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RESUMEN

El trabajo de esta tesis consistié en la obtencién vy
caracterizacién de octadecilsilice para cromatografia
mediante una reacclén de silanizacién de gel de silice con

organoclorosilanos.

Se partié de gel de ={lice macional (producto de Ila
tesis Sintesis y Caracterizacién de Gel de Silice para
Cromatografiad Y se hizo reaccionar con
octadeciltriclorosilano. Se le dio un procese de acabado
con trimetilecloro=silano. La caracterizacién del producto
se realizd principalmente por su espectro de infrarrojo vy

por su contenido de carhdn.

El octadecllsilice se probdé en cromatografia en
columna en el anidlisis de colorantes de alimentos y en el

de aflatoxinas en maiz.

Se logré obtener octadecllsilice con un contenido de
carbdn entre 15 y 25%. Su espectro de infrarrojo muestra
las diferencias caracteristicas con respecto a las
materias primas. Se obtuvieron excelentes resultados en

las pruebas cromatogrificas.



ABREYIATURAS UTILIZADAS

H = Horas.

OoDS = Octadecilsilice.

ODTCS = Octadeciltriclorosilano.

TMCS = Trimetilclorosilano.
v as = Estiramiento asimétrico.
v s = Estiramiento simétrico.

& as = Flexidon asimétrica.

Flexién simétrica.

O
(%]
n

o} = Oscilacidn.
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L-INTRODUCCION.

A).- ANTECEDENTES.

En los idltimos 20 afios, las fases estacionarias
gquimicamente wunidas han aumentado tremendamente la
versatilldad de las separaciones cromatograficas. Aunque
fueron primeramente empleadas en cromatografia de gases,
el crecimiento explosivo en la wutilizacién de las fases
unidas va de la mano con el desarrollo de la cromatografia

de liquidos de alta resolucidn.

Las fases estacionarias quimicamente unidas resuelven
varios problemas en la zeleccién de fases estacionarias
cramatogriaficas. Los adsorbentes convencionales estan
restringides en la versatilidad de aplicaciones. En
cromatografia de particién, es dificil encontrar pares de
liquidos que posean inmiscibilidad entre si y propiedades

solventes para los componentes de la muestra.

Ademids, es tedioso mantener una pelicula delgada e
inmévil de liquido sobre un soporte sdlido 1nerte. Estas
fases recublertas fisicamente sangran a altas

temperaturas, camblan las caracteristicas de la columna vy



restringen o imposibilitan el uso de ciertos detectores

sensibles, como el espectrémetro de masas,

En principio, estos problemas se eliminan si la fase
estaclonaria consiste de particulas de didmetro pequefio,
cuya superficle est¢é cubierta con moléculas orginicas,
preferentemente largas, quimicamente unidas a ellas. Estas
fases estacionarias deben ser mecinicamente, térmicamente
y solvoliticamente estables, insolubles en las fases
moviles convencionales y, por su naturaleza, equivalentes

a las peliculas liquidas sohre soportes inertes (19).

El uso de columnas de fase unida evita la necesidad
de presaturar la fase mdvil con fase estacionaria. Se
elimina el sangrado de la fase estacionaria organica. Camo
un resultado de estas ventajas operacionales, los empaques
de fase unida, particularmente aquéllos unidos a grupos
silano, han adoptado un papel importante en separaciones

por cromatografia de liquidos (14).

Las fases hidrocarbonadas quimicamente unidas han
demostrado especial wutilidad en separaciones en fase

reversa de diversos compuestos orginicos (23 y 25).

Existen en el mercado, desde hace muchos afios



empatgues con capa unida octadecil monomérica y polimérica
(14). El octadecilsilice es el empaque de fase reversa de
mayor aplicacién en cromatografia de liquidos 11). Con
base en esta informacidn y dado que actualmente no se
fabrica en el pais el octadecilsilice y que tiene una gran
demanda, se eligid su sintesis y caracterizacién como tema

de esta tesis.



B). SINTESIS DE OCTADECILSILICE.

La mayoria de los soportes cromatogriaficos son
materiales silicicos, aunque también se han reportado
fases unidas sobre alumina 2. Se aprovecha -la
reactividad de los grupos hidroxilo superficiales para

preparar las fases estacionarias unidas.

Existen tres rutas de =sintesizs para preparar fases

unidas; silanizacidn, esterificacion y alquilacién (Figura

No. 1).

En la tabla I se presenta un resumen de los métodos

de sintesis mencionados y que a continuacidn se describen:

Silanizacidén.

La silanizacidn consiste en la reaccidén de
organosilanos con gel de silice. Las fases abtenidas asi
son las mAs inmunes a la hidrdlisis debido a la formacién
de enlaces S1-0-5S1-R (10). Por este motivo se decidis

utilizar esta ruta de sintesis en este trabajo.

El proceso de silanizacién ha sido y sigue siendo el
mis ampliamente utilizado (2, 5, 6, 9, 10, 12, 14, 18, 21, 22,

23, 26, 29 y 34).



Silanjiza.cicn

[
—-8—0f -+ RSicl,
|

|
—Si—OH | RSi(OR),
t

Esteriticacidn

|
—Si—-o8 4+ ROH
|

Mquilecidn

[
—Si-—oH 4 sia,
|

[
—Si—ci 4+ R-—MgX
[

| l
+48i— 0—8i—R|
| |

| |
~{8i— 0—8i—R]
| I

—S5i—0—R

Figura 1. Rular de Sintesis para Fases unidas




TABLA 1

Resumen de los Métodos de Sintesis para Fases Unidas

.Ref]ujo en atmos
fera inerte (14)

.Rotavapor (21)

.Evaporar el reac
tivo bajo una- -
columna de sili-
ce (30)

A]coxisilanosd

.Agitacién (12)

.Calentamiento o
reposo (6).

Silil enolato

Radiacién gamma

de acetilaceto|(2)

Método Reactivo Condiciones de Observaciones
Derivatizante Reaccion
Silanizacién® |ClorosilanosP .Reflujo® Forma enlaces $i-0-Si-R,

gue son los mas res1sten
tes a la hidrélisis.

Se pueden preparar fases
mono, oligo y poliméri-—-—
cas.

na (2)
Esterificacion®|Alcoholes® .Reflujo (6) Forma enlaces Si-0-R,
susceptibles de hidréli-
.Calentamientc a [sis.
presién (6).
Alqui]aciénf SiCly y organg| Reflujo (19) Forma enlaces Si-C, que
metalicos (19) soh muy estables. La Sin
tesis es compleja.
a= Referencias 2, 65, 6, 9, 10, 12, 14, 18, 21, 22, 23, 26, 30 y 34,
b= Referencias 5, 6, 9, 10, 12, 14, 22 y 34.
c= Referencias 6, 10, 12, 18, 22 y 26.
d= Referencias 6, 10, 12, 23, y 26.
e= Referencias 6, 10, 19, y 30.
f= Referencias 6, 10, 11, 18 y 19,




Como reactivos =silanizantes se pueden usar
clorozilanos (5, 6, 9, 10, 12, 14, 23 y 34), alcoxisilanos (6,
10, 12, 23 vy 28) o bien, un ¢silil enclatc de
acetilacetona (2). En este proyecto se usaron clorosilanos

por ser de los mis recomendados en bibliografia y los mis

accesibles,

Las condiciones de reaccién son muy variadas. La
mayoria de los investigadores realizan la silanizacidn
reflujando el gel de silice seco con el reactivo
silanizante en un solvente seco tambi¢n (6, 10, 12, 18, 22
y 26). Kirkland utiliza reflujo en atmdsfera inerte (14).
Majors y Hopper efectuan la reacciénm en rotavapor (21D,
Sorrell y Rousan reportan que es posible hacer la
silanizacién evaporando el reactivo silanizante bajo una
columna de silice (29). Cuando se usan alcoxisilanos, Cox
reporta que es posible levar a cabo la reaccién por
simple calentamiento o aun dejando la mezcla en reposo
(6) y Jones y sus colaboradores afirman gque con sdlo
agitar la mezcla de reaccién se obtiene la fase unida
(12)>. Bien-Vogelsang utiliza radiacién gamma para
gilanizar con =ilil enolatos de acetilacetona (2). En esta
tesis se probaron wvarias formas de llevar a cabo la

7



reaccidén.

El tipo de fase unida que se obtiene depende de 1la
funcionalidad del reactivo silanizante y de la presencia
de impurezas prdéticas en el medio de reaccidn. En la
Figura No. 2 se muestran las reacciones que tienen Ilugar
entre mono-, di- y tricloro o alcoxisilanos y gel de
silice en un solvente seco; y en la Figura No. 3 se
presenta el tipo de producto que se obtiene =i hay

impurezas préticas en el medio de reaccidén.

