nio, doblando progresivamente su
concentracion (330, 660 y 1320 ppm) para registrar el incremento de la sefial. En la
Fig. V.17 puede observarse que al aumentar la concentraciéon de 330 a 660 ppm
aumenta la intensidad de la sefial para el pico mayor del cromatograma de
aproximadamente 600 uV hasta 2 mV; cuando se duplica nuevamente la
concentracion, la sefial para dicho pico sube hasta cerca de 4 mV. Puede notarse
entonces que existe proporcionalidad entre la respuesta y la concentracion del analito.

[mV]
1.5]

Tneb 40°C, Tev 90°C, 0.6 mL/min

1.0]

0.5

0.0

1.5]
Tneb 40°C, Tev 95°C, 0.6 mL/min

1.0

0.5]

0.0

1.5]

Tneb 40°C, Tev 100°C, 0.6 mL/min

1.0]

0.5

0.0

0 5 10 15 20
[min. |

Figura V.16. Cromatogramas obtenidos al variar la temperatura de evaporacion del detector ELSD.
Analito C12n10. Fase movil AcCN-agua 90:10 (v/v) a 0.6 mL/min.
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Figura V.17. Respuesta obtenida al doblar consecutivamente la concentracion del C12n1o. Parametros
del detector: Theb = 40°C, Tey = 90°C, flujo = 0.6 mL/min

V.3.2 Comportamiento cromatografico

La principal caracteristica que se observo al estudiar los tensoactivos en las
fases mdviles AcCN-H20 fue el desdoblamiento de la sefial de la mayoria de los
analitos en una multiplicidad de picos. Este desdoblamiento se debe a que la mezcla
de disolventes utilizada como fase movil fue capaz de separar, al menos parcialmente,
a los oligdbmeros constituyentes de los estandares comerciales.
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Una segunda caracteristica del estudio fue el complejo comportamiento
cromatografico observado para todos los solutos al variar la composicion de la fase
movil. Como ejemplo, en la Fig. V.18 se muestran los cromatogramas obtenidos al

inyectar el compuesto Ci2n10 utilizando diferentes fases moviles, desde AcCN puro
hasta AcCN-H20 50:50 (v/v).

[mV]
15 a) ACN 100%
o+
1.5 b) ACN-H20 95-5%

J c) ACN-H20 90-10%
0 bk M“M Ll

d) ACN-H20 85-15%

100
V]
e) ACN-H20 80-20%
0
0 20 40 60 80
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| /k f) ACN-H20 75-25%

g) ACN-H20 65-35%

[mV]8

h) ACN-H20 60-40%

i) ACN-H20 55-45%

o.»J o ALl ap s po
o |

ot

0 20 40 60 80
[min]

j) ACN-H20 50-50%

Figura V.18. Cromatogramas obtenidos para el alcohol C12n10 (680 ppm) en las fases moviles

AcCN-H20 con un contenido de agua de: a) 0%, b) 5%, c) 10%, d) 15%, e€) 20%, f) 25%, g) 35%,
h) 40%, 1) 45% y j) 50%. Columna (150x 4.6 mm d.i.) de fase reversa Hypersil ODS, 5 pm, a
temperatura de 30°C. Flujo 1 mL/min.
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Los cromatogramas de la Fig. V.18 muestran que en AcCN puro el analito
genera un solo pico con un volumen de retencidon pequefio (1.87 mL). Al afiadir tan
solo 5% de agua a la fase movil, se produce un cambio dramatico apareciendo una
serie de picos con volumenes de retencidon que abarcan desde aproximadamente 5 mL
hasta cerca de 50 mL. Esta amplia distribucion de picos corresponde a los oligdmeros
que constituyen al alcohol etoxilado C12n10, cuyos componentes mayoritarios eluyen a
bajos voliumenes de retencidon, seguidos por un buen nimero de componentes
minoritarios que eluyen en forma de picos pequefios y muy ensanchados por lo que
son dificiles de detectar. Cuando se incrementa el contenido de agua en fase movil
hasta 10%, la retencion en general disminuye pero de manera muy desigual ya que el
VR de los ultimos picos disminuye notablemente mientras que el Vg de los primeros
picos solo desciende ligeramente o no cambia. En consecuencia, el intervalo de elucion
se estrecha y se tiene una mejor definicidon de picos, particularmente de los primeros
siete oligdbmeros que presentan picos bien separados y mas simétricos. El proceso de
compactaciéon antes descrito contintia en la fases méviles con 15% y 20% de agua,
provocando la pérdida de resolucién y la coelucién de la mayor parte de los
oligbmeros en un gran pico asimétrico y ancho con un Vg de 7.8 mL en la ultima de
estas fases; ademas, se observan otras dos pequefas sefiales posteriores, separadas
del pico principal. A partir de este punto hay un nuevo cambio en el comportamiento
cromatografico pues la retencion de los picos que agrupan a los oligdmeros vuelve a
aumentar. El pico principal se mantiene ancho y asimétrico, incrementando su Vg
desde ~20 mL en la fase movil con 25% de agua hasta ~60 mL en la fase con 50% de
agua; sin embargo el aumento de retencion no se traduce en una nueva separacion de
los oligomeros. Las dos pequefias sefales posteriores al pico principal coalescen en
una sola, la cual se aleja cada vez mas del pico mayoritario a medida que aumenta el
contenido de agua en el eluyente. El comportamiento de este pico secundario parece
indicar que se trata de especies diferentes a las que constituyen el pico principal.

Probablemente, el producto comercial Ci2n10 contenia impurezas de otro alcohol
etoxilado de cadena alifatica mas larga (p. ej. C14nx).

Para poder interpretar este comportamiento, se tomaron como base dos
estudios previos de alquil alcoholes etoxilados reportados en la literatura. Cho et al

[37] estudiaron la retencion y separacion del producto C12n4 (Brij 30) en una columna

de fase reversa (columna Luna C18, 250 x 4.6 m d.i.) con una fase movil AcCN-H20
70:30 (v/v) a diferentes temperaturas, empleando como detector un espectrometro
de masas. A altas temperaturas (40°C) se observé la separacidn de tres bloques, uno
principal que contenia a los oligdmeros del polimero C12 (de 0 a 18 unidades EO)
parcialmente separados y dos pequefios correspondientes a impurezas de los
alcoholes etoxilados C10 (menos retenido) y Ci4 (mas retenido). Al disminuir la
temperatura, la separacion de picos dentro de cada bloque se incrementd,
obteniéndose una perfecta resolucion de todos los oligdmeros a 15°C. Un punto muy
interesante fue que, a todas las temperaturas ensayadas, el orden de elucion de los
oligomeros fue en sentido inverso al largo de su cadena etoxilada (los oligdbmeros con
mayor numero de etoxilos eluyeron primero). Jandera et al. [29], estudiaron el
comportamiento de diversas mezclas de alcoholes etoxilados en una columna de fase
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reversa (columna Separon SGX C18 150 x 3 mm d.i.) con fases moviles AcCN-H20 en
diferentes proporciones, empleando también un espectrometro de masas para la
deteccidon. Los ensayos realizados a temperatura de 40°C con el polimero Ci2nx

