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RESUMEN
En la presente investigacion se adecu6 el cromatografo de gases marca Perkin
Elmer AutoSystem XL ubicado en el Centro de Investigacion en Salud
(CENSALUD) utilizando el método plasmado en Oficial de Methods of Analysis
of the Association of Official Analytical Chemists (AOAC), para la determinacion
de metanol en bebidas destiladas (AOAC 9.092).
Se verifico el correcto funcionamiento del cromatografo de gases Perkin Elmer
AutoSystem XL, determinando ausencia de fuga y la presion de los
gases(hidrogeno, oxigeno Yy helio), se instal6 una columna marca Perkin Elmer
Elite 1 de 15 metros de longitud vy el software TotalChrome versién 2011 como
preparacion previa a las corridas de la muestra que consistian en una mezcla
de 3 alcoholes de alta pureza (Etanol, Metanol y Butanol).
Se realizaron 6 corridas a diferentes presiones (1.5 Psi, 1.8 Psi, 2.0 Psi, 2.5 Psi,
3.0 Psi, 3.5 Psi), manteniendo constante los siguientes parametros: Split,
temperatura de inyeccién, horno, detector, cantidad de muestra inyectada, tipo
de columna y gas.
A los cromatogramas se les identificé los tiempos de retencién, anchura media,
altura, selectividad, nimero de platos teoricos, resolucion, flujo de fase mévil y
ndmero equivalente a un plato tedrico.
Posteriormente se realizo la grafica de Vam Demmter determinando el rango de
presion Optima que fue de 2.5 psi, con el valor obtenido se hicieron cambios al
Split manteniendo la presidbn constante, para buscar mejorar los
cromatogramas. Los valores obtenidos se compararon con los cromatogramas
a diferentes presiones y split determinando que el mejor perfil analitico es el
obtenido a una presion de 2.5 psi y el split es de 25 mililitro por minutos,
logrando adecuar el cromatégrafo de gases marca Perkin Elmer AutoSystem XL
ubicado en el Centro de Investigacion en Salud CENSALUD, por lo tanto se

recomienda validar el método de determinacibn de metanol en bebidas



alcohdlicas por cromatografia de gases ya que se ha demostrado que el equipo
es Optimo para este tipo de analisis.
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1.0 INTRODUCCION

La cromatografia de gases es de gran utilidad por la alta resolucion que
presenta al realizar un analisis de muestras liquidas, gaseosas o sélidas (en
solvente), que permiten la separacion de muestras, sin embargo es necesario
realizar una adecuacion del equipo para que pueda funcionar en optimas
condiciones y de acuerdo a las necesidades del laboratorio, evitando asi errores
0 problemas de funcionamiento del equipo.

El equipo de cromatografia de gases marca Perkin Elmer Autosystem XL
ubicado en el “Laboratorio de Analisis Fisico Quimico del Centro de
Investigaciones y Desarrollo en Salud” CENSALUD, habia estado inactivo por 4
afos, por lo que se realiz6 una adecuacion del cromatégrafo de gases para
evidenciar el desempefio del mismo con el método Oficial Methods of Analysis
of the Association of Official Analytical Chemists (AOAC), para la determinacion
de metanol en bebidas destiladas (AOAC 9.092).

Con la adecuacion del equipo se revisO y arreglé las fallas quedando en
Optimas condiciones para el uso en investigaciones de los estudiantes, ademas
se realiz6 un estudio de los perfiles analiticos que mostraron parametros
iniciales, por medio de la calibracion y cambio de columnas, que permitira un
mejor control en la optimizacion de la resolucién en los resultados y obtener asi
puntos de referencias que indiquen el estado del aparato.

Se utilizd6 como muestra una mezcla de alcoholes de alta pureza (Etanol,
Metanol y Butanol) para determinar sus tiempos de retencidén optimizados.

Con los valores obtenidos se realizé graficas de Van Deemter, lo cual permitio
determinar el flujo 6ptimo y valores experimentales de altura de platos tedricos,
velocidad final, especificando asi los valores cercanos al valor real de presion

para adecuar de una mejor forma los perfiles cromatograficos de gases.
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La investigacion bibliografica y préactica, de este documento permitio que el
analista trabajara con mas facilidad y rapidez en la adecuacion de un
cromatografo de gases.

En la actualidad, en la Universidad de ElI Salvador hay pocas fuentes
bibliograficas actualizadas que brinden referencias de estudios de perfiles
analiticos y optimizacion de un cromatografo de gases, por lo que esta
investigacién servira de apoyo en adecuaciones y optimizaciones futuras.

Todo este proceso y dicho estudio se realiz6 en el periodo de 18 meses
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

2.2

Adecuar el cromatografo de gases marca Perkin Elmer AutoSystem XL

ubicado en el Laboratorio de Analisis Fisico Quimico del Centro de

Investigaciones y Desarrollo en Salud (CENSALUD).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

221

2.2.2

2.2.3

2.2.4

Realizar una adecuada configuracién del cromatografo de gases

para lograr un éptimo rendimiento en el cromatograma.

Realizar ensayos por medio de corridas de solventes de
referencias (Metanol, Etanol y Butanol) para determinar los
nameros efectivos de platos tedricos, la velocidad lineal del gas de
arrastre, la selectividad y resolucion de los analitos.

Identificar problemas en la resolucién de los cromatograma para
obtener un Optimo rendimiento, modificando parametros como,
temperatura, flujo.

Seleccionar el mejor perfil analitico en los ensayos de pruebas
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3.0 MARCO TEORICO

La adecuaciéon de un equipo consiste principalmente en acomodar el equipo a
las condiciones del lugar de trabajo, logrando asi el éptimo funcionamiento de
este. Para lograr la adecuaciéon del cromatégrafo de gases es necesario
conocer las condiciones y herramientas de equipo con lo que se cuenta en el
laboratorio, asi como todas las generalidades que se explicaran a continuacion.

3.1 HISTORIA DE LA CROMATOGRAFIA DE GASES. 5 14)
La cromatografia tuvo sus comienzos en 1850 con la separacion de
anilinas por F.F. Runge. En este proceso utilizé un filtro de papel y un
solvente para lograr la separacion de varios colorantes. Runge tomo como
base la afinidad del color/papel y la diferencia de peso molecular.
Esta técnica es ampliamente conocida y se le conoce como cromatografia
de papel.
En 1906 Tswett presentd la utilizacion de columnas empacadas con un
adsorbente adecuado para separar pigmentos vegetales, a este
procedimiento se le llamé cromatografia de tintas. En esta técnica también
se empled un liguido mévil para remover (eluir) los compuestos adheridos
en el material de empaque. Los compuestos adsorbidos se eluyeron en la
corriente del liquido mavil y pudieron colectarse al final de la columna.
En 1941, Martin y Singe sugirieron la posibilidad de utilizar un gas en la
fase mévil del cromatégrafo, pero esto se quedo sélo en teoria y nunca se
puso en la préactica.
En 1952, Martin y James empleaban una bureta automatica para detectar
y determinar los acidos y bases. El primer cromatégrafo de gases satisfizo
sélo estos grupos funcionales, el verdadero potencial no se pudo alcanzar
hasta la publicacion de Ray, del primer cromatograma en 1954, el detector

utilizado fue conductividad térmica.
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Fue en 1955 que los primeros instrumentos comerciales aparecieron en el
mercado. (14

En las ultimas décadas, los instrumentos de cromatografia de gases que
han aparecido en el mercado presentan muchos cambios y mejoras. En
los afios setenta, se hicieron habituales los integradores electrénicos y
equipos de procesadores de datos basados en ordenadores. Los afios
ochenta introdujeron la utilizacibn de los ordenadores para el control
automatico para la mayoria de los parametros instrumentales, tales como
la temperatura de la columna, caudal y la inyeccion de la muestra; el
desarrollo de instrumentos de un muy alto rendimiento a un costo
moderado; y tal vez lo mas importante, el desarrollo de la columna
abiertas que son capaces de separar una multitud de analitos en tiempos

relativamente cortos. s

Cromatografia gaseosaio)

La cromatografia gaseosa es un método de separacion en el cual los
componentes de una mezcla se reparten entre dos fases: la fase
estacionaria (liquida), que posee una superficie de exposicion muy grande
y la otra, la fase mdvil, que es un gas que circula en contacto con la fase
estacionaria. La muestra se vaporiza en el sistema de inyeccion y es
transportada por la fase movil gaseosa (gas portador) a través de la
columna. El reparto o particion de los componentes de la muestra con la
fase estacionaria, se basa en sus diferentes solubilidades en esta fase a
una temperatura dada. Por lo tanto, los componentes de la mezcla
(solutos o0 analitos) se separan entre si en base a sus presiones de vapor
relativas y de acuerdo a sus afinidades con la fase estacionaria. Este tipo
de proceso cromatografico se denomina elucion.