Sander (27), Grushka (102 y Glajch (9) afirman que la
utilizacidén de reactivos polifuncionales y de humedad en
el medio de reaccién conduce a la obtencién de fases
unidas poliméricas. Por razones estéricas, sé6lo dos de los
tres cloros o grupos alcoxi pueden reaccionar con los
silanoles superficiales. Los grupos que quedan  sin
reaccionar en el organasilano pueden ser facilmente

hidrolizados a hidroxilos que luego son capaces de unirse

a moléculas de reactive en exceso para formar el

recubrimiento polimérica.

Las fases unidas poliméricas son mis resistentes a la

hidrélisls que las fases monomdéricas, aunque tienen el



a) Monofuncional

—Si—0H —8i—0 —Si—R2
| /Rl | \RB
—Si—0H + I—Si—R2 — —Si—OH
| “R3 | P
—Si—0H —8i—0 —8i—ER2
| ) “R3
) Bifuncional
| |
—3i—0H X Ri —Bi—0 /R-1
| \ BV I Si
—si—on -} Si —> —8i—0“ Rz
| 7N [
—Si—0H X k2 —Si—OB
[ |
¢) Trifuncional
| |
—Si—0CH X RY —8i—0 /Rl
| N # | Si
—8i—0H Si — —8i—-0~ X
| 7N 1
—Si—0H X X —gi—CH

Figura 2. Reaccicn entre Halo o Aleoxisilancs
y Gel de Silice en un solvente seco

9
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inconveniente de no ser tan reproducibles como las ultimas
(9 y 32). Su alta estabilidad permite utilizarlas con
buenos resultados, en separaciones que requieren valores
extremos de pH. Ademis, la sintesis de fases poliméricas
requiere condiciones menos rigurosas que la de fases
monomericas. Con base en esta informacién se decidid
sintetizar ODS polimerico en esta tesis. Como reactivo

silanizante se utilizd el octadeciltriclorosilano (ODTCS).

Como se aprecia en las Figuras 2 y 3 guedan sin
reaccionar algunos sitios -OH por ser poco accesibles para
el ODTCS. Estos hidroxilos libres pueden interferir con la
separacién cromatogrifica debido a mecanismos de retencion
mixtos (10). La Interferencia polar de estos grupos
gilanol conduce a caracteristicas indeseabhles en las fases
poliméricas, como el coleo y la baja eficiencia (32). El
problema se resuelve haciendo otra reaccién de
silanizacién, pero esta vez con un reactivo de menor
tamafio. A este procesa se le llama ‘“acabado'" o
"recapeada’'. Se utilizd en este trabajo el
trimetilclorasilano (TMCS?, tal como lo recomiendan Pryde

(25>, Cheng (B8) y Verzele (32).

11



Esterificacidn

En la esterificacidén =e hace reaccionar gel de silice
con alcoholes y se obtiene una fase unida monomérica o
tipo "cepillo" con enlaces S1-0-R, siendo R el radical
unido. Estas fases son susceptibles de hidrdlisis y no
pueden emplearse con fases moviles acuosas (6, 10, 19 y
29>. Tienen usos muy limitados. La mayoria de los autores
actualmente, ni siquiera menciocohan esta ruta de sintesis

para fases unidas.

Alguilacidn.

La reaccién fundamental es entre un reactivo de
Grignard y gel de silice clorinado para dar el enlace
directo Si-C. Estos enlaces son particularmente estables a

la temperatura y a la hidrdélisis (19 y 23).

Si la capa organica primaria unida al gel de =silice
es reactiva, se pueden introducir sobre ella otros
sustituyentes de cualquier funcionalidad y/o longitud de
cadena y asi tener fases estacionarias de diferentes
selectividades (19). Matlin y colaboradores consideran que
las fases unidas obtenidas por alquilacién son de caricter
monomeérico €232, y reportan que el cubrimiento

12



superficial que se obtiene es menor que el obtenido por
silanizacidén, ya que los reactivos de Orignard se solvatan

de manera importante y atacan menos sitios reactivos del

soporte,

En términos generales, la sintesis de fases unidas
por alguilacién invelucra los siguientes pasos (19):

- Sintesis de Si(‘:l‘.

Reaccidn del SiCl‘ con el gel de silice en un solvente

seco.

- Preparacién del reactivo de Grignard.

Reaccidn del Grignard con el gel de silice clorinado.
- Ai=slamiento, lavado y secado del producto.

- Reaccién posterior =i se desea introducir otra

funcionalidad u otra longitud de cadena en la fase
unida.
En vista de que esta ruta de =sintesis tiene cierta
comple jidad y de que no se encontrdé reportada en la
literatura la sintesis de ODS por alquilacién, ne se

considerd ésta como una alternativa prometedora para este

proyecto y no se probd.

13



C> CARACTERIZACION DE OCTADECILSILICE.

Todos los investigadores coinciden en caracterizar
las fases unidas por la cantidad de material orgianico
unido y por su desempehio cromatografico. Asi, Sander (27),
Grushka 10) y otros (21, 23, y 32 recomiendan
caracterizar la fase unida con radical alquile por su
cubrimiento superficial. Bien-Vogelsang (2> lo reporta
sencillamente como el contenido de carbdén. Locke (19)
utiliza el términe "contenido orginico para indicar cuianto
radical orginico se unid al gel de silice. Verzele (31)
afirma que puede determinarse por termogravimetria, pero
¢l sugiere un método simplificado de calentar y pesar
reportando los resultados como % de material perdido al

calentar.

Crowther (72 y Verzele (31) consideran que es
importante determinar la composicién exacta de la fase
unida y concuerdan con Bien-Vogelsang (2> en que debe

analizarse la concentraciim de silanoles residuales.

Las propledades cromatogrificas de las fases
quimicamente unidas pueden verse muy influenciadas por las

propledades fislcas y quimicas del soporte de gel de
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silice (7). Algunos Investigadores hacen hincapié en
caracterizar exhaustivamente al gel de silice de partida y
analizar en la fase unida los mismos parametros que se
usaron para el gel de =silice, ademis de los antes
mencionados. Kélher (16) determina a las fases unidas el
andlisis elemental, el drea superficial, y realiza andlisis
para determinar la estructura del radical orgidnico unido.
Y Verzele (31) caracteriza las fases unidas por el tamafio
de particula y su distribucién, el area superficial, el
didmetro de poro promedio, impurezas, cantidad vy
naturaleza de fase unlda y desactivacién de sitios
activos. Rehik (263 tamhién utiliza el anilisis elemental
y el &drea superficial, ademis de la distribucién del

tamafio de poro para caracterizar fases unidas.

Mis adelante se presenta una descripcion de las
métodos que se utilizan para analizar los parametros gue
se han mencionado. La informacidén resumida se muestra en
la Tabla II. En este trabajo se caracterizd el producto
mediante su espectro de infrarrojo, su % de cubrimiento
utilizando la férmula de Majors (21), el ¥ de carbhdn se
determiné por gravimetria y por haorno de induccién, el
didmetro de poro promedio segun Verzele (31), la forma de

15



TABLA 11

Resumen de los Métodos de Caracterizacidn de Fases Unidas

Parametro

Forma de Reporte

Método

Cantidad de fase unida

Contenido de C (2)

Andlisis elemental

Densidad diferencial (8)

Horno de induccién

Contenido orginico
(13. y 31).

Calcinacién

Cubrimiento superfi
cial (10, 21, 23,
27 y 32).

Calcinaci6n y aplicacidén de-
una férmula.

Naturaleza del radical
unido (7, 21, 25 y 33)

Identificacidon del
radical

Espectroscopia de Infrarrojo
(7, 21 y 25)

Hidrélisis acida y cromatogra
fin de gases capilar (7).

Cromatografia de gases, espeg
trometria de masas (33).

Forma de las particulas

Descripcién de la
forma.

Microscopia éptica.

Concentracién de silano
les residuales (2 y 31)

Positiva o negativa

Reaccion al rojo de metilo
(31).

Reaccién del borano (2)

Area superficial (16, n?/g Desorcidén térmica (26).
26 y 31).
BET (16 y 31)
Tamafio de particula y |Micras Coulter Counter (31).
distribucién (31).
Comparacién con células rojas
{31).
Diametro de poro prome-| nm A partir de area superficial

dio (31).

¥ volumen de pore total,
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la particula por microscopia y el idrea por el meétodo BET.
Cantidad de Fase Unlda,

Se puede reportar en varias formas:

% £ de Carbdn.

Se reporta el ¥p de carbém como resultado de un
analisis elemental, que puede =ser por gravimetria, por
horno de induccidn, o bien por un método reportado por

Cheng y que se basa en mediciones de densidad (8).

En esta tesis se determind el % de carbdn por metado
gravimétrico y por horno de induccién.

% Contenido Orgdnico.

La fase unida se lava en un embudo Buchner con
hexana, éter y cloroformo y se seca por aspiracién. Se
anota el peso antes y después de calentar en wun mechero
Meker en un crisol de porcelana, y el contenido organico

se expresa como X del peso seco del producto (19),

% Cubrimiento Superficial.