mostraron que en AcCN puro los oligémeros (de C12n2 a C12n1s) se distribuian en una
muy amplia ventana de retencion, con factores de capacidad desde ~1.5 hasta ~60,
siguiendo un orden de eluciéon directamente proporcional al tamafio de la cadena
etoxilada (los oligdmeros con mayor niumero de unidades EO eluyeron al final). Al
aumentar el contenido de agua a 5%, la ventana de eluciébn se compactd
notablemente, quedando los factores de capacidad en un intervalo de
aproximadamente 1.5-5 y manteniéndose el mismo orden de elucion. Este proceso
continué en la fase movil con 10% de agua, donde el intervalo de k' fue de
aproximadamente 2-2.5. Un subsecuente aumento a 20% de agua produjo un nuevo
cambio pues, aunque la ventana de elucion permanecié muy estrecha, la retencion
aumento ligeramente (intervalo aproximado de k’ entre 2.5y 3) y el orden de elucion
de los oligdmeros se invirtié (los de cadena etoxilada mas larga eluyeron primero).
Finalmente, con 30% de agua, la retenciéon sigui6 aumentando (k' entre 4.5-6.5,
aproximadamente) y el orden de elucion inverso se mantuvo. En los cromatogramas
totales reportados para las fases moviles con 20% y 30% de agua se observa que los
oligobmeros coeluyen generando un solo pico. Gracias al espectrémetro de masas, los
autores pudieron reconstruir cromatogramas parciales y deducir el factor de
capacidad de cada oligobmero dentro del pico que los agrupaba, para todas las
condiciones de fase mdvil estudiadas.

Los estudios antes descritos muestran que, en la condicién que les es comun
(temperatura de 40°C y fase mdvil con 30% de H20), los resultados no fueron iguales
pues en uno de los casos se obtuvo una separacidn parcial de los oligomeros [37],
mientras que en el otro se observo un solo pico [29]. Esto indica que la columna
utilizada tiene gran influencia sobre la resolucion de los oligdmeros, tanto por sus
dimensiones como por el tipo de fase reversa que contiene; en efecto, la columna
utilizada por Cho et al. [37] era mas larga y estaba empacada con una fase reversa de
ultima generacion (silice ultrapura con enlazamiento denso de cadenas C18 y alto
bloqueo de silanoles residuales). No obstante, ambos autores coinciden en que el
orden de elucidn de los oligomeros en esta fase movil es inversamente proporcional al
largo de la cadena etoxilada. Los resultados de nuestro estudio, ilustrados en la Fig.
V.18, difieren en varios puntos de los reportados por Jandera et al. [29], pero debe
considerarse que la fase estacionaria (Hypersil ODS) y la temperatura de la columna
(30°C) no fueron iguales. A pesar de ello, el comportamiento cromatografico
globalmente fue similar.

El inusual comportamiento de los alquil alcoholes etoxilados en mezclas AcCN-
H20 esta relacionado con la contribucion de efectos entalpicos y entrdpicos contrarios
por parte de la cadena hidrocarbonada y la cadena etoxilada [37]. Para la cadena
hidrocarbonada, el paso de la fase movil a la fase estacionaria es energéticamente
favorable debido a su mayor solubilidad en la capa estacionaria organica que en la
fase movil que contiene agua. De hecho, dado que el acetonitrilo no forma redes de
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puentes hidrogeno con el agua (como el metanol), es muy posible que en este sistema
la fase estacionaria estuviera conformada por las cadenas C18 sumergidas y
solvatadas por una capa casi exclusivamente de acetonitrilo puro. Por otra parte,
como ya se menciond anteriormente, la retencion de la cadena hidrocarbonada va
acompafada de una reduccion de entropia, pues al ser expulsada de la fase movil por
efectos hidrofébicos pasa a un estado menos tensionado en la fase estacionaria y, al
mismo tiempo, se reajustan y recomponen los enlaces entre moléculas de agua en la
fase mavil. Asi, para la cadena hidrocarbonada se tiene AH°<0 y AS°<0. En cambio, la
cadena etoxilada es mas soluble en la fase mévil, donde el acetonitrilo solvata a los

grupos -CH2-CHz- y el agua (donador de protones) interacciona con los grupos éter
(aceptores de protones); por el contrario, en la capa estacionaria rica en acetonitrilo
(aceptor de protones) no hay interaccidon con los grupos éter, lo que ocasiona que el
proceso de retencion sea energéticamente desfavorable. En muchos trabajos se ha
publicado que la transferencia de cadenas etoxiladas de una fase que contiene agua a
una fase que no la contiene va acompafiada de un aumento de entropia por la
liberacion del agua de solvatacion de los grupos éter [29,35-37,40]; evidentemente, el
aumento de entropia es mayor a medida que la cadena etoxilada es mas larga. Por lo
tanto, la retencion de cadenas etoxiladas en un sistema de fase reversa con fase movil
acetonitrilo-agua se caracteriza por ser un proceso controlado por la entropia, en
donde AH®>0 y AS°>0.

Con base en esta discusion se concluye lo siguiente respecto a los resultados
experimentales obtenidos con el compuesto C12n1o:

1) En una fase movil de AcCN 100% no hay ninguna posibilidad de separacién de
oligomeros pues la dos fases, estacionaria y movil, contienen el mismo disolvente y el
proceso entrdpico responsable de la transferencia diferenciada de cadenas etoxiladas
no puede darse. La retencidon del tensoactivo es casi nula, lo que indica que las
interacciones de su cadena alquilica con las cadenas C18 de la fase estacionaria son
muy débiles. En estas condiciones resulta ldgico que se obtenga un solo pico estrecho
y simétrico.

2) Cuando la fase movil contiene una pequefia fracciéon de agua (5%), no hay cambios
muy significativos en la solubilidad de la cadena alquilica del tensoactivo en esta fase

(el Vr del primer oligobmero que eluye es sélo un poco mayor al caso anterior, Fig.
[V.18 a-b) y, aparentemente, tampoco cambia la solubilidad de las cadenas etoxiladas,
ya que un aumento de solubilidad iria en contra de la retenciéon (lo que no ocurre,
dados los altos VR de los oligdmeros que eluyen al final). No obstante, el ordenamiento
de moléculas de agua a lo largo de las cadenas etoxiladas de los oligdmeros, por
interaccion con el grupo éter, da lugar a una maxima expresion del fenémeno
entropico. En consecuencia, los oligobmeros con cadena etoxilada larga son
fuertemente retenidos, disminuyendo la retencion a medida que el tamafio de esta
cadena disminuye. Por lo tanto, en esta fase mdvil el orden de elucion de los
oligomeros es directamente proporcional al nimero de etoxilos en su molécula.
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3) Al continuar aumentando la fraccion de agua en el eluyente hasta ~20%, la cadena
alquilica no experimenta todavia un efecto hidrofébico muy notable (el Vr del primer
pico cambia muy poco, Fig. V.18 c-e). Por el contrario, el aumento de solubilidad de la
cadena etoxilada en fase movil es muy importante y, obviamente, tiene mayor impacto
en los oligdmeros de cadena etoxilada mas larga. Asi, el aumento en el contenido de
agua en fase movil se traduce en un aumento del AH® de retencion para la cadena
etoxilada (valor mas positivo), el cual es mayor para los oligobmeros de cadena mas
larga. Por lo tanto, en el intervalo de 5-20 % de H20 en fase movil, es de esperarse una
pérdida gradual de resolucion oligomérica debida a una disminucién de retencion
desigual para los oligdmeros. Por otra parte, se ha estimado que en un medio acuoso
las cadenas etoxiladas se solvatan con 1-6 moléculas de agua por grupo etoxilo [40], lo
que implica que todos los grupos éter de las cadenas etoxiladas se encuentran
solvatados desde la fase mdvil con 5% de agua. En este contexto, se puede decir que el
numero de moléculas de agua liberadas por un oligdmero dado durante el proceso de
retencion deberia ser el mismo en todas las composiciones de fase movil. No obstante,
estas moléculas ordenadas a lo largo de la cadena etoxilada serian liberadas a un
medio cada vez mas desordenado a medida que aumenta el contenido de agua; por
ello, el AS° deberia aumentar favoreciendo la retencién. De acuerdo con nuestros
resultados, y en concordancia con reportes de la literatura [29], el efecto entalpico
desfavorable sobrepasa por mucho al efecto entropico favorable, como lo ilustra la

compactacion de la ventana de elucion de los oligomeros del Ci2n10 y finalmente su
coelucion en un solo pico ancho (ver Fig. V.18 c-e).