Los principales componentes en un sistema de cromatografia gaseosa

son: la fuente de gas portador, el sistema de inyeccion, el horno que
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contiene la columna, el detector y el sistema de registro e integracion. (Ver
anexo N° 1 figura N° 7 y 8)

En resumen, un cromatografo de gases funciona de la siguiente forma: un
gas inerte fluye en forma continta desde un cilindro de gas a través del
inyector, la columna y el detector. La velocidad de flujo del gas
transportador se controla para asegurar tiempos de retencion
reproductibles y minimizar las variaciones y ruidos en el detector. La
muestra se inyecta (normalmente con una microjeringa) en el inyector que
se encuentra a alta temperatura donde se vaporiza y es transportada a la
columna, en general de 15 a 150 metros de largo, cubierta en la parte
interior por un film de un liquido de alto punto de ebullicion (la fase
estacionaria).

La muestra se reparte entre la fase movil y la estacionaria de modo de que
los componentes individuales se separen en base a su solubilidad relativa
en la fase liquida y sus presiones de vapor relativas.

Luego de la columna, el gas portador y la muestra pasan a través de un
detector, donde se mide la cantidad de cada componente y se genera una
sefal eléctrica. Esta sefial se transmite a un sistema de registro e
integracion, el cual genera un cromatograma que representa un registro
del andlisis. En la mayor parte de los casos, el sistema integra
automaticamente el area de cada pico, realiza los calculos e imprime un
reporte con los resultados cuantitativos y los tiempos de retencion.
Inicialmente se utilizaron columnas empacadas, actualmente para la
mayor parte de las aplicaciones de la cromatografia gaseosa, se prefiere
utilizar columnas capilares que permiten obtener una resolucion mas

eficiente. (Ver anexo 1, figura N° 9)
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CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS QUE PUEDEN SER
ANALIZADAS POR CROMATOGRAFIA GASEOSA. 11

Gases, liquidos o sdlidos.

Peso molecular entre 2 a un aproximado de 400 unidades de masa.
Valores mayores se alcanzan con técnicas especiales.

Compuestos organicos o inorganicos.

La muestra debe ser volatil o debe poder ser transformada en volatil.

VENTAJAS DE LA CROMATOGRAFIA DE GASES. (9,13

Eficiente, permite alta resolucion.

Requiere muestras pequefas.

Alta sensibilidad, detecta ppm y a menudo ppb.

Proporcionando informacion para los andlisis cualitativo y cuantitativo.
Alta velocidad de analisis: un andlisis completo puede realizarse en
tiempos relativamente cortos (30 min.).

Buena exactitud.

Facil de usar.

Usando las condiciones analiticas adecuadas se pueden hacer

separaciones imposibles de realizar por otros métodos.

LIMITACIONES DE LA CROMATOGRAFIA DE GASES. (13

La muestra debe ser volatil.

No aplicable a muestras termolabiles.

Muestras “sucias” requieren de un filtrado previo.

Se debe utilizar otro sistema de detecciéon por ejemplo: Detector de
masa (MS) para la confirmacion de la identificacion.

Es necesario entrenamiento y experiencia por el técnico analista.
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3.6 COMPONENTES DE UN CROMATOGRAFO DE GASES
3.6.1 Gas portador (carrier)

La funcién principal del gas portador es transportar la muestra a
través de la columna. Es la fase movil, debe ser inerte en las
condiciones usadas y no debe interaccionar quimicamente con la
muestra. Una segunda funcibn es actuar como una matriz
conveniente en el detector para la medida de los componentes en la
mezcla.
Un gas portador debe reunir ciertas condiciones las cuales son:

- Debe ser inerte para evitar interacciones (tanto con la muestra

como con la fase estacionaria).

- Debe ser capaz de minimizar la difusion gaseosa.

- Féacilmente disponible y puro.

- Economico.

- Adecuado al detector a utilizar. ;s

La seleccibn del gas portador y su seleccion dependera
fundamentalmente del tipo de detector utilizado. Los gases mas
utilizados son Nitrégeno (Ny), hidrogeno (H.), Helio (He) o Argdn
(Ar). El H; tiene la menor viscosidad de todos, lo que significa que
Su uso es ventajoso en columnas capilares largas en las cuales se
requiere flujos relativamente altos. La curva de Van Deemter, que
relaciona la altura de plato tedrico de la columna con la velocidad
de flujo linear de la fase mavil, a partir de la cual la eficiencia de la
columna puede ser optimizada, es muy diferente para el H, y N».

En la figura N° 1, se observa la curva de Van Deemter para
diferentes gases, donde se produce un minimo mas achatado para
el H;, lo que determina una eficiencia de la columna

considerablemente mayor a la velocidad de flujo altos. (1
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Sistemas de control de flujo

El sistema de control de flujo esta representado por los reguladores
de dos etapas conectados a los cilindros del gas portador,
necesarios para reducir la presion del cilindro desde
aproximadamente 2500 psi a un nivel de 20 — 60 psi (presion).

Para cromatografia gaseosa isoterma (temperatura del horno
constante durante toda la corrida), la presion de entrada constante
es suficiente para tener una velocidad de flujo constante,
asumiendo que la columna produce una caida de presion
constante.

Para cromatografia gaseosa en la que se utilizan programas de
temperatura, aun cuando la presion de entrada de la fase movil es
constante, la velocidad de flujo disminuira a medida de que la
temperatura de la columna aumenta. Esta disminucion de la
velocidad de flujo es debida al aumento de la viscosidad del gas
portador a temperaturas elevadas. En todos los cromatografo de
temperatura programada, se debe utilizar un controlador diferencial

de flujo que asegure una velocidad de flujo constante. )

Sistemas de inyeccion

La inyeccion de muestra es un apartado critico, ya que se debe
inyectar una cantidad adecuada, y debe introducirse de forma tal
(como un "tapon de vapor") que sea rapida para evitar el
ensanchamiento de las bandas de salida; este efecto se da con
cantidades elevadas de analito. EI método mas utilizado emplea
una microjeringa (de varios microlitros) para introducir el analito en
una camara de vaporizacion instantdnea. Esta camara esta 50 °C

por encima del punto de ebullicién del componente menos volatil, y
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esta sellada por una junta de goma de silicona llamada septa o
septum.

Si es necesaria una reproducibilidad del tamafio de muestra
inyectado se puede usar una valvula de seis vias o valvula de
inyeccién, donde la cantidad a inyectar es constante y determinada
por el tamario del bucle de dicha valvula. 4

Inyectores

El inyector es la puerta de entrada de la muestra en el
cromatografo. Tiene otras dos funciones: vaporizar y arrastrar a la
cabeza de la columna la muestra mezclada con el gas portador. Las
caracteristicas de los inyectores asi como la de los modos de
inyeccion se diferencian segun el tipo de columnas que se utiliza, la
calidad de la separacion depende de la calidad de este analisis.

A. Modalidad split o con divisién

- La muestra se vaporiza en un inyector a alta temperatura.

- La muestra vaporizada se divide (split) por lo que s6lo una
parte conocida de la muestra entra a la columna de
separacion.

- Larelacién normal de split utilizada esté entre 10:1 a 200:1.

- El operador regula la relacién de split abriendo o cerrando
una valvula y controlando los valores de flujo. 1)

- Es una forma de reducir el volumen de la muestra.

- No es adecuada para trazas. 4

B. Modalidad splitless o sin division

Otra forma de inyectar la muestra para columnas capilares es la

técnica de “splitless injection”, la cual es particularmente util para

muestras muy diluidas, dado que en este caso el sistema
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concentra la muestra en la entrada de la columna (ver anexo 1,
figura 10).

Caracteristicas y pasos a seguir:

Se inserta en el inyector la jeringa y se aguarda alrededor
de 5 segundos

Se cierra la valvula de split (requiere purga de septa)

Se inyectan entre 1 a 3 microlitos en la columna fria

Se abre la vélvula del split luego de 45 segundos para
purgar el inyector (flujo 30-50 ml/min)

Iniciar programa de temperatura de la columna (horno)

El 80% de la muestra entra a la columna (ver anexo 1,
figura N° 11).