Se puede reportar en términos de peso de fase unida

por unidad de Area superficial del soporte, o también como

17



moles de fase unida por 4drea superficial 10, 16, y 32).
Especificamente, Wickramanayake (35) utiliza esta fdérmula

para el cdlculo

% org X10°

(o4 o
exp

PMor-g X S X (100-% org)

donde aexp es la cantidad de micromoles de reactivo unido
por metro cuadrado de soporte, PMorges el peso molecular
gramo de la porcion silil del reactivo (CMHQ?SI—), % org
es el parcentaje de materia orgianica calculado del % de C

Yy S es el adrea superficial del soporte por el método BET

2
en m &,

El cubrimiento superficial también puede ser
reportado en términos del porcentaje de grupos silanol
superficiales reemplazados por la fase unida (10). Para
esto deben hacerse varias suposiciones. La primera es que
hay cuatro grupozs OH por nm’ disponibles para la reaccidn.
La segunda =suposicidén es que de los grupos OH disponibles,
cuando mucho el 80X reaccionari realmente con el
organosilano. S1 se usa un silana trifuncional, se asume
que cada molécula interacciona sdéloe con dos hidroxilos
superficiales y que no hay polimerizacidén.

18



Se plantea el cdlculo de la siguiente manera:

# de ON’s superfi- = Cdrea m /g¥e>(4 OH/nm’> 10" nm’/m’

ciales accesibles.

# de moles de grupos = # de OH’s superficiales accesibles

OH accesibles 6.023 x 10°°

(% C) (g soporte)
# de moles de organo-=

100> (12> (# de C en el =ilano?
silano unidos.

moles de organosilano unidos (2> (100>
# de OH involucra-=

moles de grupos OH accesible=s
dos en la reaccidn.

# de OH involucrados = % de OH invol.
% de cubrimientoe =

% de OH disponibles 75

Majors (21} recomienda reportar el X de cubrimiento

en una forma mds simple y libre de suposiciones.

wbxmo

# de cubrimiento (en peso) =

+
’Wb VS

donde Wh es el peso de la fase unida en gramos y WS es el

peso del gel de silice.

En esta tesis se prefiridé reportar 2 de cubrimiento

19



de acuerdo a la férmula de Majors.

* Calentar y Pesar.

Se calientan 100 mg de muestra por 2 horas a 110°C
para eliminar agua wu otros solventes presentes. Las
muestras secas se calientan a 600°C por 1 hora en un
crisol para perder todo el material orginico unido al gel
de silice. Pesando antes y después del calentamiento se

obtiene la cantidad de faze unida (31).

Naturaleza del Radical Unido.

Majors €21) Pryde (25) y Crowther (7) reportan la
utilizaciéon de  espectroscopia de infrarrojo para
caracterizar el radical unido al gel de silice. Se
preparan pastillas de la muestra con KBr en una prensa
hidriaulica elevanda la presién a 24000 libras en un

periodo de 2 minutos. Luego se deja el dado sometido a

presidn durante 10 6 15 minutos.

Posteriormente, se reduce la pres=sidén lentamente hasta

la atmosférica y se saca la pastilla cuidadosamente del

dado.

Verzele (33) propuso en 1980 cromatografia de gases
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acoplado a espectrometria de masas para determinar la

naturaleza del radical unido.

Crowther (7) reporta el anidlisis de los productos de
hidrdélisis 4dcida de las fases unidas usando cromatografia
de gases capilar. El método no es aplicable a este
proyecto porque se desarrolldé para el andlisis de ligandos
unidos monofuncionales unicamente, | ya que los di- ¢

trifuncionales darian productos de hidrdélisis miltiples.

En esta tesis se utilizé solamente espectroscopia de
infrarro jo para determinar la naturaleza del radical unido

por ser la dnica técnica accesible.

Concentracién de Silancles Resgiduales.

El método recomendado por VYerzele (31) es el de
Shapire y Kolthoff. Consiste en agitar una pequefia
cantidad de fase unida (30-100mg? con 5 mlL de una solucidén
de rojo de metilo en xileno o benceno 0.8 g/L) La
solucién de rojo de metilo es amarillo-café y el
sobrenadante debe permanecer coloreado si la fase no tiene
silanoles residuales. Con fases muy activas {alta
concentracién de silanoleg) la muestra se vuelve roja y el
sobrenadante se decolora. En realidad esta prueba es en
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primer términoc para acidez residual y luego para silanoles
libres. Se considera aplicable al producto de esta tesis
ya que el gel de =silice de partida =e lava perfectamente

antes de la derivatizacién y no trae acidez residual

Bien-Vogelsang (2) utiliza un método basado en la

reaccidén del borano.

Area Superficial.

Rehik la determina por el método de la desorcién

térmica (26).

Tanto Kolher {16 como Verzele (31) utilizan
aparatos cuyo principlo se basa en el meétodo BET, pero el
ultimo describe uno gque ha =sido construido en los
laboratorios de su universidad y que es mis simple que los

instrumentos comerciales (Figura No. 4).

En el apéndice € se explica el fundamento del método

BET, que fue el que se utilizé para las determinaciones de

Area del ODS.

Tamafio de Particula,

Para determinar el tamafio y la distribucién de tamafio

de particula lo mis recomendahbhle es el Coulter Counter.
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Sin embargo, este intrumento no estd disponible en
cualquier laboratorio. Verzele 31> sugiere, para
particulas cuyo tamafio est3i alrededor de 10 pm,
compararlas con las ce¢lulas rojas de la sangre bajo un
microscopio dptico. Asi se puede estimar su tamafio y su

distribucidén de tamafios (Figura No. 5).

Didmetro de Poro Promedia.

Segun Verzele (31) se determina de acuerdo a la

ecuacién de Halpaap:
4 TPV .
d = — X 10
donde S es el drea superficial en mz/g, TPV es el volumen

de poro total en mL/g y d es el didmetro de poro promedio

en nh

Una buena aproximacién del TPY se puede obtener de la
titulacidn directa con un solvente de fase unida seca. El
punto final es justa cuando se moja la muestra y se

empleza a aglomerar.

Este método no se considera muy confiable porque el
punto final es muy subjetivo y, dependiendo del solvente
que se utilice, hay mayor o menor riesgo de evaporacidn,

25



dando diferentes valores en diferentes solventes.

Forma.

Se considerd de importancia este parsmetro porque
define la uniformidad del empacado en la columna. La forma
de las particulas se determina por aobservacién en

microscopio dptico.
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D> OBJETIVOS DE LA TESIS.

1.- Adaptar la tecnologia existente para sintetizar

octadecilsilice para cromatografia utilizando gel de

cilice nacional.

2.- Obtener el ODS polimérico, con un % de cubrimiento

igual o mayor a 15,

3.- Caracterizar el octadecilsilice mediante su espectro

de infrarrojo y su % de cubrimiento.
4.- Optimizar el procedimiento de sintesis.

5.- Encontrar la presentacidén del producte mis adecuada

que permita utilizarlo para purificar y concentrar

muestras.

6.- Poner a disposicién de la Facultad de Ciencias

Quimicas el me jor procedimiento encontrado.

27



II.- PARTE EXPERIMENTAL

A)>.- MATERIALES.

El octadeciltriclorosilano y el trimetilclorosilano
cse obtuvieron de Aldrich Chemical Co. (No. de Cat.
10,481-7 y C7,285-4 respectivamente). El gel de silice
utilizado fue fabricado en la Facultad de Ciencias
Quimicas, producto de la tesis "Sintesis y Caracterizacion
de gel de =silice para Cromatagrafia” (24) y con las
siguientes caracteristicas: Area superficial especifica
mayor a 300 mz/g, tamafio de particula mayor a 50 micras,
volumen de poro de 0.9 mL/g y humedad menor a 0.2%. El
benceno, tolueno, tetracloruro de carbono y metanol se

adquirieron de Productos Quimicos Monterrey, grado

reactivo.
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B>.- EQUIPO.

Los espectros de infrarrojo se obtuvieron en un

espectrofotdémetro Beckman 4210 y en un Bio-Rad.

Las determinaciones de 4rea superficial fueron
realizadas en un Flowsorb II 2300 y en un Quantasorb

Surface Area Analyzer.

Se utiizd un microscopio dptice Micapsa modelo

Collegiate 400 para observar la forma de las particulas.
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C»~- SINTESIS.

Todos los experimentos de sintesis se llevaron a cabo
por un proceso de silanizacidén. El reactivo silanizante
fue el octadeciltriclorosilanoe <(0ODTCS) y para eliminar

silanoles residuales se uatilizdé el trimetilclorosilano

(TMCS).

Se hicieron reaccionar en diferentes condiciones el
gel de silice y el ODTCS. Se =iguid el progreso de la
reaccidén por el contenido de carbén y se determinaron las
condiciones 6ptimas. Se aisld el producto lavando por
decantacidn con el mismo solvente que se usé como medio de
reaccion y luego por filtracién a wvacio con metanol
anhildro, se secéd. Sobre este producto se repite el proceso

de silanizacidn, pero esta vez con TMCS.
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D).~ CARACTERIZACION.