4) Cuando el contenido de agua aumenta por arriba del 20%, los efectos hidrofébicos
sobre la cadena alquilica del tensoactivo se vuelven preponderantes y la retencion
aumenta progresivamente (Fig. V.18 f-j). La forma cambiante del pico que agrupa a los
oligomeros indica que dentro de éste se estan produciendo reacomodos y en algin
punto el orden de elucion se invierte, quedando los compuestos de cadena etoxilada
mas larga al inicio del pico y los de cadena etoxilada menor al final del pico. De
acuerdo con Jandera et al. [29], esta inversion se estaria dando cuando la fase mévil
contiene entre 20 y 30% de agua. Probablemente, justo después de la inversion se
tendrian las condiciones mas favorables para lograr la separacion de oligdbmeros con
fines analiticos, ya que en este punto la retencién y el ensanchamiento de picos no
serian excesivos y la ventana de elucion seria mas o menos estrecha. Convendria
experimentar con columnas mas largas y con fases reversas de alto contenido de
carbon para lograr este objetivo.

Cabe mencionar que este tipo de fendmenos no pueden producirse en fases
moviles metanol-agua, con alto contenido de metanol (p. ej. 85-100 %). En efecto, el
proceso entropico que permite la separacion de oligomeros dificilmente se llevaria a
cabo pues el metanol es un excelente donador de protones y, a alta concentracidn,
competiria fuertemente con el agua para solvatar a los grupos éter de la cadena
etoxilada, tanto en la fase movil como en la fase estacionaria. Por otra parte, en fases
moviles con menor contenido de metanol, los efectos hidrofébicos sobre la cadena
alquilica del tensoactivo serian muy fuertes y dominarian la retencion; ademas, el
tiempo de anadlisis y el ensanchamiento de los picos serian excesivos.
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Los alcoholes etoxilados de las series Ci4, Ci6 y Cig presentaron
comportamientos similares en las fases moviles AcCN-H;0, aunque por su mayor
hidrofobicidad sélo se trabajo en el intervalo de 0-20% de agua. En la Tabla V.8 se
reporta el numero de picos detectados para los compuestos analizados en diferentes
composiciones de fase movil. Como puede constatarse, para varios analitos se
manifestd una separacion, al menos parcial, de un buen nimero de oligdmeros en

algunas de las fases moviles ensayadas. A diferencia de los compuestos de la serie C12,
en el caso de las series mas hidrofobicas el volumen de retencion promedio del
conjunto de oligdmeros constituyente de cada compuesto aumenté consistentemente
al aumentar la cantidad de agua en el eluyente. Respecto a los oligdmeros
individuales, éstos se comportaron de manera variada, generalmente los primeros
picos aumentaron su retencién en mayor proporcion que los ultimos al incrementarse
el contenido de agua. Esto condujo a una compactacién progresiva de la ventana de
eluciéon y, finalmente, coeluciéon de picos en la fase moévil mas rica en agua. El
compuesto Ci2n23 tuvo un comportamiento muy parecido al del Ci2n1o, una vez
alcanzada la separacidn de sus oligomeros en AcCN 90%, éstos volvieron a traslaparse
para coeluir en AcCN 85%, generando un pico ancho con un volumen de retencién de
19.2 mL y posteriormente su retencion decrecid hasta 13.8 mL en AcCN 80%. Es obvio
que el mayor tamafio de las cadenas etoxiladas de los oligdmeros en este compuesto
provoco que los fendmenos descritos en parrafos anteriores se intensificaran
notablemente.

Tabla V.8. Nuimero de oligomeros detectados para los alquil alcoholes polietoxilados de
diferentes series, analizados en una columna de fase reversa con fases méviles AcCN- H20.

Numero de picos observados* Numero de picos observados*
Serie| Analito Serie| Analito
0% | 5% | 10% | 15% | 20% 0% | 5% | 10% | 15% | 20%
= C120H | - - - - - = Ci4OH| 1 - - - -
S | Cona| 112 12| 10 | 5 | 5 | Cuna| 1| 2] 4 | 4 | 3
<5} <5}
5 Ciznio| 1 | 13| 16 6 4 5 Cung | 1 1 1 1 1
wn wn
Ciznzz | 1 - 13 1 1
o C160H 1 1 - - - o C1g80H 1 1 1 1 1
) )
S | Cenz| 2] 6| 7| 5| 3 | & |Csal|l 1] 1] 1| 1] 1
<5} <5}
5 Cienio | 1 7 12 12 2 5 Cignio| 1 8 10 11 2
0] 0]
Cien20 1 - - - - C1sn2o0 1 - - - -
*El porcentaje indica la cantidad de agua en la fase moévil. - no analizado.

En algunos casos los compuestos no fueron analizados porque no se alcanzaron
a detectar. En particular, los alcoholes padres de cada serie representaron un gran

79



V. RESULTADOS Y DISCUSION

problema debido a su baja o nula sefial, excepto el C1gOH. Como puede observarse en
la Tabla V.8, para algunos derivados etoxilados no se detect6 polidispersidad en
ninguna de las composiciones AcCN-H20 ensayadas, es decir, nunca presentaron

desdoblamiento de su senal; tal fue el caso del C14ng y el Cigns. Para el resto de los
polimeros polietoxilados se observo que a medida que aumentaba la cantidad de agua
aumentaba también el namero de oligdmeros que alcanzaban a separarse hasta llegar
a un maximo, después del cual el nimero de picos volvia a disminuir. En general, las
mejores separaciones de oligdbmeros se obtuvieron en fases moviles con un 10% de
agua.

Un punto interesante a mencionar es que los analitos que presentaron un
mayor numero de oligdmeros fueron los alcoholes con nimero de etoxilacién nominal

de 10 (valor promedio). Esto se observo para los alcoholes C12n1o con 16 picos y

C16n10 con 12 picos en la fase movil con 10% de agua, y para el C1gnio con 11 picos en
la fase mévil con 15% de agua.

V.3.3 Espectrometria de masas y orden de elucion

Para poder respaldar las hipotesis planteadas respecto al comportamiento
cromatografico de estos compuestos, se llevaron a cabo algunos estudios por
espectrometria de masas. De cada serie de alcoholes etoxilados se eligio al compuesto
con mayor polidispersidad, es decir, aquél que habia presentado el mayor nimero de
oligomeros resueltos. Los estandares seleccionados para el estudio de masas fueron:

C12n10, C14n4, C16n10 y C18n1o.