. Inyeccion On-column o dentro de la columna

La muestra es introducida directamente, por medio de una
jeringa especial, en la columna, sin calentamiento previo o
mezcla con el gas portador.

Se utiliza basicamente para aquellos solutos que son
termolabiles y para los que tienen puntos de ebullicion altos.
La inyeccibn se hace directamente en la columna
manteniéndola temperatura inferior al punto de ebullicién
del disolvente (ver anexo 1, figura N° 12).

La zona de inyeccion se refrigera con aire.

Aumento brusco de temperatura despues de la inyeccion
Se usa en muestras que pueden descomponerse al

calentarse. g
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3.6.5 Columnas y tipos de fases estacionarias

Existen 2 tipos de columnas, las columnas empaquetadas (o

columnas de relleno) y las columnas capilares (o abiertas) y ambas

tiene diferentes eficacias. En las columnas empaquetadas, la fase

estacionaria esta inmovilizada por la impregnacion o por reaccion

quimica con el soporte poroso, mientras que en las columnas

capilares una capa fina de fase estacionaria es depositada o una

unidad mediante un enlace quimico en la superficie interna de la

columna.

A. Columnas de relleno
Las columnas de relleno o empacadas consisten en unos tubos
de vidrio, metal (inerte a ser posible como el acero inoxidable,
niquel, cobre o Aluminio) o teflon, de longitud de 2 a 4 metros y
un didmetro interno de unos pocos milimetros, tipicamente de 2
a 4. El interior se rellena con un material solido, finamente
dividido para tener una méaxima superficie de interaccion y
recubierto con una capa de espesores entre 50 nm y 1um. Para
gue puedan introducirse en el horno, se enrollan
convenientemente.
El material de relleno ideal consiste en pequefias particulas,
esféricas y uniformes, con una buena resistencia mecanica,
para tener una maxima superficie donde interaccionar la fase
estacionaria y el analito. La superficie especifica minima ha de
ser de 1 m?/g. Como todos los componentes de columnas para
cromatografia de gases, debe ser inerte a altas temperaturas
(~400 °C) y humectarse uniformemente con la fase liquida
estacionaria durante el proceso de fabricacion. El material
preferido fue la tierra de diatomeas natural, debido a su tamafio

de poro natural. Estas especies, ya extinguidas, utilizaban un
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sistema de difusion molecular para tomar nutrientes del medio y
expulsar sus residuos. Por tanto, debido a que el sistema de
absorcion superficial del analito y la fase estacionaria es
parecido, son materiales especialmente utiles.

El tamafio es critico a la hora de darse el proceso de interaccion
del analito, y a menores tamafios la eficacia de la columna es
mejor. Pero existe el problema de la presidon necesaria para
hacer circular un caudal estable de gas portador por la columna,
ya que dicha presion es inversamente proporcional al cuadrado
del diametro de dichas particulas. Asi, el tamafio minimo para
usar presiones maximas de 50 psi de 250 a 149 ym.s)

De una manera general podemos decir que La columna de
relleno contiene una fase sdlida, consistente por lo general en
un material de soporte inorganico (ver anexo 1 figura 13). Dicho
material de soporte esta cargado con un 0.5% al 30% de fase
estacionaria. Estas columnas miden generalmente 2-6 m de

longitud con un diametro de 3-4 mm. 2

Columnas capilares

Las columnas capilares son de dos tipos basicos: las de pared
recubierta (WCOT) y las de soporte recubierto (SCOT). Las
WCOT son simplemente tubos capilares donde la pared interna
se ha recubierto con una finisima capa de fase estacionaria.

Las columnas SCOT tienen en su parte interna una fina capa de
material absorbente como el empleado en las columnas de
relleno (tierra de diatomeas) donde se ha adherido la fase
estacionaria. Las ventajas de las SCOT frente a las WCOT es la

mayor capacidad de carga de esta Ultima, ya que en su
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fabricacion se emplean mayores cantidades de fase
estacionaria, al ser la superficie de intercambio mayor.

Por orden de eficacia, en primer lugar estan las WCOT, luego
las SCOT y por ultimo las columnas de relleno (ver anexo 1,
figura N° 14).

Las columnas WCOT se fabrican a partir de silice fundida,
conocidas como columnas tubulares abiertas de silice fundida o
FSOT. Estas columnas se fabrican a partir de silice
especialmente pura, sin apenas contenido de 6xidos metalicos.
Debido a la fragilidad inherente a este material, en el mismo
proceso de obtencién del tubo se recubre con una capa de
polihimida, de esta forma la columna puede enrollarse con un
diametro de unos pocos centimetros. Estas columnas, con
propiedades como baja reactividad, resistencia fisica y
flexibilidad, han sustituido a las WCOT cléasicas.

Las columnas FSOT tienen diametros internos variables, entre
250 um y 320 um (para columnas normales) y (150 — 200) um
para columnas de alta resolucién. Estas uUltimas requieren
menor cantidad de analito y un detector mas sensible, al eluir
menor cantidad de gas. Existen columnas macrocapilares con
diametros de hasta 530 um, que admiten cantidades de analito
comparables a las de relleno pero con mejores prestaciones.

En estas columnas existe un problema debido a la absorcion
del analito sobre la superficie de la silice fundida, adsorcion
debida a la presencia de grupos silanol (Si-OH), los cuales
interaccionan fuertemente con moléculas polares organicas.
Este inconveniente se suele solventar inactivando la superficie

por sililacion con dimetilclorosilano (DMCS). La absorciéon
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debida a los 6xidos metalicos se ve paliada en gran parte por la
elevada pureza de la silice empleada. (17

Las principales diferencias de las columnas capilares con
respecto a las columnas empaquetadas son:

- El diametro interno es mucho menor.

- Su longitud es significativamente mayor.

- Carecen de material de empaque.

- Tienen menor capacidad de carga.

Esto permite que los componentes residan mayor tiempo en la
columna, lograndose picos de excelentes formas y muy
definidos. Ademas se obtiene mayor sensibilidad al ser los
picos mas estrechos, la sensibilidad mejora. Ambos picos
tienen un area de 5000 unidades arbitrarias pero como el pico
en la capilar tiene mayor altura, lo que se obtiene es una mayor

relacion sefial/ruido. (12

La fase estacionaria

La técnica de impregnacion para las columnas empaquetadas
es muy sencilla y permite elegir numerosos compuestos
organicos poco volatiles para su uso como fase estacionaria,
pero las dificultades de fabricacidon de las columnas capilares
imponen una eleccibon mas limitada. Las fases actuales
corresponden a dos tipos principales: los polixiloxanos y los
polietilenglicoles, cada categoria puede ser objeto de
modificaciones menores. Se puede afiadir fases particulares a
base de ciclodextrinas para el estudio de compuestos
Opticamente activos.

Las propiedades necesarias para una fase estacionaria liquida

inmovilizada son:
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- Caracteristicas de reparto (factor de capacidad K’ y factor
de selectividad a) adecuados al analito.

- Baja volatilidad, el punto de ebullicibn de la fase
estacionaria debe ser al menos 100 °C mayor que la
maxima temperatura alcanzada en el horno.

- Bajareactividad.

- Estabilidad térmica, para evitar su descomposicion durante

la elucion.

Existen como mucho una docena de disolventes con estas
caracteristicas. Para elegir uno, debe tenerse en cuenta la
polaridad del analito, ya que a mayor polaridad del analito,
mayor polaridad debera tener la fase estacionaria.
Generalmente, en columnas comerciales, la fase estacionaria
se presenta enlazada y entrecruzada para impedir su pérdida
durante las operaciones de elucién o lavado. De esta forma se
obtiene una monocapa adherida quimicamente a la superficie
de la columna. La reaccion implicada suele ser la adicion de un
peroxido al liquido a fijar, iniciandose una reaccion por radicales
libres, que tiene como resultado la formacién de un enlace
carbono-carbono que ademdas incrementa su estabilidad
térmica. Otra forma es la irradiacion con rayos gamma.

Otro tipo de fase estacionaria son las quirales, lo cual permite
resolver mezclas enantioméricas. Este tipo de fases suelen ser
aminodacidos quirales o algun derivado adaptado al trabajo en
columna.