La caracterizaciéon se realizé de acuerdo a los

pardmetros recomendados en la bibliografia.
1.- Cantidad de Fase Unida.

Se calculs el % de superficie cubierta a partir del
contenido de carbén. Este se determiné por dos meétodos:
horno de induccién Leco y por calcinacién. Para el ultimo
metodo se pesan 05 g de muestra secada a vacio a 82C y
se calcinan a 950°C hasta peso constante. Se atribuye la

perdida en peso a € e H unidos al gel de silice.

Si s6lo se ha unido el radical octadecilsilil
(CMH”SI-) la relaciécn de CH es de 18:37. El peso
formula de 18 Atomos de C es de 216 y de 37 Atomos de H es
de 37. La proporcidin en peso H/C es 0.47. Es decir, la
pérdida en peso de la muestra equivale a 1.17 veces el
peso del carbdn. Por lo tanto;

% =8 pérdida x 100

g muestra x 1.17

Por un razonamiento seme jante se concluye que =i el
producte ha sido silanizado también con TMCS, entonces;

% Ccm S pérdida x 100

e muestra x 1.18
31



Los primeros andlisis de ¥ de C se realizaron en la
compafiia John Deere en el horno de induccidn. Las mismas
muestras fueron analizadas por el método de calcinacidén en
nuestro laboratorio. Los resultados coincidieron y =se
decidid utilizar soclamente el método de calcinacién para

las muestras posteriores.
2.- Naturaleza del Radical Unido.

Se confirmé que se unid el octadecilsilil y el
trimetilsilil al gel de silice por espectroscopia de
infrarrojo. Se obtuvieron los espectros de infrarrojo del
gel de silice y del ODS por la técnica de pastilla con KBr
en espectrofotdmetro dispersivo. Los espectros del ODTCS

y del TMCS se obtuvieron del liquido sin diluir.
3.- Forma de la Particula.

Se observd a través de un microscopio 6ptico.
4.- Area Superficial Especifica.

Se determiné el drea superficial especifica en dos
instrumentos cuyo principio de operacién se basa en el
meétodo BET: Flowsorb II 2300 y Quantasorb Surface Area

Analyzer.

32




5.- Didmetro de Poro Promedio.

Se determiné el didmetro de poro promedio de acuerdo
al método recomendado por Verzele (31), titulando 0.5 g de
muestra con tolueno seco hasta que el sélido se empieza a
aglomerar. De esta titulacién se obtiene el volumen total
de poro (TPV), que luego se utiliza en la ecuacion de

Halpaap para calcular diidmetro de poro pbomedio {d).
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E>- EVALUACION.

Una evaluacidn cromatografica del ODS se realizé en
los laboratorios de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L.
(1). El ODS se utilizé para eliminar grasa de muestras de
maiz y para concentrar aflatoxinas por extraccién en fase
sdélida en un metodo denominado: dos columnas. Se emplearon
columnas pequefias rellenas de esta fase y tanto por arriba
como por debajo de ella se colocd fibra de vidrio, lo
minimo necesario para formar una capa delgada de 2 mm de
ancho. El procedimiento detallado del método se describe

en el Apéndice B.

Tambié¢n se probtﬁ. el ODS en los laboratorios de la
empresa Esenclas y Concentrados, S.A. de GV, para
concentrar colorantes de alimentos y luego inyectarlos en
un cromatégrato de liquidos para su anilisis. El
procedimientoe es el reportado por Lawrence (17) y se

describe en al apéndice A,
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IT1L.- RESULTADOS

A).- SINTESIS Y CARACTERIZACION.

La evaluacidén de los experimentos se hizo con base en
el espectro de infrarrojo, el contenide de carbdn y/o el %
de cubrimiento. Se considerd el gel de silice como blance

y un ODS comercial como testigo.

Se probaron diferentes relaciones molares entre los
silanos y el gel de silice. Para todas las proporciones
estudiadas se obtuvo un contenido de carbén aceptable. Se
considera aceptable desde aproximadamente 16 2% C en
adelante, segin Horvath (11). Se establecid que el % de

carbén aumenta ligeramente al aumentar la proporcién de

silanos.

Para investigar la reproducibilidad del proceso se
realizaron 5 experimentos en condiciones idénticas, con
los =iguientes resultados 1954, 2081, 19.49, 2069 vy
2054 % C. Se evalud la desviacién estindar S con base en

el contenido de carbdn, cbteniéndose:
% C = 2021 + .65 (ver Tabla III)>

El espectro de infrarrojo del ODS muestra varias
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TABLA IIX

Reproducibilidad del Proceso

Experimento % C D D2 Desviacién Estéandar
25 19.54 0.67 0.4489 | 8 = { & D*/n—-1
2T 20.81 0.60 0,3600 S = { 0.41665
2U 19.49 0.72 0.5184_
2V 20.69 0.48 0.2304 S = 0.65
2W 20.54 0.33 0.1089
Promedio 20.21 0.56
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diferencias con respecto al del gel de silice (Figura 6).

Aparecen en el del ODS (Figuras 9 y 10) picos angostos
cerca de los 2820 y 2920 em® y un pico de menor
intensidad cerca de los 1460 cm_i, todos ellos atribulbles

a la presencia de enlaces C-H de los radicales orgdnicos
unidos al producto y que se aobservan en los =silanos
(Figuras 7 y 8). AdemAs se observa que en el ODS terminado
disminuye la intensidad del pico ancho caracteristico de
los grupos OH y que se localiza entre los 3500 vy éOOO

-1
cm .

En la Tabla IV se incluyen las absorciones
caracteristicas de los organosilanos y en la Tabla V las

de grupos OH.

La forma de la particula del producto resultd igual a
la forma de la particula de gel de silice empleada como
materia prima. En ambos casos se observa forma irregular.

Se incluyen fotografias en la Figura 11.

Se realizé la determinacidn de Area superficial en el
Flow Sorb II 2300 en la empresa Zinc Nacional y en el
Quantasorb Surface Area Analyzer de Derivados

Metalorgdnicos. Su funcionamiento se basa en la adsorcién
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TABLA 1V

Absorciones Caracteristicas de los Organosilanos (29)

Vibracién Nimero de Onda (cm~1)
{ag CHj 2972 - 2952 intensa
{g CHj3 2882 - 2862 menor gque 4{4g
845 CH3 1475 - 1450 media
85 CHj ‘ 1383 - 1377 media
{ag5 CHg 2936 - 2916 intensa
{g CHg 2863 - 2843 menor que {44
& CHg 1475 - 1450 media
P (CHy)g-CHz 724 - 722 débil
P CHy-CHg 786 - 770 débil
{ OH libre 3650 ~ 3584 intensa
{ OH puente de H inter | 3550 - 3200 intensa
{ OH puente de H intra | 3600 - 3436 intensa
{ co 1260 - 1000 intensa
{ Si-0-R 1110 - 1000 intensa
{ 8i-0-8i 1110 - 1000 intensa
4 Si-OH 910 - 830 intensa
4 Si-CH 3700 - 3200 intensa
6 Si-CHj 1250 - 1290 intensa
& 08i0 800
& si-0 460
& ou: 1630
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TABLA ¥

Absorciones Caracteristicas de Grupos OH (24)

Tipo de Grupo OH Nimero de Onda (cm 1)
OH superficial aislado 3745 - 3750
OH's internos unidos por puente de hidrdgeno 3650 - 3660
OH's superficiales unidos por puente de hidrégeno 3540 - 3550
Hy0 molecular ‘ 3400 - 3500
1627
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a)
Figura 11
Fotografias tomadas en microscopio dptico:

a) Gel de Silice, b) ODS, (400 aumentos)
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TABLA VI

Determinacion de Area Superficial

Muestra Area en Zinc Nacional Area en
DEMOSA
Gel de Silice 5I 237.96 m* /g 238.22
oDs 2—0 105.91 122,37
Gel de silice UNAM 215.94 234.57
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de gases (apéndice €). Los resultados de estos andlisis se
presentan en la Tabla VI, donde se aprecia una reducecidn

notable en el iArea al hacer la derivatizacidn.

El volumen de poro total del ODS resultd ser de 0.65
mL/¢g y el didmetro de poro promedio de 21 nm El gel de
silice utilizado como materia prima tenia 0.9 mL/g y 15 nm
respectivamente. Como se puede observar, al hacer la
derivatizacién el volumen de poro total disminuye y el

diametro de poro promedio aumenta.

Se hizo una estimacién del rendimiento de la reaccion

de la siguiente manera:

Primero se calculan los gramos que se pierden al

calcinar 1 g de producto {gpc).

| %C x 1.18
&pe 100

Con esto se calculan luego los gramos que  se

perderian al calcinar todo el producto (gpt).

gpt = gpc ¥ Rendimiento bruto,

donde el rendimiento bruto son los gramos de ODS que =se

aobtuvieran por cada gramo de gel de silice. Luego gpt se
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resta al rendimiento bruto para obtener los gramos de gel

de silice al final de la reaccién (gf).
gf = Rendimiento brute - gpt,
y finalmente el rendimiento neto se calculd

% Rendimiento neto = _5“{ x 100

g
donde gi son los gramos de gel de silice que se cargaron

al empezar.