Para iniciar el andlisis de masas, se probd la eficiencia de las diferentes
matrices en la preparacién de muestra (matriz A: a-CCA en TFA al 0.1% en AcCN-H20
50:50%, matriz B: DCBT en TFA al 0.1% en AcCN-H20 50:50% y matriz C: DCBT en
AcCN) para todos los estandares. Se observé que la matriz B permiti6 una mayor
ionizacion que repercuti6 directamente en la intensidad de la sefial y la detectabilidad
de un mayor numero de oligdmeros, en comparacion con las matrices A y C (Fig.V.19).
Para el caso de la matriz B, la Intensidad relativa de los picos mayoritarios
correspondientes a la muestra super6 el 90%, mientras que para las matrices Ay C
apenas sobrepaso el 40 y 50%, respectivamente. Es por ello que los analisis
posteriores se realizaron utilizando inicamente la matriz B.

La siguiente parte del estudio consisti6 en analizar una muestra de cada
estandar con la finalidad de conocer la identidad y distribucién de los oligdmeros
consituyentes del producto comercial. La Fig. V.20 muestra los espectros obtenidos,
observandose una curva de distribucion normal tipica de compuestos poliméricos. Es
importante indicar que, en las condiciones de analisis, el fraccionamiento de las
moléculas del tensoactivo en la fuente de ionizacién del espectrémetro es
insignificante; por lo tanto, las sefiales observadas corresponden a los compuestos
originalmente presentes en la muestra, o bien, a sefiales propias de la matriz utilizada
para el analisis espectrométrico. Se registraron iones con ganancias de Na* y también
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con K*, esto es, se promovié la adicidn electrofilica de estos cationes a los oligomeros,
generandose dos series representadas como [MM+Na]* y [MM+K]*, donde MM es la
masa molar del oligdmero. Sin embargo, la serie de sodio fue la mas abundante en
todos los casos. Los picos consecutivos de cada serie mantuvieron entre si una
diferencia de 44 unidades en el valor de m/z, lo que corresponde a la ganancia de un
grupo etoxilo (-CH2-CHz-O-). Esta ganancia sucesiva en masa es caracteristica de
mezclas poliméricas y facilita la identificacion de los componentes.

sssss

Matriz A

Matriz B

Figura. V.19. Espectros de masas por MALDI-TOF para el alcohol polietoxilado C12n1o obtenidos utilizando
diferentes matrices.

La intensidad relativa de los picos asociados a los oligomeros esta relacionada
con la abundancia de cada uno de ellos en la muestra total. Esto se estipula con
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algunas reservas debido a que no todos los iones pueden detectarse con la misma
sensibilidad. Sin embargo, el espectro de masas da una idea bastante aproximada de la
composicion cualitativa y cuantitativa de los estandares analizados. En el caso del
estandar C12n10 (Fig. V.20 a) se identificaron oligobmeros desde C12n4 hasta C12n21; a
pesar de la gran polidispersidad, los picos de mayor abundancia en el espectro
correspondieron al compuesto con 10 etoxilos y a sus homoélogos contiguos Ci2n9 y
C12n11, coincidiendo con el niimero de etoxilacion nominal del producto comercial. Lo
mismo ocurrié en el analisis de los estandares Cignio y Cignipo donde los picos
correspondientes a los oligdmeros con niumero de etoxilacion cercano a 10 fueron los
mas abundantes en los espectros (Fig. [V.20 c y d). Para ambos estandares se observo
también una gran polidispersidad; en el caso del producto Cienio se registraron
oligobmeros desde Cisn4 hasta C1e6n2s mientras que para el alcohol C1gn1o el intervalo
detectado fue desde C1sn2 hasta C1gnz4.

Uno caso especial fue el del alcohol C14n4 debido a que no se observo una
distribucién de oligdbmeros como en los casos precedentes (Fig. V.20 b). Sin embargo
el pico predominante fue el del compuesto con 4 unidades EO, coincidiendo con el
numero de etoxilacion nominal marcado en la etiqueta del estandar. Se podria decir
que este estandar es practicamente monodisperso puesto que, ademas del C14n4, s6lo
se identificd otra sefial mas pequefia con un valor de m/z que podria asignarse al

oligobmero C14ne.

La exactitud en las determinaciones de masa no fue completamente
satisfactoria pues las diferencias entre los valores de m/z medidos
experimentalmente para las sefiales asignadas a los oligémeros y los valores tedricos
fueron mayores a lo esperado para espectros de alta resolucidn. Esto se atribuye a un
error de calibracion del aparato. No obstante, se considera que este desfasamiento no
representa un problema mayor para los fines del estudio ya que el error fue de tipo
sistematico y se mantuvo en todas las mediciones. En el Apéndice III se reportan los
valores experimentales y teodricos correspondientes a las sefiales de interés en los
espectros de la Fig. V.20.

El ultimo paso del estudio de masas consistio en analizar cada uno de los picos
separados por cromatografia de liquidos utilizando una fase moévil AcCN-H20 90:10
(v/v). En la Figura V.21 se muestran los cromatogramas obtenidos al inyectar las
soluciones de los alcoholes C12n10, C16n10 y Cignio en esta fase movil, indicando los

numeros asignados y los puntos de corte para cada fraccion colectada. Las fracciones
fueron tratadas como se describi6 en la parte experimental (seccion 1V.3.4) y

analizadas en el espectrometro de masas para su identificacidon. EI compuesto C14n1o
no se fraccioné debido a su baja polidispersidad.
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Figura V.20. Espectros de masas por MALDI-TOF de los alcoholes polietoxilados: (a) C12n10, (b)

C14n4, (c) C1en10Yy (d) C18n10. Los nimeros indican las unidades etoxilo presentes en la cadena

de cada oligémero identificado.
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Figura V. 21. Cromatogramas de las muestras de alcoholes fraccionados. El niimero indica el
pico individual colectado para el analisis de masas: a) C12n10, b) C16n10y c) C1en1o.

En la tabla V.9 se reportan los valores de masa medidos (M+Na*) para cada
fraccion, comparandolos con los valores teéricos. También se indica el volumen de
elucién correspondiente al punto central de la fraccidn colectada. En la Figura V.22 se
muestran los espectros de masas de tres de las fracciones colectadas para el alcohol

polietoxilado C1en10 y la identificacidn de los respectivos oligdmeros.

Los datos de la Tabla V.9 se ilustran de manera mas clara en la Figura V.23,
donde se grafica el volumen de eluciéon medio de la fraccion colectada en funcion del
numero de etoxilos del oligdmero identificado en dicha fraccion. Para los tres
compuestos analizados se observa un aumento en el volumen de elucién de los
oligdbmeros al aumentar el nimero de etoxilos en sus cadenas. Como puede también
apreciarse, la pendiente de las curvas es mayor a medida que aumenta la longitud de
la cadena alquilica del compuesto.
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Figura V.22. Espectros de masa de los picos fraccionados 4, 8 y 12 del alcohol polietoxilado
C16n10- Los analitos corresponden a los oligdmeros A) C16ne, B) C16n10y C) C16n14.

—C12n10 =—C16n10 =—C18n10
70
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Figura V.23. Variacion del Volumen de elucion de los oligomeros en funcion del nimero de
etoxilos determinado por espectrometria de masas. Fase movil AcCN-H20 90:10 (v/v)
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Tabla V.9. Identificacion de los oligdmeros en las muestras fraccionadas.