El grosor de la pelicula varia entre 0.1 ym y 5 pm; el grosor
depende de la volatilidad del analito. Asi, un analito muy volatil
requerira una capa gruesa para aumentar el tiempo de

interaccion y separar mas efectivamente los diferentes
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componentes de la mezcla. Para columnas tipicas (diametros
internos de 0.25 mm o 0.32 mm) se emplean grosores de 0.25
MM, y en las columnas macrocapilares el grosor sube hasta 1

pum. El grosor maximo suele ser de 8 pm. 17

3.6.6 Detectores

El detector es la parte del cromatégrafo que se encarga de

determinar cuando ha salido el analito por el final de la columna.

Las caracteristicas de un detector ideal son:

Es necesario que pueda determinar con precision cuando sale
analito y cuando sale solo el gas portador. Tienen sensibilidades
entre 10°® g/s y 10-15 g/s de analito.

Respuesta lineal al analito con un rango de varios 6rdenes de
magnitud.

Sensibilidad Tiempo de respuesta corto, independiente del
caudal de salida.

Intervalo de temperatura de trabajo amplio, por ejemplo desde
temperatura ambiente hasta unos (350-400) C, temperaturas
tipicas trabajo.

Estabilidad y reproducibilidad, es decir, a cantidades iguales de
analito debe dar salidas de sefial iguales.

Respuesta semejante para todos los analitos, o respuesta
selectiva y altamente predecible para un reducido nimero de

analitos. (s

A la salida de la columna los analitos gaseosos han de ser

detectados: Identificacion y Cuantificacion, Salvo los basados en

Espectrometria de masas o acoplamiento con Trasformada de

Fourier.
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Los detectores no identifican la naturaleza del analito saliente, la
identificacibn se lleva a cabo por comparacion de los
cromatogramas obtenidos con un patrébn en las mismas
condiciones, algunos tipos de detectores:

- Detector de ionizacion de llama (FID, Flame lonization
Detector): el efluente de la columna se quema en la llama de un
guemador. Los compuestos organicos al pirolizarse producen
iones y electrones. Al aplicar una diferencia de potencial (170 V)
entre el extremo del quemador y un electrodo colector se origina
una pequefia corriente eléctrica que es convenientemente
amplificada. Responde a los compuestos con enlace C-H.
Grupos carbonilo, alcohol y halégeno se ionizan poco y dan una
seflal baja. Los gases incombustibles como el anhidrido
carbonico no dan respuesta. Es un detector de elevada
sensibilidad y amplio intervalo lineal.

- Detector de conductividad térmica (TCD, Thermical
Conductivity Detector): es un detector universal y no destructivo,
pero poco sensible y no muy estable. El hecho de ser universal,
barato y de funcionamiento simple, lo hace extremamente util
para analisis que no necesitan de alta sensibilidad.

- Detector de captura de electrones (ECD, Electron-Capture
Detector): una fuente radiactiva de (g3Ni) produce una emision
(electrones de alta energia) que ioniza los gases, como el
portador:

N, + B—Ny+ + e-.
Los electrones son atraidos por un anodo, creando una corriente
continua cuando llegan moléculas de analito con electroafinidad,

captan electrones, y la intensidad de fondo disminuye. En este
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detector se mide la pérdida de sefal cuando el analito eluye de la
columna.g)

- Otros detectores minoritarios son el detector fotométrico de
llama, empleado en compuestos como pesticidas e hidrocarburos
qgue contengan fésforo o azufre. En este detector se hace pasar
el gas eluido por una llama hidrégeno/oxigeno donde parte del
fésforo se convierte en una especie HPO, la cual emite a A =
510nm y A = 526 nm, y simultaneamente el azufre se convierte
en S,, con emision a A = 394 nm. Dicha radiacion emitida se
detecta con un fotobmetro adecuado. Se han podido detectar otros
elementos, como algunos haldgenos, nitrégeno, estafio,
germanio y otros. En el detector de fotoionizacién (PID), el gas
eluido al final de la columna se somete a una radiacion
ultravioleta con energias entre 8,3eV y 11,7 eV, correspondiente
a una A = 106-149nm. Mediante la aplicacion de un potencial a la
celda de ionizacién se genera una corriente de iones, la cual es

amplificada y registrada (ver anexo 1 figura 10). (15

3.7 PERFILES ANALITICOS

Los perfiles analiticos son pardmetros que muestran el funcionamiento de

un cromatégrafo con un analito a condiciones controladas, estos

parametros son:

3.7.1 Tiempo de retencion
El tiempo de retencidbn Tr para cada componente, es el tiempo
transcurrido después que se ha inyectado una mezcla en la
columna, hasta que llega al detector.
El ajuste del tiempo se retencion para es soluto es el tiempo
adicional para que el soluto viaje a través del largo de la columna

ademas de la columna adelante del tiempo retenido.
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El ajuste del tiempo de retencion T g para un soluto es la adicion del
tiempo requerido para que el soluto viaje a través de la columna
adelante del tiempo necesario del solvente no retenido.

Ajuste del tiempo de retencion:

T,R = TR - Tm
Donde T, es minimo de tiempo destinado en que la fase movil sin

retener pasa a través de la columna.

Resolucion

Resolucion Rs es un término usado para describir cuantitativamente
lo bien que se ha logrado la separacion de los componentes de una
mezcla. Se define como la diferencia de la retencién dividida por el
promedio del ancho de los picos en la base.

Cuando la resolucion es muy baja, la exactitud cuantitativa y
cualitativa queda comprometida. En las separaciones preparativas,
una resolucion inadecuada da como resultado contaminacion en el
material recogido.

Conforme aumenta la resolucion, aumenta la exactitud y disminuya
la contaminacién. ElI que trabaja en cromatografia debe de
determinar la resolucion que es adecuada para el trabajo que se
tiene. Para picos de tamafio similar, una resolucion de 1.5 es
adecuada.

Después de lograr una cierta resolucion, si se aumenta la
resoluciéon no se tiene mas mejoras y, por el contrario, se puede
tener gasto de tiempo innecesario. )

La Optimizacién de Resolucion (Rs) se lleva a cabo con la ecuacién

gue define resolucion es:
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R. = (Tro-Tr1)
o (Wet+ W)

2
Dénde: Donde Tgr: Y Tgrz Son los tiempos de retencién Tgr; es el

tiempo de retencibn mas cercano al tiempo muerto y Tr, €S Mmas
lejano al tiempo muerto de los componentes, y W3 y W, = Anchos
de los picos.
Esta formula no sugiere como controlar la resolucién. La ecuacion
siguiente  muestra como la resolucion se ve afectada por
parametros operacionales. Cada uno de los tres términos de esta
ecuacion se puede variar para cambiar la resolucion.

(3 ()

4 a7 \g41

Donde: a Selectividad, k” = factor de retencibn y N = nimero de
platos. En esta ecuacion Ny k™ se refiere al altimo pico eluido.
El termino eficacia de la resolucion, en la ecuacion se refiere al
ancho del pico. Para picos con un espaciamiento constante la
resolucion aumenta al disminuir el ancho del pico.
La eficacia se expresa en términos de numero de platos (N), en el
namero de platos tedricos se calcula del tiempo de retencion (Tg)
(ver figura 11) y el ancho del pico (W). Picos Anchos equivale a una
mala eficiencia y picos angostos es igual a buena eficiencia, () las

férmulas a utilizar para este célculo son:

.9 .
(TR e Tr
N=16 ( W ) 6 N=5.545 <W0.5)

Donde: Wy s se refiere a anchura del pico a la mitad de la altura.

2

La primera se refiere al célculo de los platos teoricos utilizando la
altura completa de un pico, y la segunda se refiere al calculo de
platos tedricos a media altura. Se usara la segunda puesto que da

una mejor precision en los datos en mediciones manuales.
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Factor de capacidad (k') Es la razdén entre los tiempos de residencia
de la muestra entre la fase estacionaria y la fase mdvil, la formula

utiliza para su calculo es:

Dénde: Tg ‘es el tiempo de retencién optimizado del pico analizado
y T, es el tiempo de retencidon de un compuesto no retenido (tiempo
muerto). Generalmente se considera el aire un compuesto no
retenido y su tiempo de retencién se toma como T,

El término Selectividad (a) se refiere al espaciamiento relativo de
los picos. Cuando mayor es la diferencia de retencion entre los

picos mayor la resolucién.