Se tomaron los datos de 5 experimentos tipo para
calcular el % Rendimiento neto y dio 903 {(ver Tabla

V11D,

El costo para producir 1g de ODS es de $2,906.00,

mientras que el de importacién cuesta aproximadamente

$5,200.00.
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TABLA VII

Cédlculo de Rendimiento

Experimento % C %23{0 gpc Ept 85 %Ngtg.
2V 20.69 1.17 0.244 0.285 0.885 88.5

2w 20.564 1:21 0.242 0.293 0.917 91.7

2X 18.28 | 1.18 0.216 | 0.257 | 0.932 93.2

8A 18.84 | 1.17 0.222 | 0.260 | 0.91 91.0

8B 19.49 1.13 0.230 0.26 0.87 87.0
Promedio 90.3
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B)>.- EVALUACION.

Los resultados de la evaluacién realizada en la
empresa Esencias y Concentrados, S,A. de C.V. Se reportan

en las siguientes dos hojas.

La evaluacién del ODS realizada en la Facultad de
Medicina de la U.ANL. did los siguigntes resultados:
retuve los compuestos grasos en la primera columna; y las
aflatoxinas fueron concentradas en la segunda, para luego
ser eluidas vy analizadas por HPLC. La informacién
detallada se presenta en el apéndice B. La eficiencia de

la retencién de aflatoxinas se demuestra en la Figura 12.
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Esencias y Concentrados, S.A.de CV,

PARA ; L.Q.I. ISABEL DEL CARMEN SAENZ T.

DE: L.Q.I. JORGE O. ESCOBEDO C.

ASUNTO: RESULTADOS DEL USO DEL EMPAQUE ODS Cjg.

El empague octadecilsilice (ODS) C;g proporcionado por la
Facultad de Ciencias Quimicas fue utilizado para concentrar coloran-—
tes provenientes de refrescos embotellados.- Este Gltimo colocando el
empaque en una columna preparativa, que es un tratamiento previo que

se le da a la muestra para ser inyectada en un cromatodgrafo de liqui-

dos de alta resolucién.

Los resultados obtenidos fueron muy favorables, ya que los
colorantes fueron retenidos en la fase y posteriormente eluidos con —

gran facilidad.

Anexo te presento el cromatograma obtenido.

. L.Q.1. ESCOBEDO C.

Popocatdpetl 210 51 .
Col, Urdiales A Junio 13 de 1991.

Tels. 70-81-32 v 718308
Montarray, N. L., México
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Tels. 70-81-32 v 718308
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70 60 50 40 30 20 10 0

METODO DE EXTRACCION PARA MAIZ: DOS COLUMNAS.
MUESTRA: EVALUACION DE LA SEGUNDA COLUMNA
SEGUNDO PASO CRITICO EN LA ELUCION.

SE OBSERVA RETENCION TOTAL DE AFLATOXINAS.
VOLUMEN DE RECUPERACION: 1 ML,

DETECCION POR FLUORESCENCIA.

SENSIBILIDAD: 30 x 2 MV (MAXIMA).

Figura 12

Retencidén de aflataxinas en 0ODS
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IV.- DISCUSION DE RESULTADOS.

La reaccitén gue se estd llevando a cabo se representa

en la Figura 3.

Como no se ha excluido totalmente el agua del medio,

la fase que se forma es polimérica.

Aungue Majors (20> afirma que la fase monomeérica
tiene mayor eficiencia, experimentos realizados por Sander
en 1984 (27) muestran que las fases poliméricas son
capaces de dar me jores separaciones cromatogrificas y que
su praceso de sintesis requiere controles menos rigurosos

que la fase monomérica.

Como se menciond anteriormente, las fases poliméricas
se obtienen utilizando reactivos polifuncionales. Por
motivos estéricos solo reaccionan 2 de los 3 cloros del
reactivo; el tercero se sustituye por OH que toma del agua

presente en el medio (3 y 28).

Marshall (22), Pryde (25) y Cheng (8) establecen la
necesidad de un proceso de acabado para hacer reaccionar
esos hidroxilos libres y dejar en su lugar radicales no

polares. Esto se logra introduciendo un reactivo

54



silanizante de pequefio volumen, por ejemplo: el

trimetilclorosilano.

Se confirmé mediante espectroscopia infrarroja que se
univ el radical orgidnico a la silice. Como puede
apreclarse en las figuras 6-10, hay diferencias entre los
espectros de silice, ODTCS, TMCS y ODS, Los picos
localizados en los 2920, 2820 y 1460 o::.m_1 que aparecen en
el espectro del ODS se atribuyen a la presencia del
radical orgdnico que se unid quimicamente. El pico ancho
que aparece en la regién de 3500-3000 cm ! Yy dque
corresponde al estiramiento 0-H disminuye de intensidad al
formar el derivado con el ODTCS y disminuye aun mis al
darle el proceso de acabado con el TMCS, gque se utlliza
precisamente para reaccionar con los grupos OH que fueron
inaccesibles para el ODTCS. El pico intenso y ancho que se
presenta entre los 1200-1000 cm ' en los espectros del gel
de silice y del ODS sin recapear y terminado es debido a
los enlaces Si-0-Si y es muy semejante en los tres

espectros.

Majors (21) asegura que puede utilizarse
expectroscopia de IR para medir el avance de reaccién. En

este trabajo se encontré que es sumamente dificil por las
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deficlenclas de esta técnica para estudios cuantitativos
en el equipo que se tenia disponible. Es mis recomendable
y practico obtener esta informacién mediante

determinaciones de > de C.

Se determind el procedimiento dptime evaluando las

diferentes condiciones de reaccién probadas.

La determinacién de la forma de las particulas
confirmd lo establecido por Horvath (11>, la derivatizacidén

no cambia el aspecto del gel de silice.

El darea superficial sufre una disminucién notable, ya
que el radical unido es de gran tamafio y bloquea buena
parte de los poros del gel de silice. Esto ceoincide con lo

reportado por Grushka (102, y Kirkland <15).

La pre=zencia del radical orginico, bloqueando poros
del gel de silice provoca una disminucién en el volumen
total de poro y un aumento en el diidmetro de poro
promedio, ya que los poros mds pequefios son los que se

bloquean.
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V.- GONCLUSIONES

Es posible utilizar gel de silice nacional en la
obtencidén de ODS, produciéndolo con buena calidad (X de

cubrimiento superior a 20).

Es necesario importar los reactivos silanizantes

debido a que no se fabrican en el pais.

La tecnologia para la obtencldén y caracterizacién del
ODS e= adaptable a un laboratorio de investigacidn a nivel
universitario con el siguiente equipo: material de vidrio
con uniones esmeriladas, estufa de vacio, bomba de vacio,
parrilla de calentamiento, espectrofotdmetro de

infrarro jo, prensa pastilladora, mufla, balanza granataria

y analitica.

Es posible empacar el producto en el cuerpoc de una
jeringa o en minicolumna de vidrio. Para lograr esto se
tiene que controlar el tamafio de particula para evitar que

atraviese el material que lo sostiene.

El producte mostrd una excelente capacidad para

retener aflatoxinas y colorantes de alimentos.
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Producir un gramo de ODS cuesta $2,206.00.

RECOMENDACIONES:

Continuar con esta linea de investigacién en las

siguientes dreas:

* Aplicar un método de optimizacién en la sintesis del ODS

como el de Khuri y Cornell (13),

* Obtencién de ODTCy TMCS a partir de compuestos de

silicio mas sencillos disponibles en el pais.

* Investigar la metodologia para empacar columnas para

HPLC y prohar este producto en esa técnica.
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VII - APENDICES.

A}~ AISLAMIENTO DE COLORANTES DE ALIMENTOS EN COLUMNA DE
obs <17).

Se preparan soluciones stock de los colorantes al
0.01-0.02% en agua que contiene 0.005M de fosfato de
tetra-n-butilamonio. Este dltimo se prepara por adicién de
52 mL de solucién de KlizP()‘ 111 M a 25 mL de solucién de
hidréxide de tetra—n-butilamonio 154 M, lo cual produce
una solucién de fosfato de tetra-n- butilamonio con pH

7.2. La solucién se prepara y almacena en un recipiente

osSCcunrgo.

La fase mdvil consiste en mezclas metanol: agua
(4555 ¢ 60:40) conteniendo fosfato de tetra-n-~
butilamonio 0.005 M. La preparacién de la muestra se hizo
como sigue. Un volumen de 100 mL de refresco se hizo 0.005
M en fosfato de tetra-n- butilamonio, luego 20 mL de esta
solucidén se pasan por una columna empacada con ODS. Los
colorantes se retienen en la columna. La columna se lava
con agua, los colorantes se eluyen con mezclas metanol:

agua o metanol solo dependiendo del colorante. El eluato

se inyecta en el cromatégrafo de liquidos y se efectuia la

separacidn.
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B>~ METODO DE DOS COLUMNAS PARA LA EXTRACCION DE
AFLATOXINAS POR FASE SOLIDA INVERSA EN MUESTRAS DE

MAIZ (1).