Ciango
No. Fraccion | Vepgeion (mL) | Num. EO | m/z [M+Na] | MM Teo Diferencia
1 5.3 4 385.27 385.48 -0.208
2 5.7 5 429.29 429.53 -0.235
3 6.4 6 473.33 473.57 -0.242
4 7.1 7 517.35 517.62 -0.269
5 7.8 8 561.38 561.67 -0.286
6 8.5 9 605.41 605.71 -0.303
7 94 10 649.45 649.76 -0.31
8 10.3 11 693.49 693.81 -0.317
9y 10 11 12 737.51 737.85 -0.344
11y12 12.3 13 781.55 781.90 -0.351
13 13.6 14 825.59 825.95 -0.358
14 15.3 15 869.62 870.00 -0.375
15y 16 18.5 16 913.65 914.04 -0.392
17 214 17 957.68 958.09 -0.409
18 244 18 1001.7 1002.14 -0.436
19 27.7 19 1045.73 1046.18 -0.453
Cienio
1 11.55 - - - -
2 12.1 - - - -
3 13.34 5 485.39 485.621 -0.231
4 15.13 6 529.41 529.668 -0.258
5 17.19 7 573.45 573.715 -0.265
6 19.25 8 617.48 617.762 -0.282
7 21.73 9 661.51 661.809 -0.299
8 23.93 10 705.54 705.856 -0.316
9 26.4 11 749.57 749.903 -0.333
10 29.98 12 793.6 793.95 -0.35
11 34.24 13 837.63 837.997 -0.367
12 38.78 14 881.66 882.044 -0.384
Cignio
1 20.967 - - - -
2 21.83 - - - -
3 24.173 - - - -
4 28.367 6 557.42 557.716 -0.296
5 32.93 7 601.45 601.763 -0.313
6 37.37 8 645.48 645.81 -0.33
7 42.55 9 689.51 689.857 -0.347
8 48.223 10 733.54 733.904 -0.364
9 54.513 11 777.57 777.951 -0.381
10 64.873 12 821.6 821.998 -0.398
11 68.08 - - - -
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Los resultados de este estudio permiten asegurar que, en la fase movil AcCN-
H20 90:10 (v/v), el orden de elucion de los oligomeros constituyentes de los
estdndares es directamente proporcional al niimero de etoxilos presentes en sus
cadenas, siendo en todos los casos el primer pico identificado atribuido al oligdmero
mas pequefo. Por ejemplo, para el caso del compuesto Ci2nio, el primer pico
identificado corresponde al oligdmero Ci2n4 mientras que el ultimo alcanzado a
fraccionar corresponde al Ci2n19. Para el caso del estandar Cienio el primer pico
identificado se atribuye al oligdbmero Ci6ns mientras que el ultimo corresponde al
Cien14. Por su parte, para el alcohol C1gn1o el primer pico identificado se atribuye al
oligomero Cigne y el ultimo al C1gn12.

La composicion porcentual de los oligobmeros en las muestras se estimé por
normalizacion de areas. Este método presupone que todos los componentes del
estandar analizado tienen un coeficiente de respuesta idéntico en el detector ELSD, lo
que no es forzosamente cierto. No obstante, esta aproximacion permite tener una idea
del orden de abundancia relativo. En la Tabla V.10 se muestran los resultados
obtenidos. De acuerdo con esta estimacion, los oligdmeros predominantes fueron
aquellos con un numero de etoxilos igual al valor nominal del producto, o bien, los
oligobmeros contiguos a éstos. Por lo tanto, el estudio de fracciones corrobora lo
observado en los espectros de las muestras totales (Fig. V.20) respecto a la
coincidencia entre lo determinado experimentalmente y lo indicado en la etiqueta de
los estandares comerciales.

Conocido ya el orden de elucién y la abundancia de los oligdmeros en un
estandar dado, es posible visualizar como varia la retenciéon de cada uno de ellos al
variar la composicion de la fase mévil. En la Figura V.24 se esquematiza el

comportamiento de los oligobmeros del alcohol Ci2n10 utilizando los datos de los
cromatogramas obtenidos en cuatro fases moviles (0, 5, 10 y 15% de H20).

40 ——(C12n4
35 ——(12n5
30 C12n6
25 =—=(12n7
=20 ~——(C12n8
15 - C12n9
10 — C12n10
5 C12n11
0 + C12n12
0123456 7 8 9101112131415 C12n13

0/0 Hzo

Figura V.24. Variacion del Vg con la proporcion de agua en fase movil
para los oligémeros del compuesto C12n1o.
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Tabla V.10. Distribucidon porcentual oligomérica para los estandares estudiados.

Ci2nyo CisNni10
Fraccion|Oligémero| Area %Areaagl:zzgr?gaFraccic’mOIigémero Area %Areaagsgzgr?ga
1 Ciong |5.799| 1.3 16 1 - |177| 23 12
2 Cions [14.645) 3.3 13 2 Cigna |4.246| 55 11
3 Cione [22.126] 4.9 10 3 Ciens | 5.26 | 6.8 10
4 Cions [28.637] 6.4 8 4 Cieng | 5.81 | 7.5 9
5 Ciong #3.732] 9.8 3 5 Cions |6.504| 8.4 7
6 Ciong [50.611] 11.3 2 6 Cieng |7.022| 9 6
7 | Ciango [51.924| 11.6 1 7 Cisno |7.668| 9.9 4
8 | Cionyy [27.063 6 9 8 | Cienio |8.397 10.8 2
9 | Cionn |41.009] 9.1 4 9 | cienyy [8.709] 11.2 1
10 | Cyonqz [38.196| 8.5 5 10 | Crenio |8.184| 105 3
11| Cronia [30.348] 6.8 6 11| crenys |7.651] 9.9 5
12| Cionqs [29.232] 6.5 7 12 | Cienis |6.406| 8.3 8

13 | Cyonqg [17.049 3.8 12 Cign1o

14 Cionq7 | 18.9 | 4.2 11 Fraccion|Oligémero| Area %Areaa(gsgzgfga

15 | Cionig |13.615 3 14 ] - 342 | 33 10

16 | Cionqg [10.693 2.4 15 2 - |as97| 45 9
3 - 6.25 6 8
4 Cians |9.321] 8.9 6
5 Cign7 |8.519] 8.1 7
6 Cieng |9.852| 9.4 5
7 Ciane |10.64| 10.2 4
8 | Cignio |12.94] 12.4 2
9 | cignq1 [15.326] 14.6 1
10 | Cignip [11.974] 11.4 3

Aunque para todos los picos se observa una tendencia similar, es evidente que
la composicién de la fase movil tiene mayor impacto en los oligdbmeros con mayor
numero de etoxilos. Asi, el compuesto con 13 unidades EO muestra una enorme
variacién en su volumen de retencion al cambiar el contenido de agua de la fase movil;
por el contrario, en las mismas condiciones, el cambio en el volumen de retencién de
los oligdmeros con cadena etoxilada muy corta es apenas perceptible.
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V.3.4. Estudio de otras variables

Debido a que en fases moviles ACN-H;0 la mayoria de los estandares de los
alcoholes etoxilados presentaron un desdoblamiento de picos seguido por una
compactacion al aumentar el contenido de agua, no fue posible realizar un estudio
multivariable para describir el efecto de otros factores experimentales sobre el Vr. No
obstante, se decidid hacer un estudio somero de la influencia de dos factores sobre el

volumen de retencién de los alcoholes C12n10 y C16n10. Los factores analizados fueron:
Temperatura (T- = 25°C y T+ = 40°C) y Velocidad de flujo (F- = 0.5 mL/min y F+ = 1
mL/min); sin embargo, indirectamente también se analiza otro factor que es el Largo
de la cadena hidrocarbonada (L- = 12 y L+ = 16). La composicién de la fase movil se
mantuvo constante (ACN-H20 90-10, v/v). Los cromatogramas obtenidos se muestran
en la Figura V.25.