Donde: Tr1 es el tiempo de retencion mas cercano al tiempo
muerto y Tr > es mas lejano al tiempo muerto de los componentes.
La separacion de 2 compuestos es posible solo si a es mayor de 1
La selectividad muestra las diferencias de afinidad por los solutos
en las fases involucradas e indica el potencial de la separacion de

esos solutos en el sistema pero no mide la separacion real.

Control de flujo y su medida

La medida y control del flujo del gas portador es esencial para
lograr una buena eficiencia de separacion de la columna y para el
analisis cualitativo de las mezclas. La eficiencia de una columna

depende de la velocidad lineal del gas, al cual se puede determinar
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facilmente cambiando la velocidad de flujo hasta lograr el maximo

namero de platos (mejor resolucién).

Para el analisis cualitativo de mezclas es esencial tener una
velocidad de flujo constante y reproductible de forma que los
tiempos de retencion también sean reproductibles. La comparacion
de los tiempos de retencién es la técnica mas rapida y sencilla para
la identificacion de componentes. Se debe tener en cuenta de que 2
0 mas compuestos pueden presentar el mismo tiempo de retencion,
pero ningln componente pude presentar 2 tiempos de retencion
diferentes en las mismas condiciones instrumentales. Por lo tanto,
el tiempo de retencion es una caracteristica de cada soluto, pero no
anico. Obviamente un buen control de flujo es esencial para este
método de identificacion.

El sistema mas comun utilizado en la medida de flujo de la fase
movil, esta representado por un flujmetro que utiliza burbujas de
jabon liquido. Se trata de un tubo calibrado a través del que se
permite fluir el gas de arrastre. Se forman burbujas en el jabén con
una pera de goma en la parte inferior del tubo y al pasar el gas
desde el cromatografo arrastra estas burbujas que recorren una
distancia (volumen) en un determinado tiempo indicando una
determinada velocidad de flujo (mL/min) ver anexo 1, figura 15.
Como alternativas para la medida de la velocidad de flujo, se
pueden utilizar sistemas electrénicos basados en sensores de

estado solido. (1)

Ecuacion de Van Deemter
La primera ecuacién cinética que explicaba la influencia de la

velocidad de la fase movil fue propuesta en 1956 por Van Deemter,
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quien la desarrollo por columnas empaquetadas en cromatografia

de gases.

La forma simplificada de dicha ecuacion relaciona H con la
velocidad linear media u cm/s de caudal de la fase movil (gas de
arrastre).

La ecuacion de Van Deemter puede ser escrita de la siguiente

manera.
B
H=A+ U +Cu

Se comprob6 que existe un caudal 6ptimo para cada columna
correspondiente a un minimo de la curva representativa en la

ecuacion 1 ver Figura N° 1.
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Figura N°1. Perfiles de Van Deemter, comparacion de altura
efectiva de platos tedricos contra la velocidad linear
promedio para Hy, He, y N».

Esta disminucion de la eficacia a medida que aumenta el caudal se

pone de manifiesto cuando se pretende acelerar una separacion
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cromatografica, aumentando el caudal de la fase mdvil. Sin
embargo lo que es menos intuitivo es la pérdida de la eficacia
debido a un caudal que es demasiado lento. Para explicar este
fendmeno hay que volver al origen de los términos A, B, C y estan
relacionados con diferentes parametros fisicoquimicos, con la
columna y con las condiciones operatorias. Si se decide expresar H
en mm, el término “A” vendra dado en cm, “B” en cm?/s y“C’ens
(siendo la velocidad en cm\s).
La curva representativa de esta funcion es una rama de hipérbola
que pasa por un minimo (Hmyn) para:

U=y/BC
El téermino A (difusion de eddy) o turbulencia (A=2Ad,) es
independiente de la velocidad lineal y esta asociado a la multitud de
caminos diferentes que pueden seguir las moléculas a través de
una columna. Esto puede causar ensanchamiento de las bandas ya
que particulas que sigan diferentes caminos recorreran diferentes
distancias y saldran de la columna a tiempos diferentes.
El tamafio de la particula (diametro dy), su distribucion dimensional
y regularidad de relleno (parametro A) son el origen de caminos
preferentes que pueden conducir a intercambios imperfectos entre
las dos fases. En el factor de difusion de Eddy o difusion turbulenta
gue es despreciable para las columnas capilares WCOT
El término B o de difusion longitudinal es inversamente proporcional
a la velocidad lineal y esta asociado al proceso en el cual el soluto
se difunde desde una zona de mayor concentracion (centro de la
banda) hacia una zona de menor concentracion delante y atras de
la banda causando un ensanchamiento. Como el proceso de

difusion es mayor para gases que para liquidos, este término es
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mucho mas pronunciado en cromatografia de gases que de
liquidos.

El termino B que puede expresarse como coeficiente de difusion del
analito en la fase movil (factor de sinuosidad) y se debe de
considerar ya que la fase mévil es un gas. La difusion longitudinal
en la columna es rapida. Es una consecuencia de la entropia que
nos recuerda que un sistema evoluciona espontaneamente hacia un
desorden como consecuencia, si el caudal es demasiado débil, los
productos en proceso de separacion se mezclan de nuevo mas
rapido de los que puede migrar. Por lo tanto se debe de recordar
que nunca se debe de interrumpir una cromatografia en proceso.

El término C es directamente proporcional a la velocidad lineal y
esta asociado con las transferencias de masa entre las fases movil
y estacionaria.

Al analito le toma cierto tiempo establecer un equilibrio entre las
fases estacionaria/movil; si la velocidad de la fase movil es alta y el
analito tiene una afinidad fuerte por la fase estacionaria, entonces el
analito que queda en la fase movil se adelantara al analito que se
encuentra en la fase estacionaria creando un ensanchamiento de la
banda. Entre méas grande sea la velocidad de la fase movil, mayor

serd el ensanchamiento

La eficacia de la columna.

La decision mas importante en la fijacion de los pardmetros para un
analisis por cromatografia gaseosa, es la seleccién de la mejor
columna o fase estacionaria. La otra decision importante es la
seleccion de la temperatura de la columna, pero se trata de una
decision menos critica debido a la amplia posibilidad de

programaciones que se pueden seleccionar y ensayar.
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En la seleccion de una fase estacionaria se pueden seguir algunos

o todos de los siguientes criterios:

Informacion previa acerca de la separacion requerida: las
referencias en la literatura y las notas de aplicacion son fuente
de este tipo de informacién. Si se encuentran otras columnas
disponibles en el laboratorio, evaluar los resultados al utilizarlas.
Selectividad: determinar el tipo de interaccion potencial entre el
compuesto y la fase estacionaria (dispersion dipolar, enlaces de
hidrogeno). Si los compuestos tienen diferentes dipolos o
pueden formar puentes de hidrégeno, considerar una fase
estacionaria selectiva con esas caracteristicas.

Polaridad: utilizar la fase estacionaria mas no-polar que provea
las separaciones requeridas.

Limites de temperatura: compuestos con altos punto de
ebullicibn o pesos moleculares elevados requieren altas
temperaturas de columna para evitar tiempos de retencién
extremadamente largos. Los limites de temperatura menores
para las fases estacionarias polares, restringen su uso a
compuestos con bajo o medio punto de ebullicion (como
aproximacion a su volatilidad).

Actividad de cada compuesto: las columnas con fases
estacionarias no polares generalmente son las mas inertes. Con
fases polares se pueden experimentar “tailings” importantes en
los picos o adsorcion.

Tiempo de andlisis: algunas fases estacionarias dan
separaciones satisfactorias en menos tiempo de corrida.
Capacidad: Las fases estacionarias similares en polaridad a los
compuestos a separar, tienen mayor capacidad para esos

compuestos.
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- Sangrado: En general, las fases estacionarias no polares tienen
menos sangrado. Compuestos con elevados punto de ebullicién
0 peso molecular eluyen en zonas de alta temperatura donde el
sangrado de la columna es mas severo. Fases estacionarias no
polares no sélo tienen menos sangrado, sino que ademas el
maximo de sangrado ocurre a mayores temperaturas.

- Detectores selectivos: Se deben evitar las fases estacionarias
gue contengan especies o0 grupos funcionales que generen una
fuerte respuesta a un detector selectivo (ej. cianopropil con un
detector termoidnico). En este caso usualmente ocurren derivas
extremas de la linea de base y elevado ruido.