El ODS preparado en esta tesis se evalué en la
Facultad de Medicina de 1la U.A.NL. como fase sdélida
inversa para retener aflatoxinas por el método llamado de

dos columnhas y que se describe. a continuacion.
PROCEDIMIENTO:

A partir de 1 Kg de maiz de malla numero 20 se
tomaron 10 g y se introdujeron en un vaso de licuadora de
250 ml. Posteriormente se adicionaron 20 mL de una mezcla
de MeOH + HZO (B0+20) y =me agitdé por cinco minutos.

Aproximadamente 8 mL del homogenato previamente filtrado

por poro ancho, se transfirieron a la primera columna, la

cual se acondiciond de la siguiente manera.

ACONDICIONAMIENTO DE LA PRIMER COLUMNA,

Se pesaron 600 mg de fase inversa (C-18 y se
depositaron dentro de una columna. Posteriormente se
adicionaron 6 mL de metanol y se eluyeron mediante bomba
de succlién pero sin dejar secar la fase; después se

adicionaron 6 mL de MeOH + H20 (80+20) y se eluyeron. La
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fase no se dejé secar en ningin paso de la elucién.
Posteriormente se adiciond el homogenatoe. Se eluyd la
solucién y se tomaron 4 mbL del eluido, los cuales =se
diluyeron mediante aforacién a 10 ml. con agua destilada
(ho =se usd agua desionizada debido al contenido de
residuo=s orgianicos). Estos 10 mlL se filtraron con membrana

de 045 micras y se pasaron por una segunda columna

sometida a diferente acondicionamiento.

ACONDICTIONAMIENTO DE LA SEGUNDA COLUMNA.

Se adicicnaron 6 mL de metanol y se eluyeron;
posteriormente se agregaron 6 mL de agua y se eluyeron
también, Después s=e pasaron los 10 mlL obtenidos, en

porciones de 3 en 3 mi.

Posterior a la elucién de los 10 ml, se adicionaron 6
ml de agua. Después se agregaron 2 mL de hexano sin de jar
secar la columna y se eluyeron. La fase se secd por 15
minutos mediante bomba de succién. Para evitar oxidacidn
de las toxinas por el oxigeno del aire, una corriente de

nitrégeno se mantuvo por la parte superior de la columna.

Al término de los 18 minutos se llevd a cabo Ila
elucidn de las aflatoxinas; para ello se adicionaron 4 mlL
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de cloroformo repartidos en 3 alicuotas. La primera de
ellas fue de 2 mL seguida por dos alicuotas de 1 mL cada
una. La elucién se conecté en un tubo de ensayo colocado
dentro de un matraz Lkitasato. Posteriormente se
transfirid la solucién a un vaso de 30 mL en el cual, bajo
corriente de nitrégeno se concentrd la muestra a sequedad.
Después de esto, se llevé a cabo el procedimiento de
derivatizacién. La muestra ya derivatizada se filtré en

membrana de 0.45 micras y se inyecté al cromatdégrafo de

liquidos.

RESULTADQOS:

Para el procedimienta de extraccidn en fase sdlida
(SPE) se evaluaron las eluciones que se hicieron tanto en
la primer columna como en la segunda. Al evaluar la primer
columna se comprobé gue la mayoria de los compuestos
grasos quedaron retenidos. Al hacer un seguimiento de las
etapas de elucién de la segunda columna se encontraron dos
pasos criticos. El primero de ellos ocurre al pasar la
dilucién de 10 mL a traves de la columna previamente
acondicionada., Este acondicionamiento permite la ret..encién

de las aflatoxinas y de otros compuestos de polaridad

69



ligeramente mayor. Un inadecuado acondicionamiento
derivaria en la elucidén de las toxinaz y en la consecuente
pérdida de ellas. Los cromatogramas mostraron que en este
paso en ocasiones =e presenta una ligera pérdida de la
aflatoxina 6.2 (Fig. B.1). Para evitar tal pérdida existen

varias opclones: entre ellas, aumentar la cantidad de fase
s6lida de la segunda columna o incrementar la pelaridad de
la dilucidén que se hace pasar a través de ella; para
cualquier alternativa se sugiere hacer un seguimiente por
HPLC. Sin embargo, otros cromatogramas mostraron que en

acaslones se observa retencidn de las toxinas (Fig. B.2),

El segundo paso critico se presenta en la adicién de
6 mL de agua a través de la columna. En este paso se
podria presentar una indeseable elucién de las toxinas
porque la finalidad de e=sta etapa es la de  eluir
compuestos de polaridad ligeramente mayor; sin embargo,

los cromatogramas no mostraron pérdida de alguna de ellas,

Al término del procedimientoa SPE se hizo una
evaluacidén para probar que la totalidad de las toxinas
hubleran sido eluidas. Se repitié la percolacidn
exclusivamente a hase de solventes, pero los cromatogramas

no mostraron pérdidas (Fig. B.3)
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Posteriormente se evalué$ la extraccién y purificacién
de las aflatoxinas para el procedimiento SPE mediante el

tratamiento de muestras libres de maiz. Los cromatogramas

mostraron recuperaciones que van desde un 85% hasta un 92%
(Figuras No. B4 y B.S5) Las recuperaciones que se
hicieron después, mostraron que no sélo dependen de cada
toxina sino también de la cantida:d con la que se

encuentran presentes en las muestras.
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METOQDO DE EXTRACCION PARA MAIZ: DOS COLUMNAS.
MUESTRA: EVALUACION DE LA SEGUNDA COLUMNA.

PRIMER PASO CRITICO EN LA ELUCION.

ESTE CROMATOGRAMA MUESTRA QUE EN OCASIONES HAY LIGERA
PERDIDA DE LA AFLATOXINA G 2.

VOLUMEN DE RECUPERACION: 1 ML.

SENSIBILIDAD: 30 x 2 MV (MAXIMA) .

DETECCION POR FLUORESCENCIA.

Figura B.1
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METODO DE EXTRACCION PARA MAIZ: DAS COLUMNAS.
MUESTRA: EVALUACION DE LA SEGUNDA COLUMNA.

PRIMER PASO CRITICO EN LA ELUCION

ESTE CROMATOGRAMA MUESTRA RUE EN ESTE PASO DE ELUCION
NO HAY PERDIDA DE LA AFLATOXINA G 2.

VOLUMEN DE RECUPERACION: 1 ML.

DETECCION POR FLUORESCENCIA.

SENSIBILIDAD: 30 x 2 MV (MAXIMA).

Figura B.2 ™
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METODO DE EXTRACCION: DOS COLUMNAS.

MUESTRA: ESTE CROMATOGRAMA DEMUESTRA QUE DESPUES DE
REALIZAR EL PROCEDIMIENTO DE LIMPIEZA MEDIANTE EL USO
DE LA FASE SOLIDA NO GUEDAN RESIDUOS DE AFLATOXINAS EN
ELLA CAPACES DE SER DETECTADOS.

VOLUMEN DE RECUPERACION: 1 ML,

DETECCION POR FLUGORESCENCIA.

SENSIBILIDAD: 30 x 2 MV.

=

Figura B.3
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(Min)

MUESTRA: BLANCO PARA EVALUAR LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS
SIN EMPLEAR MAIZ.

CONCENTRACION: SE SUFUSO UNA CONTAMINACION EQUIVALENTE A:

G 1= 7 NG/G G 2: 80 NG/G

B 1: 4 NG/G B 2z &0 NG/G

METODD DE EXTRACCION: DOS COLUMNAS.

VOLUMEN DE RECUPERACION: 2 ML.

DETECCION POR FLUORESCENCIA.

SENSIBILIDADR: 30 x 2 MV.

RECUPERACION: G 1: 87 Z G 2= 87 %
B 1z B6 7 B 2: 92 %
Figura B.4
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i

MUESTRA: BLANCO PARA EVALUAR LA EXTRACCION
SIN EMPLEAR MAIZ.
CONCENTRACION: SE SUPUSO UNA CONTAMINACION

DE AFLATOXINAS

ERQUIVALENTE A:

G 1z 10 NG/G G 2: 70 NG/G
B 1: 4 NG/G B 25 50 NG/G
METODO DE EXTRACCION: DOS COLUMNAS.
VOLUMEN DE RECUPERACION: 2 ML.
DETECCION POR FLUORESCENCIA.
BENSIBILIDAD: 30 x 2 MV.
RECUPERACION: G 1: 84 %L G 2: B8 %
B 1: 85 % B 2: 92 %
Figura B.S
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C).- DETERMINACION DE AREA SUPERFICIAL.

1.- Teoria.