El Largo de cadena hidrocarbonada (L) es por mucho el factor que mas afecta a
la retencion; asi, para esta composicion de fase mdvil, el Vg se multiplica
practicamente por dos con un aumento de 4 metilenos en la cadena alquilica. Por lo
tanto, como en todo sistema de fase reversa, la hidrofobicidad es el factor
determinante en la retencion.

El segundo factor en importancia es la Temperatura y su efecto relativo es mayor para
el alcohol de cadena alquilica mas corta. El analisis detallado de los cromatogramas
muestra que una disminucion de 15°C en la temperatura provoca, en promedio, una
aumento de aproximadamente 50% en la retencion de los oligdmeros del alcohol Cis,
mientras que el aumento promedio es de casi 100% para los oligdmeros del alcohol
C12. Adicionalmente se observa que, para un mismo largo de cadena alquilica, el efecto
de la temperatura es mayor para los ultimos picos, es decir, para los oligdmeros con
mayor numero de unidades EO. Por una parte, este comportamiento corrobora que el
proceso de retencion de todos los oligdmeros de los dos alcoholes en la columna de
fase reversa con fase movil AcCN-H20 90-10 (v/v) es globalmente exotérmico,
confirmando asi la predominancia de la cadena alquilica en la retencién (recordemos
que para la cadena alquilica el proceso de retencién se caracteriza por AH°<0 y
AS°<0). Por otra parte, como ya se coment6 en una seccion anterior (seccion V.3.2), el
efecto entrdpico, que hace que los oligdbmeros con cadena etoxilada mas grandes se
retengan mas, también esta jugando un papel importante en esta condiciéon de fase
movil. Sin embargo, si se asume que la entropia es la responsable de la retencion de la
cadena etoxilada (recordando que para ésta AH°>0 y AS°>0), resulta contradictorio
que una disminucion de la temperatura provoque un aumento mas significativo en la
retencion de los oligdmeros con mayor numero de etoxilos. De hecho, en la literatura
se ha reportado lo contrario, es decir, un aumento en la retencion de los oligdmeros
con cadena etoxilada mas larga al aumentar la temperatura [40]; no obstante, ese
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comportamiento se observo en una fase mdvil con 30% de agua, condicion en la cual
ya se habia producido la inversion en el orden de elucidn de los oligdmeros (los de
cadena etoxilada mas larga eluian primero). La Unica manera de explicar el
comportamiento observado en el presente trabajo es aceptando que los parametros
termodinamicos de los alquil alcoholes etoxilados no son constantes en el intervalo de
temperaturas estudiado (en esta fase movil) y que su variacion depende del tamafio
de la cadena etoxilada. Este postulado tiene sustento en trabajos reportados en la
literatura donde se demuestra que: 1) las graficas de Van’t Hoff para polietilénglicoles
(Ink’vs 1/T) tienen una pendiente mayor a medida que el nimero de unidades EO en
el compuesto aumenta [36], y 2) estas graficas no son completamente lineales para los
alquil alcoholes polietoxilados y la desviacion a la linealidad es mas pronunciada para
los oligdmeros con cadena etoxilada mas larga [37]. Bajo estos supuestos, se concluye
que, en las condiciones de nuestro estudio, el AH° de retencion para la cadena
etoxilada debié de ser menos positivo (menos desfavorable) a temperaturas mas bajas
y aunque es posible que también AS° disminuyera con la temperatura, el cambio
entalpico tuvo que ser mayor de modo que globalmente la retencion de la cadena
etoxilada aumenté al disminuir la temperatura. Puesto que la entalpia esta
relacionada con la solubilidad, la propuesta anterior implica que la solubilidad de la
cadena etoxilada en una fase mévil que contiene 90% de acetonitrilo y 10% de agua
aumenta al aumentar la temperatura ocasionando una disminucion en la retencion.

Es importante recalcar que en fases méviles con mayor contenido de agua
ocurre lo contrario, la solubilidad de la cadena etoxilada en fase moévil disminuye al
aumentar la temperatura y por ello la retencion de los oligomeros de cadena etoxilada
mas larga es mayor a mayor temperatura. Estas reflexiones ponen en evidencia el
complejisimo comportamiento de los AAP en los sistemas de cromatografia en fase
reversa con fases moviles acetonitrilo-agua.

Finalmente, en lo que se refiere a la Velocidad de flujo de la fase movil, la
comparacion de cromatogramas en la Fig. V.25 muestra que su efecto es insignificante
a baja temperatura (25°C) pero alcanza a percibirse un ligero aumento en la retencion
al aumentar el flujo a alta temperatura (40°C). Independientemente de su pequefio
efecto en la retencidn, lo mas interesante de este parametro desde el punto de vista
practico es su efecto en la definicion y forma de los picos. A medida que el flujo
disminuye, los picos son mas definidos y la resolucion de oligdmeros es mas nitida.
Desafortunadamente, este benéfico efecto solo se observa a temperaturas altas.
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Figura. V.25. Cromatogramas obtenidos a diferentes condiciones de analisis: a) T=40°C,
F=1mL/min, L=16, b) T=40°C, F=0.5mL/min, L=16, ¢) T=25°C, F=1 mL/min, L=16, d) T=25°C,
F=0.5mL/min, L=16, e) T=40°C, F=1 mL/min, L=12, f) T=40°C, F=0.5 mL/min, L=12, g) T=25°C,
F=1 mL/min, L=12, h) T=25°C, F=0.5 mL/min, L=12
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En este trabajo se realizé un estudio detallado del comportamiento cromatografico
de los alquil alcoholes etoxilados (AAP) en una columna convencional de fase reversa con
fases moviles metanol-agua y acetonitrilo-agua. Este estudio demostré que el
comportamiento de los AAP era completamente diferente al cambiar el componente
organico de la fase movil. Dada la alta hidrofobicidad de los compuestos de interés, cuya
cadena alquilica consta de 12 o mas atomos de carbono, solo se analizaron fases moviles
ricas en disolvente organico (generalmente > 80%, v/v) para mantener los tiempos de
retencion y el ensanchamiento de los picos dentro de limites razonables.

En el caso de las fases mdviles metanol-agua se observd un comportamiento tipico
de fase reversa, en donde la cadena alquilica del alcohol graso etoxilado domina la
retencion y la cadena etoxilada es practicamente transparente. Esto significa que todos los
compuestos de una misma serie, es decir, con cadena alquilica del mismo tamafio, coeluyen
en un solo pico. Por lo tanto, estas fases mdviles no son aptas para la separacion de un
compuesto dado en sus oligobmeros constituyentes. Por el contrario, las fases modviles
metanol-agua son la mejor opcion para separar mezclas de AAP de diferentes series en
formulaciones comerciales de productos tensoactivos.