- Versatilidad: Para andlisis mudltiples, se pueden requerir
diferentes fases estacionarias para obtener una O6ptima
separacion. En algunos casos, diferentes analisis pueden ser
realizados con una sola fase estacionaria sacrificando calidad
en la respuesta y obteniendo resultados aceptables. Esta
practica reduce el namero de columnas necesarias, lo que

reduce la complejidad de su manejo y el costo. i

3.7.6 Eficaciatedrica (numero de platos tedricos)
A medida que el soluto migra en la columna, ocupa una zona al
ensancharse. Esta dispersion lineal G,, representada por la
varianza G °, aumenta con la distancia recorrida. Cuando esta

distancia vale L, longitud de la columna, se plantea:

GL®=H.L
Al recorrer el modelo de la teoria de platos, este enfoque conduce
al valor de altura equivalente a un plato teérico H y una cantidad N

de platos teoricos.
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Entonces para todo cromatograma a partir de un pico de elucion de
un compuesto, del que se podra medir la varianza temporal G2, se
podra calcular para el compuesto en cuestion la eficacia teérica N y

deducir el valor de H sabiendo que

H=

Zlr

L2 TR? TR\ 2 e\
N=—,N= 7, N=16(%) O N=5545( ")

GL? G? Wos
En el cromatograma, G representa la medida de anchura del pico
60,6% de una altura y Tg el tiempo de retencion del compuesto; G y
Tr deben medirse en las mismas unidades (tiempo trascurrido,

distancias o volumen eludido si el caudal es constante. ()

Programacion de temperatura
La columna se encuentra termostatizada de modo de obtener una
buena separacién en un tiempo razonable. Por lo tanto se hace
necesario mantener la columna en un amplio rango de
temperaturas diferentes, desde temperatura ambiente hasta la
temperatura limite de la columna si fuese necesario. El control de la
temperatura de la columna es una de las formas mas sencillas y
mas efectivas de influenciar la separacion de los componentes. La
columna se fija entre un inyector mantenido a una temperatura de
inyeccion, y un detector mantenido a una temperatura también
predeterminada. Por lo tanto, se debe definir la temperatura a la
gue cada uno de los componentes opera:
- Temperatura del inyector: la temperatura del inyector debe
ser suficientemente alta como para vaporizar la muestra en
forma répida, pero lo suficientemente baja como evitar su

descomposicion térmica o re arreglos quimicos.
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La determinacion de los valores Optimos se logra mediante
practica y experiencia.

- Temperatura de la columna: la temperatura en la columna
afecta en mucho la retencion. Si la columna esta demasiado
caliente, los picos se juntan al principio del cromatograma y
guedan mal resueltos. Si la columna est4d demasiado fria,
algunos componentes podrian eluir en tiempo demasiados
largos. Para que los tiempos de retencion sean reproducibles, la
temperatura del horno debe mantenerse dentro de mas o

menos 0.1 grado centigrados 0 menos. g

Las técnicas utilizadas implican el uso de sistemas isotérmicos
(donde la temperatura de la columna se mantiene constante) o
de temperatura programada (PTGC), donde la columna se
somete a un incremento lineal de la temperatura con el tiempo.

- Temperatura del detector: la temperatura del detector
depende fundamentalmente del tipo de detector empleado. Sin
embargo, como regla general la temperatura del detector y la de
su conexion a la salida de la columna, deben ser
suficientemente altas como para evitar la condensaciéon de la
muestra. Si la temperatura es muy baja y ocurre condensacion,
se producira ensanchamiento de los picos o la ausencia total de

los mismos.
En el caso del detector de ionizacion de llama, una temperatura

minima razonable es de 250°C.

3.7.8 Procesamiento de datos

El procesamiento de datos en cromatografia incluye tres objetivos:
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- Colectar y procesar la sefal proveniente del detector de modo
de producir un cromatograma y la informacién correspondiente
como area de los picos, tiempos de retencion y ancho de
picos.

- Colectar y analizar los datos de modo de obtener informacién
cualitativa, cuantificar y generar los reportes correspondientes.

- Optimizar los parametros cromatograficos.

Los datos obtenidos pueden ser procesados mediante un sistema
que incluya un registrador e integrador sin ninguna o muy poca
capacidad de procesamiento, o a través de sistemas
computarizados que incluyen un procesamiento posterior mas
sofisticado y completo mediante el empleo de un software
apropiado.

En este caso del cromatografo de gases Perkin Elmer AutoSystem
XL de CENSALUD cuenta con el software necesario para realizar

los respectivos datos.



CAPITULO IV

DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 TIPO DE ESTUDIO

Transversal: Se cuantifico la presion de los gases helio, hidrogeno y
oxigeno del cromatdgrafo de gases asi como se determino los
tiempos de retenciones, resolucion, nimeros de platos teoricos de la
muestra (Etanol, Metanol, Butanol), en un tiempo determinado,

interesando estudiar el problema en ese momento.

Prospectivo: Es un estudio longitudinal en el tiempo que se disefia 'y
comienza a realizarse en el presente determinando lo tiempos de
retenciones, resolucién, numero de platos tedricos de la muestra
(Etanol, Metanol, Butanol) pero los datos se analizaron transcurrido
un determinado tiempo, en el futuro al estar comparando los datos y

seleccionado el mejor perfil analitico.

Experimental: La muestra de alcoholes se prepara y se analizara
en el laboratorio de CENSALUD y se experimentar4 hasta obtener

resultados conformes.

Ademas serd un trabajo comparativo y concluyente porque los
resultados obtenidos con los diferentes valores de presion y split,
seran comparados escogiendo los datos que presenten un mejor
desempeiio en la separacién y resolucién, con las diferencias
surgidas entre los datos se desarrollaran las conclusiones
respectivas escogiéndose los que muestren mejor desempefios tanto

en separacién como en resolucion.
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INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA.

Se realiz6 a través de un enfoque tedrico, fundamentado en
investigaciones bibliogréficas, lo cual permiti6é consultar una serie de
registros graficos como: libros, trabajos de investigacion, revistas, trabajos
de internet; con la finalidad de sustentar teGricamente la investigacion.

La investigacion bibliografica se realizo a través de consultas en las
siguientes bibliotecas:
- Biblioteca Doctor Benjamin Orozco de la Facultad de Quimica y
Farmacia, Universidad de El Salvador
- Biblioteca Central Universidad de El Salvador.
- Universidad Centroamericana José Simeodn Cafias.

- Internet.

INVESTIGACION DE CAMPO

Para lograr una adecuacion del cromatografo de gases se necesitd
conocer las condiciones y herramientas del equipo con el que cuenta el
Laboratorio Fisico Quimico del Centro de Investigacién y Desarrollo en
Salud (CENSALUD), asi como informacion necesaria para el
funcionamiento 6ptimo del equipo contandose con el material bibliografico
del curso que fue impartido en las instalaciones del laboratorio de
CENSALUD sobre “Cromatografia de Gases y analisis de Grasas Trans
Censalud 2008” impartido por la Universidad de Costa Rica(), Manual del
equipo de Marca Perkin EImer modelo AutoSystem x| (ver anexo N°4),
informacion bibliografica consultada en internet “Determinacion de la
velocidad lineal y flujo 6ptimo de una columna cromatografica empleando
la curva de Vam Deemter” (7) y se recibié una capacitacion del uso general
del equipo impartida por CORESA, representante de la marca Perkin

Elmer en el pais.
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Universo: Cromatografo de gases de diferentes proveedores.

Muestra: Dirigida puntual al Cromatégrafo de gases marca Perkin Elmer

AutoSystem XL ubicado en el Laboratorio de de Analisis Fisico Quimico
del Centro de Investigacion en Salud (CENSALUD).

Se realiz6 un patron de trabajo mezclando tres alcoholes de pureza

cromatografica (Metanol, Etanol y Butanol), para la calibracién del flujo

de gas y para la obtencion de los parametros analiticos.

4.4 PARTE EXPERIMENTAL

4.4.1 Revision del funcionamiento del equipo ),

Para determinar el buen funcionamiento del equipo se prosiguio de

la siguiente manera:

Se evaluaron posibles fugas de gases, para esto se agregd
gotas de aceite a las uniones del sistema de control de flujo.
Determino con el flujometro la presion del gas hidrogeno y aire
la corroborar la ausencia de escapes.

Con el sistema de flujo revisado se procedié a instalar la
columna de marca Perkin Elmer de 15 metros de longitud por
0.25 milimetros de diametro (Ver anexos 6).