Una forma de la bien conocida ecuacién de BET que
describe la adsorcién de un gas sobre wuna superficie
sdlida es:

P/Pa 1 C-1. P

= + 1>
V1-P/P) vV G v O Pa
m m

donde V es el volumen (a temperatura y presién estandares)
de gas adsorbido a la presién P; Pa es la presién de
saturacidén, la cual es la presién de vapor del gas licuado
a la temperatura de adsorcidn; Vm es el volumen molar del
gas (CNPT) requerido para formar la capa monomolecular
adsorbida; y G es una constante relacionada con la energia

de adsorcion.

El drea superficial S de la muestra, conociendo el

volumen de gas de la monocapa adsorbida Vm (CNPT> =e

calcula con la =sigulente ecuacién:

AN

donde A es el nimero de Avogadro, M es el volumen molar
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del gas, y N es el irea de cada molécula de gas adsorbida,

La constante C de la ecuacién (1> es tipicamente grande,

de donde dicha ecuacién se reduce a

P/Pa 1 1 P
= _
Vi~ P/PaD v G
m a
P 1 ‘.
Ahora, =i » » la ecuacién (3> se
Po Cc

representar asi

Ji P_]= [T.,._] [T:Z]

“Pa

que rearreglando resulta ser

V.= Vii- P/Pal
m

(3>

puede

1)

)

Sustituyendo la ecuacion (5) en la (2> obtenemos el Aarea

en funcién del volumen de gas adsorbido.

V AN (1- P/P)
8wt

donde S es el irea en metros cuadrados.

2.- Principio de Operacién.

6>

El equipo Flowsorb 2300 esti disefiado para medir el
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irea superficial a nivel molecular de materiales estables
granulados y pulverizados. La determinacién se realiza
midiendo la cantidad de gas que se adsorbe como wuna capa
monomolecular sobre la muestra. Dicha adsorcién se realiza
en o cerca del punto de ebullicién del gas adsorbido. Bajo
condiciones epecificas, el area cubierta por cada molécula
de gas se conoce dentro de limites relativamente
estrechos. El drea de la muestra es entonces calculable
directamente del nimero de moléculas adsorbidas, que se
deriva de la cantidad de gas en las condiciones

prescritas, y del irea ocupada por cada una

Para una mezcla de nitrdgeno y helic al 30% en
volumen de nitrdégeno, las condiciones mas favorables para
la formacién de una monocapa de nitrégeno adsorbido se
establecen a la presidén atmosférica y a la temperatura del
nitrégeno liquido. Para otras mezclas de gases las

condiciones serian diferentes.

En general, el resultado de area superficial obtenido
por el meétodo de multipunto wusando nitrégeno como
adsorbato es mis confiable que uno de punto unico, y el

nitrdgeno gas es preferible a otros gases.
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3.-

Construccién Basica.

Mecianicamente, los elementos esenciales del Flow Sorb

2300 son:

a)

b>

Fod

d)

e)

£

2)

Los componentes para encender y apagar el flujo de gas,
regulayr y dirdgir el flujo e indicar la velocidad de
flujo;

puntos de unién en los cuales el gz;s pasa a través de
una trampa de enfriamiento para remover trazas de
humedad que pudieran estar presentes en el gas, puntaos
en los cuales la muestra se expone al gas calentado
para liberarla de gases y vapores extrafios, y puntos en
los cuales se desarrolla la prueba;

Un septum por medio del cual se introduce una cantidad

conocida de gas para calibracidn;

un filtro para prevenir que el polvo sea arrastrado a
partes criticas;

celdas selladas de conductividad térmica operando a una
temperatura fija de 42+1°C para la deteccién de la

concentracién del gas;

un arreglo de vilvulas por medio del cual se puede
controlar la entrada de gas a una de las celdas; y

un recipiente Dewar.
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4.~ Portamuestras.

Es un tubo de vidrio en forma de V, que se conecta al

sistema mediante dos uniones macho. La misma unidad se

utiliza tanto para desga=sificar la muestra como para hacer

1a determinacion .

5- Manta de Calentamiento.

Se utiliza para desgasificar la muestra. Se

sobre el portamuestras.

6.- Recipiente Dewar.

instala

Se requiere para contener el nitrégeno liquido.

7.- Especificaciones,

-~ Area superficial minioa
- Area superficial méxima
-~ Area superficial especifica minima

- Area superficial especifica maxima
- Volumen de portamuestras

- Temperatura de desgasificacidn
~ Exactitud/reproducibilidad

Bajas superficies especificas

0.1 w®
280 m*
0.01 mn*/g aproximadamente.

Limitada por la exactitud al
pasar la muestra mis pequefia.

1l cm estandar, hay otros
tamaifios disponibles.

35-400°C

Tipicamente mejor que *3% (en
el método de punto wGnico) ¥y
+2%X (en el método de
multipunto)}, ambog dentro del
+0.5% de reproducibilidad.
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- Moderadas y altas superficies
especificas.

- Gas

Liquido de enfriamiento

Materiales expuestos
Portamuestras

Componentes internos

Temperatura

Humedad

Tipicamente mejor que 2%
(método de punto Unico) vy
+1.5% (método de multipunto),
ambos dentro de *0.5X% de
reproducibilidad.

Mezclas con helio, de
nitrégeno, argén, criptdn,
diéxido de carbono, etano,
n-butano, y otros gases no
corrosivos. Se recomienda una
mezcla de 30%¥ N y 70% He para
andlisis de punto inico, ¥y
para multipunto sBe sugieren
mezclas de He y 5, 12, 18 ¥
24X N aproximadamente.

Nitrégeno u oxigeno liquidos,
bafios de solventes, agua fria
Vidrio de borosilicato, Gtil

hasta 400°C.

Acero inoxidable
cobre Buna-N

tipo 316,

Operacién 15-32°C
Almacenamiento y envio 0-50°C

20-80% relativa
(no condensante).
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Figura C. 1

Diagrama Esquemitico FlowSorb 2300
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Figura C. 2

Conexion de Lineas de Gas
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Figura C. 3

Tubas de Muestra
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BUANTACHROME CORPORATION

e oA E A o TS MULTIPOINT B.B,T. SURFACE AREA DATA SHEET
fate .zz !;! /9/ Sample B 4 /A{#u _l_) Total Weight P78 X g gms,
as Procedure _ Inp?c. A3 hra. -Tare U-Ybo0y
Opsrstor ﬁg(:.; daf)mdnu *;rlcw Sample Welgzht (W) 0,0 ZZQ gns.
Adgorbate | o rrier Paa-Pt Calibration Signal | Calibration |X 1
Point | Flow (r.) Pag< ®/p, | Ba/p | (Po/p)-2 | voruee X = ol =(a).X, o
Fya) | mifmin Taottc | T [tve) e | oreme [ G5 | (a)emd e L CYRR Hiewan)
- ~3
I p.299l2 v | 2.y 3.5 |yoxio| ypo | _pz3p | Soym |iovwit| 9¢. $360
B = 2
22|t | vy 3.0 Lywsliralol uds 13.9x8 |4, 6xs5" | 6/ 262
ITI -3 - -
p.098lsp- 2| 9.2 2. 25 |Sawm| /) | jods |ayyio | 3. /ax8| 32. 8929
v
v
VI
vII
VIII
Ambient Pressure, Pp= ............-..Zﬁ?...mu 23
Xp(6.02x10 A,
Sample Pressure(sbove embient),Pg=-.......... g FoT — L s P/Po Total Surface Area(Sg)e=2 %
Total Pressure,Pp= PatPg=oiciornse- svressees JEOHG )| [(P"/P)']'] L}
Vapor Pressure (above amblent), Pg=......... oy Slope, (s)...932% _Qxﬂ }’“_ #For N2 Sy= X5(3.UB3 x 103) -
Seturated Vapor Pressure, Poe Pg+ Pa=........mulg / A/PO(.
S8 Intercept,(I).. k.
Ambient Temperature, T -.‘?p:f-.f.'?l?.:'. 222 % 5= 7062 (7 2
Molecular Weight of Adsorbate, My=...... 28, . g Yoe A_ . .0-003pSD
fdsorbate Cross Sectiomal Area, Apg* cecvevve R S +1 THtesrtetl

Specific Surface Area (S) =

x|

Galibration Gas Weight, Xg= ‘Hlv

6.235a)! (-jﬁr.a. 1 P!’G’\ST,\’I? Correlacicn o O ?92

o 230 2P . P la
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QUANTACHAOME CORPORATION

5 Awoi Way. Syessat MY. 11701 o Phony 5% 105-2240

€-/x-9/

* Date

MULTIPOINT B.E.T. SURFACE AREA DATA SHEET

1

Sample MLM Total Weight Hosrq & gas.