Como en todo sistema de fase reversa, la retencion de los AAP en fases moéviles
metanol-agua es mayor cuando los efectos hidrofobicos son mas intensos, lo cual sucede al
incrementar la proporciéon de agua en el eluyente o al aumentar el largo de la cadena
alquilica del compuesto. Ademas de estas variables principales, también se estudio el efecto
de las variables secundarias, temperatura y flujo. Los volimenes de retencion de los AAP
disminuyen significativamente al aumentar la temperatura (intervalo: 25-40°C) y este
efecto es mas notable en las fases modviles con mayor contenido de agua. Por eso, es
indispensable regular la temperatura de la columna para tener resultados reproducibles,
especialmente cuando se trabaja con gradientes de elucion. Por otra parte, la velocidad de
flujo tiene un efecto positivo pero pequefio en la retencion, el cual esta relacionado con los
cambios en la caida de presion de la columna, estos cambios son mas importantes en las
fases moviles con mayor contenido de agua (mayor viscosidad) y es por ello que el efecto
del flujo en el volumen de retencion es mas perceptible en estas fases.

El comportamiento de los AAP en las fases moviles acetonitrilo-agua se caracterizo
por el desdoblamiento de su sefial en multiples picos correspondientes a sus oligdmeros
constituyentes. Esta separacion de oligdmeros se observd en la mayoria de los compuestos
estudiados, independientemente del largo de su cadena alquilica. Por lo tanto, estas fases
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son apropiadas para analizar la polidispersidad de estos compuestos, ya sea con fines de
control de calidad o para identificar la presencia de un compuesto particular en un producto
formulado.

El comportamiento de retencion de los AAP en estas fases es sumamente complejo.
Por una parte se observa una importante componente hidrofobica ya que la retencion
promedio del conjunto de oligbmeros aumenta al aumentar el tamafio de la cadena
alquilica. Sin embargo, el comportamiento al aumentar la cantidad de agua en fase moévil es
poco predecible ya que la retencion promedio puede aumentar o disminuir dependiendo del
compuesto y del propio contenido de agua del eluyente. Adicionalmente, los oligdbmeros
individuales se comportan de diferente manera dependiendo del largo de su cadena
etoxilada. Los de cadena etoxilada mas larga aumentan considerablemente su retencion al
afiadir una pequefia fraccion de agua a la fase movil (5%) y luego tienden a disminuirla, en
algunos casos de manera muy importante, al continuar aumentando la proporcion de agua;
por el contrario, los de cadena etoxilada corta cambian poco su retencion al aumentar el
contenido de agua en la fase movil hasta, aproximadamente, 20%. Este comportamiento
diferente origina primero una amplia separacion y luego un colapso de oligdbmeros y su
coelucion en un pico ancho y asimétrico. En todo caso, mediante un estudio por
espectrometria de masas se demostrd que en las fases moviles con contenidos de agua <
20% (v/v), el orden de elucion de los oligdmeros es directamente proporcional al nimero
de etoxilos de su cadena polar.

La temperatura tiene también un efecto importante en la retencion y separacion de
los oligdmeros en estas fases moviles. A medida que la temperatura disminuye la retencion
aumenta y este efecto es mas notable en los oligdmeros con cadena etoxilada mas larga.

El complejo comportamiento en fases modviles acetonitrilo-agua esta relacionado
con factores entdlpicos y entropicos opuestos para la cadena hidrocarbonada y la cadena
etoxilada durante el proceso de retencion. Para la primera tanto el cambio de entalpia como
el cambio en entropia son negativos, mientras que para la segunda son positivos.
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Apéndice 1. Ecuaciones estadisticas empleadas

Estadistico Simbolo Ecuacion
Media aritmética _ >
muestral X A —
n
Desviacion (x, - X)°
e d S S = -
estandar (n-1)
. Z(Xi - X)Z
Varianza 52 § =
(n-1
Coeficiente de s
L, Ccv CV =100—
variacion X
Intervalo de s
. IC xf, =
confianza AIn
2
S
Contraste F F F==
S5
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Variables

x,;: datos
n: numero de datos
totales

x : media

x,;: datos

n: numero de datos
totales

*Cuadrado de la
desviaciéon
estandar

X : media
s: desviacion
estandar

t: valor de tablas
con n-1 grados de
libertad (v) y
probabilidad o.

2 2 .
S,»§, varianza ly
2 respectivamente.
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Apéndice II. Ecuaciones empleadas en el Modelo Factorial 2k

Un modelo factorial 2X puede representarse graficamente por un cubo cuando
K=3. Los vértices de este paralelepipedo son formados por los niveles de cada factor
tal como se muestra en la siguiente figura:

be
’ = .abc

ac
~ ab

A

Para este caso, los factores principales son representados por las letras
mayusculas A, B y C, mientras que los niveles corresponden a las letras minusculas a,
b y c. El vértice (1) corresponde al origen. Para el factor A por ejemplo, su nivel
inferior corresponderia al vértice (1) mientras que para el superior seria al vértice a.
Con esta figura se puede calcular la estimacion de los efectos al evaluar los
incrementos o decrementos entre las caras para el nivel superior e inferior de un
factor. Por lo tanto, los efectos de los factores se calculan segin las siguientes
ecuaciones:

Efectos Principales

1
A=4—[a+ab+ac+abc—(1)—b—c—bc]
n

1
B=4—[b+ab+bc+abc—(l)—a—c—ac]
n

1
=—1 |c+ac+bc+abc-()-a-b-ab]
4n

Con: a-1, b-1y c-1 grados de libertad.
Las interacciones pueden calcularse segun las siguientes ecuaciones:

Interacciones dobles

1
AB=4—[(1)—a—b+ab+c—ac—bc+abc]
n

1
AC=4—[(1)—a+b—ab—c+ac—bc+abc]
n
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1
BC =4—[(1)+a—b—ab—c —ac +bc +abc|
n
Interaccidn triple
|
ABC =4—[abc —bc—-ac+c—-ab+b+a-(1)]
n

Para calcular la suma de cuadrados de cualquier efecto, se considera el nimero
de réplicas realizadas n:

B (Contraste)*
- 8n

SS

Donde el contraste corresponde al resultado de los valores entre corchetes en las
ecuaciones de los efectos, por ejemplo, para el factor C seria [c+ac+bc+abc-(1)-a-b-ab].

La conjuncion de estos valores nos aporta un modelo de regresién polinomial
con férmula general:

y= By + Bx, + Byx, + Byxs + B,x,x,

Donde las [ representan los coeficientes obtenidos para los factores (1, 2 y 3)
mientras que las equis (x) corresponden a las variables codificadas. La o corresponde
al error aleatorio.
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Apéndice III. Identificacion de picos en los espectros de masas de la muestra
C12n10 obtenidos por MALDI-TOF

CH3-(CH2)11-(O-CH2-CH2-)190-OH (C12n10)