Se acondiciono la columna a una temperatura de 150 grados
Centigrados durante un tiempo de 4 horas, para evitar que
impurezas de la columna afecten los resultados obtenidos al
final del proceso.

Con la columna ya acondicionada se realizaron corridas por
separado de los solventes de pureza cromatogréficos:
Metanol, Etanol y Butanol observando la retencion de estos.
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Al revisar lo anterior se puede continuar la preparacion de la

muestra (ver anexo 3).

4.4.2 Procedimiento para el analisis de muestra.a,7)
Para obtener cromatogramas uniformes y poder compararlos se
equilibré el sistema agregando las condiciones de operacion que se
detallan a continuaciéon permitiendo que el sistema alcance el
equilibrio. Para mejores resultados se mantuvo el nivel del ruido al

minimo, con una linea base estable.

Cuadro N° 1 Informacion de las condiciones de operacion del

equipo de analisis.

Equipo

Perkin EImer AutoSystem XL

Volumen de inyeccién

0.1 micrélitros

Temperatura de inyeccién

150°C

Temperatura del horno

Rampa de temperatura de 70 a 120 C

Temperatura del detector

70°C

Tiempo de corrida

10-20 minutos aproximadamente

Presion de gas de arrastre

1.5-3.5 segln la corrida

Split 2.5
Detector Detector lonizador de llama
Gas usado Helio

Columna usada

Perkin Elmer Elite 1 de 15 metros de longitud
por 0.25 milimetros de diametro.

Con las condiciones establecidas en el cuadro N° 1 se efectuaron
las corridas en el cromatografo de gases cambiando la presion de
gas de arrastre y el tiempo de corrida.
Para analizar la muestra se prosiguio de la siguiente manera.
- Se agreg6 0.1 mL de solucion jabonosa al medidor de flujo de
burbuja.
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- Se midi6 la presion de gas inicial.

- Con la presidn inicial en la computadora del cromatdgrafo de
gases se configuro los valores del método.(ver anexo 1)

- Seinyecto 0.1 mL la muestra.

- Se realizé la primera corrida con la muestra (Metanol, Etanol y
Butanol) con los valores del método establecidos.

- Hacer corridas a 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 psi.

- A los cromatogramas obtenidos se le determino el tiempo del
compuesto no retenido (Ty), el tiempo de retencion de cada
compuesto (Tg) y la altura de pico.

- Con los datos obtenidos se determino el tiempo de retencion
optimizado (Tgr), anchura media (Wys5), nimeros de platos
tedricos (N), factor de capacidad (K’), selectividad (a),
resolucién (RS) y el valor equivalente de platos tedricos (H).

- Con los valores obtenidos se hizo la grafica de Vam Deemter
para determinar el flujo 6ptimo de trabajo.

- Con el valor obtenido se realizaron nuevas corridas cambiando

el valor del Split hasta obtener el mejor resultado.

4.4.3 Determinacion del tiempo de retencidn optimizado Tg’
A los cromatogramas obtenidos se les determino el tiempo de
retencién del compuesto no retenido (To), midiendo desde el tiempo

cero hasta la mitad del pico. (Ver figura N°2)
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Figura N° 2: Ejemplo de tiempo de retencién en un cromatograma

Se midi6 el tiempo de retencion optimizado (Tr") midiendo desde el
tiempo no retenido (To), hasta la mitad del pico a analizar. (Ver
figura N°3).

Figura N° 3: Formula del factor de capacidad de un analito eluido

aplicada a un cromatograma.
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4.4.4 Determinacion de numero de platos teéricos (N)
Se mide la altura del ultimo pico y a la mitad del pico se mide el
ancho. (Ver figura n°4). Al valor obtenido se le nhombrard anchura
media (Wys).

Con los valores de Wys y el Tg™ del dltimo pico se aplican a la

siguiente Férmula.

ay
S
~
=
3
N

tiempo

Figura N° 4: Formula de N con a la mitad de la altura (W)

4.4.5 Determinacién de factor de capacidad (K")
Con los datos obtenidos se determind el factor de capacidad

aplicando la siguiente formula.

. TR
K'= TS
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4.4.6 Determinacién de selectividad (a)
Se determind la selectividad (a) a dos picos cercanos, de la
siguiente forma:
0= K2
K1’
Donde: K'1 se refiere al factor de capacidad del pico numero 1
seleccionado del cromatograma y obtenido en el menor tiempo de
retencion 'y K2 al del pico numero 2 seleccionado del
cromatograma obtenido en un mayor tiempo de retencion. (Ver

figura n°5)

Figura N° 5: Formula de selectividad aplicada a un cromatograma.

4.4.7 Determinacion de Resolucién (RS)
Con los valores obtenidos anteriormente se aplicé a la siguiente

formula:

Rem g N (o). (X))

a K+ 1
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4.4.7 Tabulacion de datos y resultados.
Para obtener estos datos se analizaron los cromatogramas
determinando los puntos de retencion y altura media a las
diferentes presiones (1.5, 1.8, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5).
Con los datos obtenidos anteriormente se continuo a aplicar las

diferentes formulas descritas en los literales anteriores.

Se utilizaron cuadros comparativos en donde las presiones con sus
respectivos resultados van de menos a mayor presion, de esta
manera se facilito determinar cuales eran las presiones con los
mejores resultados y se escogieron los que presentaban un mejor

desemperio.

Para escoger el mejor perfil analitico, los resultados mencionados
anteriormente se compararon con la presion obtenida con la grafica
de Vam Deemter buscando que los resultados sean similares entre

ellos.



CAPITULO V

RESULTADOS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS E INTERPRETACION

Se tomdé como punto de partida el método AOAC 9.092 “Metanol en licores

destilados método por cromatografia de gases” (Ver anexo N° 2).

Posteriormente se uso el documento “Determinacion de la velocidad lineal y

flujo 6ptimo de una columna cromatografica empleando la curva de Vam

Deemter(z para la determinacion del flujo éptimo del equipo cromatégrafo de

gases marca Perkin Elmer AutoSystem XL.

5.1

5.2

Con respecto a la realizacion de una adecuacion de las condiciones del
cromatografo de gases para lograr un Optimo rendimiento en el
cromatograma.

Al revisar el estado general del equipo no se encontraron problemas y no
se encontrd ninguna fuga de gases en las uniones del control del flujo,
corroborandose al medir el flujo de gas de hidrogeno y el del aire dando
como resultado flujo gas Hidrogeno 476 centimetros por minuto y oxigeno
464 centimetros por minutos.

Luego de haber instalado y adecuado la columna con el nuevo software se
hizo una prueba haciendo una corrida para ver si el equipo no mostraba
ningun problema o error de lectura, y se encontré sin problema en la
lectura y en el funcionamiento general del equipo, con todo lo anterior

mencionado podemos proseguir con el siguiente objetivo.

Con respecto a la realizacibn de ensayos por medio de corridas de
solventes de referencias (Metanol, Etanol y Butanol) para determinar los
nameros efectivos de platos tedricos, la velocidad lineal del gas de
arrastre, la selectividad y resolucion de los analitos.

Fue necesario realizar corridas por separado de los solventes de pureza

cromatografica(Metanol, Etanol y Butanol) para observar si habia
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retencion de los compuestos (ver anexo N° 5 figuras N° 24, 25 y 26) y
poder iniciar con las mezcla.

Con la mezcla se encontré el problema que no se lograba separar los
compuestos con ninguna de las presiones mencionadas en el cuadro N° 1,
tampoco se logro separarlo al cambiar el split ni cambiando nuevas
rampas de temperaturas(ver anexo N° 5 figura N° 27).

Para poder solucionar este problema se cambio la columna y se adecuo
de la misma forma que la anterior, obteniéndose resultados positivos con
la nueva columna, logrando separar los compuestos con todas las
presiones mencionadas el cuadro N° 2

Al hacer varios ensayos con parametros controlados facilito poder cumplir
con los objetivos esperados.

Con los mejores cromatogramas (ver anexo 5 figuras N° 28 a la 33) se
prosiguio a leer los tiempos de retencion (Tg) y altura (H) de picos

obteniendo los resultados que se muestran en la tabla a continuacion.

Cuadro N° 2 Tiempos de retencion a diferentes presiones.