Outgas Procedure 4 4on £ 5pa ¥4, -Tare . 4585
Opsretor AMALlo MAP TIA/ET  MORA Sample Weizht (W) 4.0340 ams,
Admorbate | o ey F.a.P Calibration 81, t
Point | Flow ¥.) Paardt | 2/p | Pofp | (Ro/p)2 Xe goal | Calibration |x-(A).X, 1
g n.zn .(u‘].m = FageFe ° OIP OIP (“l’:;.m:e Grams ?:;a (A?l:; iAical {(PO/ P)-)]x P0/ P
I . S -7 <3
.29¢| 2 Y] 27 2./25  legyto |2975 ) s4f8 2-92xeo |5-§3x1e | /68.33FF
1x / -J -7 =,
2%lsd | v -9 oty | 1261 | (242 2.07gte 8. 574t0 | (13,3213
111 <3 -J -2
0.09lp. 2] 92 |/-25  \tympe| fot $85 tyzaew  |1-3Txro 23,8471
v
v
VI
© VIE
IT11
Amblent Pre=sure, Pa= .u.-ceceeeceea.s ZS:?..-mllg 23
X (6.02x10 7 )A
“ample Pressure(abave ambient),Bus.. .. ..... _— PLOT ! vs B/B;  Total Surface Area(sp)s. 2200 Mles
Total Presaure,Pe= Pa+Pgmyasicvasuorirvnasavs muHg x [(ro/ P)']] Yo
Vapor Pressure (above ambient), L T T TenHg smpe,(s).,..{{;-,?_z. ,zf,o,lz #Por W Sp= Xy (3-483 x 103) e
Saturated Vapor Preesure, Pos Pzt Pa=........callg Totercept, (1).252 25274447
Ambient Temperature, T =..2L.7.22.3. 7274, °k 56852V .2
dolecular Weight of Adsorbate, Mi=...... S 5 Yoo 1 3 ooo[iﬁ?}‘i’g
hispybete Hroks Gacktanal Area; KR cuneneys » se1 T o 8pecific Surface Area {3) = Se
: MYV W
Ualibration Gas Weight, Xe= 22 <laeicn = _‘”ﬂ
on 3 s Xe e Correltacic ‘ 3‘
7 WAL LS R T
/‘31?97&'(0 ZZ }‘ /g
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QUANTACHROME CORPORATIOM

MR i T D P MULTIPOINT B.E.T. SURFACE AREA DATA SHEET
pata 2 ,ag/,/ Savple _S ifieer AU (4d+ws-3) Total Welgnt (L Y273  gms.
77 5 Outgag Procedure _g300% x2hvy =~ =Tore A oY
Npsrator g;:gu &mg“ :Zb!lgﬂ-' Sample Weight (W) 002 13 gms.
Adsorbate
Carrier Fagd-Pt Calibration Signsl | Calibration |x=(A).X 1
Point | Flow ¥ Pad-o P/p, | Pofp | (Rafp)-L Xe e ;
[ IR IO Rl v ] bl il Ao P S I B IO G SRR
1 0229l 2.9| 2y o2 Ntowd | ped | jass lresxi® lysensd | 205 85709
II A3
0.49%)s5-1 | ¥/ /-SS  Y-Ixmo | 193 (15> 16305 |26 23| 230, 9p2y
III y
0.0%ip-2) 9.2 /35" Ve yio 2002 900 | lexis |1.sx/8 ) 62 STYD
v
v
VI
VII
vIIT .
rmbient Pressure, Py= ...............Z?:?...mﬂg 23
pl6.02x107 7 )A
sample Pressure(ebove ambient),Pa=..........axMg mor — 1 s p/e, Total Surface Area(S¢)s=T  ~ — ° <%
‘otal Pressure,Pys PgtPg=c..ivecsiaiansvass amig X [(P"/P)'l] Ha
rapor Preasure (above ambient), Eg=..........onig Slope,(s).. £ 22: 296 .. *For oSy Xp(3.403 x 10%) o
Saturated Vapar Betminf,) Py et Cut-- 1 (- Hile Intercept, (1).7. /2. 27573,
imbient Tempersture, T = R2%¢7.2/3.7.292. *k 8. 02263, 2
olecular Weight of Adsorbate, My=......36... 5 Xee 1 - 0.00243¢ N
- jdsorbate Croms Sectional Ares, Agg® s-eovvne s+x T e Bpecific Surface Area (S) = Se

, . _ PV » W
Calibration Gen Weight, X at?;l—on;s I’J"\S‘Sﬂg Correlacicn « O. 22£

Sﬂ.r?.‘.;«y‘ “?b uz/g
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D.- PLAN COMERCIAL PROPUESTO.

I.- Seleccién del mercado.
* Aspectos generales.

El proyecto consiste en la fabricacidn y venta de
fases estacionarias para cromatografia. Estos productos
actualmente se importan y tienen un precio altoe, por lo

que su venta seria muy atractiva.

Se planea fabricarlos a partir de materias primas del
pais en su mayoria, por lo que nuestros productos serian

mis baratos que los de importacidn.

Las fases 0 empagues para columnas cromatogrificas se
emplean en los laboratorios de empresas e instituciones de
las 4reas de quimica, biclogia y medicina; y se utilizan
para trabajos especiales de investigacién y para anidlisis
de rutina en control de proceso, de materia prima o de

producto, para andlisis clinicos, para estudios

fitoquimicos, etc.

Como estos productos se emplean a nivel laboratorio
el volumen de ventas mensual esperadc es del orden de

kilogramos y es posible su fabricacién en los laboratorios

de la facultad.
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Pien=o que el sistema no seria elistico porque aunque
el precio varie, la demanda no varia mucho ya que estos
praoductos son nece=sarios de todas maneras para los fines

antes mencionados.

El precio de los empaques para cromatografia se ha
mantenido alto desde gue empezaron a utilizarse, es decir,
ha tenido una dinamica mis o menos estable,

* Tipo de negocio y evolucién.

El negocio es justamente fabricar y vender empaques

para cromatografia.

En la competencia existen ya varias marcas como:

DuPont. = francesa

Waters - estadounidense
Supelco = estadounidense
Burdick y Jackson - estadounidense

Todas estas empresas tienen muchoe reconocimiento en
el mercado internacional. DuPont elabora productos
quimicos de muchos tipos, mientras Waters y Supelco
trahajan especificamente en cromatografia. Estas ultimas,
ademis de empaques venden las columnas, solventes,

cartuchos, accesorios para cromatégrafos y servicio
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tecnico.

Algunos clientes potenciales han probado ya nuestros
productos y han quedado satisfechos con los resultados.
Pero no esperamos ser mejores que Waters, Supelco vy
DuPont. Nuestro ingreso al mercado tendria que ser por

precio y por disponihilidad.

La Facultad de Ciencias Quimicas dispone de un
laboratorio que puede ser destinado a fabricar empaques
para cromatografia y cuenta con una parte del material y
equipo requeridos, Hace falta comprar materias primas,
contratar personal y adquirir mis equipo para poder

satisfacer la demanda esperada.

* Necesidades o hidbitos a ser cubiertos.

Los empaque para cromatografia son indispensables en
laboratorios quimicos, blolégicos y meédicos. Se utilizan

para separar los componentes de una muestra o simplemente

para purificar algun material.

* Cliente.

La Facultad le venderia toda su produccién a un

representante que solicité ser exclusivo, y €l la venderi
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al consumidor final

Estos productos tendrian que darse a conocer en el
ambiente profesional, como en congresos, conferencias,
seminarios, revistas, en el canal 53 de la U.A.NL., o
vizsitando a los posibles clientes para hablarles de las

ventajas que obtendrian al adquirirlos.

Para motivar al cliente a comprarnos se le hari ver
que el precio es bajo y que funciona igual a los de la
competencia. Se le puede obsequiar una muestra pequebia

para que lo pruebe y =se convenza por =si mismo de =su

eficacia.

% Entorno.

Actualmente los empaques para cromatografia pagan un
impuesto alto al importarse y esto hace su precio alto.
Dentro de poco tiempo las fronteras comerciales no van a
exlstir y s=se abaratarian estos productos aun siendo
extranjeros. Tenemos prisa por convencer al cliente de
que nuestro praducto es bueno y baratoe antes de que los de

la competencia, que ya sabemos que son buenos, se vuelvan

también baratos.
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Diselio de la Oferta.

* Producto.

El objetivo es vender empaques para cromatografia de

li quidos.

Planeamos venderlos en cartuchos reutilizables de 1
&. Lo= mane jaremos empacados en pequeﬁos cartuchos que se
pueden utilizar § ¢ 6 veces y luego se desechan. Esta
presentacién es la recomendada para purificar muestras o

para concentrar el componente de interés.

E= necesario tener un =stock de las materias primas
que deben comprarse en el extranjerco, para gque en el
momento en que el cliente nos solicite el producto, se lo

podamos fabhricar y surtir oportunamente.
I11. Colocacidén de la oferta.

* Fuerza de ventas.

No nos vamos a manejar a través de vendedores.

Nuestra produccién esti comprada de antemano por el

diztribuidaor.
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* Publicidad.

Se editaran folletos donde se informen las
caracteristicas de nuestro producto. Se montarian
exposiciones en los congresos y seminarios del ambiente
cientifico. Se pondrin anuncios en las revistas técnicas
de circulacién nacional y en el canal 53 y se harin

visitas personales a las empresas que pudieran

interesarse.

El servicio técnico lo ofrecerd el  representante

directamente al cliente.
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