NGm. Masa Molar
Oligémero Férmula
Nom. Tedrica TedricaNa Observada Diferencia
0 CH3-(CH2)11-OH 186 186.301 209.29 - -
1 CH3-(CH2)11-(0O-CH2-CH2-)-OH 230 230.348 253.337 - -
2 CH3-(CH2)11-(0O-CH2-CH2-)2-OH 274 274.395 297.384 - -
3 CH3-(CH2)11-(0O-CH2-CH2-)3-OH 318 318.442 341.431 - -
4 CH3-(CH2)11-(O-CH2-CH2-)4-OH 362 362.489 385.478 385.2809 -0.1971
5 CH3-(CH2)11-(O-CH2-CH2-)5-OH 406 406.536 429.525 429.3136 -0.2114
6 CH3-(CH2)11-(O-CH2-CH2-)6-OH 450 450.583 473.572 473.3463 -0.2257
7 CH3-(CH2)11-(0O-CH2-CH2-)7-OH 494 494.63 517.619 517.378 -0.241
8 CH3-(CH2)11-(0O-CH2-CH2-)8-OH 538 538.677 561.666 561.4097 -0.2563
9 CH3-(CH2)11-(O-CH2-CH2-)9-OH 582 582.724 605.713 605.4428 -0.2702
10 CH3-(CH2)11-(0O-CH2-CH2-)10-OH 626 626.771 649.76 649.4732 -0.2868
11 CH3-(CH2)11-(0O-CH2-CH2-)11-OH 670 670.818 693.807 693.5039 -0.3031
12 CH3-(CH2)11-(0O-CH2-CH2-)12-OH 714 714.865 737.854 737.5341 -0.3199
13 CH3-(CH2)11-(0O-CH2-CH2-)13-OH 758 758.912 781.901 781.5637 -0.3373
14 CH3-(CH2)11-(0O-CH2-CH2-)14-OH 802 802.959 825.948 825.5936 -0.3544
15 CH3-(CH2)11-(0O-CH2-CH2-)15-OH 846 847.006 869.995 869.3245 -0.6705
16 CH3-(CH2)11-(0O-CH2-CH2-)16-OH 890 891.053 914.042 913.655 -0.387
17 CH3-(CH2)11-(0O-CH2-CH2-)17-OH 934 935.1 958.089 957.686 -0.403
18 CH3-(CH2)11-(0O-CH2-CH2-)18-OH 978 979.147 1002.136 1001.714 -0.4223
19 CH3-(CH2)11-(0O-CH2-CH2-)19-OH 1022 1023.194  1046.183 1045.747 -0.4364
20 CH3-(CH2)11-(0O-CH2-CH2-)20-OH 1066 1067.241 1090.23 1089.774 -0.4556
21 CH3-(CH2)11-(0O-CH2-CH2-)21-OH 1110 1111.288  1134.277 1133.806 -0.4712
22 CH3-(CH2)11-(0O-CH2-CH2-)22-OH 1154 1155.335  1178.324 - -
23 CH3-(CH2)11-(0O-CH2-CH2-)23-OH 1198 1199.382  1222.371 - -
24 CH3-(CH2)11-(0O-CH2-CH2-)24-OH 1242 1243.429 1266.418 - -
25 CH3-(CH2)11-(0O-CH2-CH2-)25-OH 1286 1287.476  1310.465 - -
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Apéndice III. Identificacién de picos en los espectros de masas de la muestra
C16n10 obtenidos por MALDI-TOF (Continuacion)

CH3-(CH2)15-(O-CH2-CH2-)190-OH (C1eNn10)

NGm. Masa Molar
Oligémero Férmula
Tedrica TedricaNa Observada Diferencia

0 CH3-(CH2)15-OH 242 242.397 265.386 - -

1 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)-OH 286 286.444 309.433 - -

2 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)2-OH 330 330.491 353.48 354.1737 0.6937
3 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)3-OH 374 374.538 397.527 - -

4 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)4-OH 418 418.585 441.574 441.3503 -0.2237
5 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)5-OH 462 462.632 485.621 - -

6 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)6-OH 506 506.679 529.668 529.4178 -0.2502
7 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)7-OH 550 550.726 573.715 573.4504 -0.2646
8 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)8-OH 594 594.773 617.762 617.4835 -0.2785
9 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)9-OH 638 638.82 661.809 661.5152 -0.2938
10 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)10-OH 682 682.867 705.856 705.5461 -0.3099
11 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)11-OH 726 726.914 749.903 749.5766 -0.3264
12 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)12-OH 770 770.961 793.95 793.6084 -0.3416
13 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)13-OH 814 815.008 837.997 837.6385 -0.3585
14 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)14-OH 858 859.055 882.044 881.668 -0.376
15 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)15-OH 902 903.102 926.091 925.6982 -0.3928
16 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)16-OH 946 947.149 970.138 969.727 -0.411
17 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)17-OH 990 991.196 1014.185 1013.756 -0.4294
18 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)18-OH 1034 1035.243  1058.232 1057.787 -0.445
19 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)19-OH 1078  1079.29 1102.279 1101.818 -0.461
20 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)20-OH 1122 1123.337  1146.326 1145.847 -0.4793
21 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)21-OH 1166 1167.384  1190.373 1189.878 -0.4952
22 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)22-OH 1210 1211.431 1234.42 1233.905 -0.5152
23 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)23-OH 1254 1255.478  1278.467 1277.935 -0.5322
24 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)24-OH 1298 1299.525  1322.514 1321.964 -0.5498
25 CH3-(CH2)15-(0-CH2-CH2-)25-OH 1342 1343.572  1366.561 1365.996 -0.5655
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Apéndice III. Identificacién de picos en los espectros de masas de la muestra
C1sn1o obtenidos por MALDI-TOF (Continuacion)

CH3-(CH2)17-(O-CH2-CH2-)19o-OH (C1s8n10)

Masa Molar
Num.
Oligémero Férmula
Tedrica TedricaNa Observada Diferencia

0 CH3-(CH2)17-OH 270 270.445 293.434 - -

1 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)-OH 314 314.492 337.481 - -

2 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)2-OH 358 358.539 381.528 - -

3 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)3-OH 402 402.586 425.575 - -

4 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)4-OH 446 446.633 469.622 - -

5 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)5-OH 490 490.68 513.669 513.3893 -0.2797
6 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)6-OH 534 534.727 557.716 557.4209 -0.2951
7 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)7-OH 578 578.774 601.763 601.4534 -0.3096
8 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)8-OH 622 622.821 645.81 645.4852 -0.3248
9 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)9-OH 666 666.868 689.857 689.5163 -0.3407
10 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)10-OH 710 710.915 733.904 733.5464 -0.3576
11 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)11-OH 754 754.962 777.951 777.5769 -0.3741
12 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)12-OH 798 799.009 821.998 821.6069 -0.3911
13 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)13-OH 842 843.056 866.045 865.6362 -0.4088
14 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)14-OH 886 887.103 910.092 909.665 -0.427
15 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)15-OH 930 931.15 954.139 953.6945 -0.4445
16 CH3-(CH2)17-(0O-CH2-CH2-)16-OH 974 975.197 998.186 997.7231 -0.4629
17 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)17-OH 1018 1019.244  1042.233 1041.753 -0.4803
18 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)18-OH 1062 1063.291 1086.28 1085.78 -0.5
19 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)19-OH 1106 1107.338  1130.327 1129.81 -0.5167
20 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)20-OH 1150 1151.385  1174.374 1173.838 -0.5357
21 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)21-OH 1194 1195432  1218.421 1217.867 -0.5539
22 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)22-OH 1238 1239.479  1262.468 1261.896 -0.572
23 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)23-OH 1282 1283.526  1306.515 1305.93 -0.5853
24 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)24-OH 1326 1327.573  1350.562 1349.96 -0.6025
25 CH3-(CH2)17-(0-CH2-CH2-)25-OH 1370  1371.62 1394.609 - -
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