Presion ) ) . ]
(osi) To (Min) TR Etanol (MIN) Tr Metanol (MiN) Tr Butanol (MIN)
15 3.45 5.20 5.31 5.35
1.8 1.13 4.35 4.41 4.45
2.0 0.54 1.89 1.90 2.09
2.5 0.37 2.98 3.05 3.23
3.0 0.22 2.49 2.52 2.62
3.5 0.11 2.17 2.20 2.23

En el Cuadro N°2, se muestran los tiempo de retencion de la mezcla
(Etanol, Metanol y Butanol) a diferentes presiones, observando un menor

tiempo de retencion a una presion de 2 psi.
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Cuadro N° 3 Altura de picos a diferentes presiones

Presion (psi) Hetanol (MM) Hwetanol (MM) H Butanol (MM)
15 42359,65 34376,45 7263,02
1,8 18534,46 21077,09 23086,10
2,0 169134,79 255408,87 83404,43
2,5 49878,78 32545,55 20651,38
3,0 137277,26 93782,44 48733,46
3,5 82883,01 193649,91 56767,71

En el Cuadro N° 3, se muestran los datos experimentales obtenidos de la
mezcla (Etanol, Metanol y Butanol) a diferentes presiones, observando la
formacion de una mayor altura del pico con una presion de 2 psi y
formando una menor altura del pico a una presion de 2.5 psi, sin embargo
se observa una mejor separacion y definicion de picos con 2,5 psi. (ver

anexos 5 figura N° 31)

Tiempo de retencién optimizado (TR") y ancho medio de picos.
El tiempo de retencion optimizado se mide por medio de la determinacion
del tiempo que el componente en estudio permanece en la fase
estacionaria a diferentes presiones. Por ejemplo el tiempo de retencion
optimizado a la presion 1.5 psi de la mezcla (Etanol, Metanol y Butanol) se
obtiene de la siguiente manera.

Tiempo de compuesto no retenido (To): 3,45 min.

Tiempo de retencién Etanol (Tg): 5,31 min.

Tiempo de retencion Butanol (Tr): 5,35 min.

Tiempo de retencion optimizado

TR = Tr Etanol — TR del compuesto no retenido.
TR (Etano) = (5.20 — 3.45) min = 1.86 min.
TR (Butano = (5.20 — 3.45 ) min =1.90 min.
Los resultados obtenidos se observan en la tabla N° 4
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Cuadro N° 4. Informacién del Tiempo de retencion 6ptimo y ancho medio.

TR TR TR Wos Wos Wo s
Presion (psi) Etanol Metanol | Butanol | Etanol | Metanol | Butanol
(min) (min) (min) (mm) (mm) (mm)
15 1,86 1,75 1,9 0,10 0,10 1.3
1.8 2,26 2,25 2,32 0,01 0,01 0,01
2.0 1,36 1,35 1,55 0,20 0,20 0,10
25 2,68 2,98 2,87 0,01 0,01 0,01
3.0 2,3 2,23 2,4 0,10 0,10 0,10
3.5 2,09 2,06 2,12 0,10 0,10 0,10

En el Cuadro N° 4 muestra los tiempos de retencion optimizados y el
ancho a mitad de altura obtenidos de la mezcla (Etanol, Metanol y
Butanol) a diferentes presiones, observa una mejor separacion de los
analitos a las presiones de 1.8 psi, 2.5 psi y 3.0 psi de los picos a las
presiones de 1.8 psi y 2.5 psi presentan un ancho mas definidos y

angosto.

Numero de platos tedricos y Factor de capacidad.
Con el fin de encontrar si la columna es eficaz o no para la separacion de
los compuestos se determiné el nimero de platos tedricos.
Por ejemplo el nimero de platos tedricos (N) para mezcla (Etanol, Metanol
y Butanol) a 1.5 psi se obtiene de la siguiente manera, con los datos:

T Retanol: 1,86 min.

T reutanol: 1,90 min.

Ancho medio de Metanol (Wgs): 0.1 mm
Ancho medio de Butanol (Wg5): 1.30 mm

) 2
N(Etanol): N=5.545 (T—) = 5.545 (M) = 5.545(18.6)2

Wos 0.10 mm
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=1918,3482.

(2
N(Butanol): 5.545 (1'9 m'”) = 5.545(0.12)2 = 11,844.

1.4 mm

Cuadro N° 5 Numero de platos tedricos obtenida a diferentes presiones.

Presion

. N Etanol N Metanol N Butanol
(psi)
15 1918,3482 1698,1562 11,8446
18 2832,1642 2797,1841 2979,3973
2.0 1024,0955 1007,5842 1337,3481
2.5 3970,7612 3774,4155 4526,0780
3.0 2940,9621 2864,8403 3188,5990
3.5 2419,7942 2348,5093 2482,7493

En el Cuadro N° 5, muestra el niumero de platos teoricos de Etanol,
Metanol y el Butanol a diferentes presiones, observando un mayor niumero
de platos tedricos en las presiones de 1.8 psi y 2.5 psi que determina una
mejor eficacia de la columna que las demas presiones expuestas en tabla
anterior.

El factor de capacidad o retencion K” es la cantidad mas importante de
cromatografia en la columna, ya que relaciona el equilibrio de distribucion
de la muestra dentro de la columna con las propiedades termodindmicas y

la temperatura.

Para determinar el Factor de capacidad (k") de una mezcla (Etanol,
Metanol y Butanol) a 1.5 psi se realiza aplicando calculos de la siguiente
manera.

Datos:

To: 3.45 min.

T REtano:  1.86 min.

T,R Butan0|: 190 mln
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El Factor de capacidad k" de cada analito es:
_ T'R Etanol _ 1.86

K’Etanol= T, 345 =0.36538
T 1.90
K Butanol= RTB:tam' =545 =0-36538

Los resultados se pueden observar en siguiente tabla.

Cuadro N° 6. Factor de capacidad (k") para Etanol, Metanol y Butanol.

Presion (psi) K" Etanol K metanol K" Butanol
1.5 0,357692308 0,336538462 0,365384615
1.8 0,669034932 0,664890468 0,686204855
2.0 0,719809322 0,713983051 0,822563559
2.5 0,898288016 0,875797247 0,959046660
3.0 0,923786602 0,911752908 0,961893301
3.5 0,963560886 0,949261993 0,997865432

En el cuadro N° 6 se observa que el resultado es el esperado puesto que a

medida que aumenta la presion la distribucién en la columna va mejorando

Selectividad y Resolucion.

La selectividad ayuda a determinar si hubo o no separacion de una
sustancias. Por ejemplo para determinar la selectividad (a) de una mezcla
(Etanol, Metanol y Butanol) a 1.5 psi se realiza aplicando calculos de la

siguiente manera.

K" Etanol = 0.357692308.
K'Metanol = 0.336538462.
Selectividad

_K'2 _ 0.357692308 _
O Etanol, Metanol =K1 0336538462 =1.062857143.

Los resultados se pueden ser observados en la tabla N° 7
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La resolucion es el parametro que expresa el grado de separacion que se
puede obtener en un sistema cromatografico para dos componentes
dados. Por ejemplo para obtener una resolucion (Rs) de una mezcla

(Etanol, Metanol y Butanol) a 1.5 psi. Se obtuvo de la siguiente forma con

los datos:
N Etanol = 1918,3482
N metanol = 1698,15625.
K Etanol = 0.357692308.
K" Metanol = 0.336538462.

a Etanol,Metanol = 1062857143

Resolucién para el Etanol:
=1 E) (L)
RS 4 N ( a K'+1

1 ————1.06285743.1\  0.357692308
Re= 4 1918,3482 (1 .0628571 43) (0.357692308+1 )

= () 43.7989(0.0591400) (0263456) = 0.170604983

Resolucion para el Metanol:

=1 —_———————— 1.06285743_1) ( 0.336538462 )
Rs 4° 11,844645. (1.062857143 " \0.336538462+1
=0.153412878

Los resultados se pueden observar en el cuadro N° 7.
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Cuadro N° 7. Valores de selectividad, resolucién y altura equivalente a
un plato tedrico.

Presidn (Psi) Selectividad Rs Etanol Rs Metanol Rs Butanol
1.5 1,062857143 0,170604983 | 0,153412878 | 0,004847331
1.8 1,006233304 0,033037120 | 0,032710303 | 0,138951177
2.0 1,008160237 0,027103204 | 0,026756868 | 0,515441399
2.5 1,025680337 | 0,186646172 | 0,179544141 | 0,521632108
3.0 1,013198416 0,084806043 | 0,083130986 | 0,274199024
3.5 1,015063168 0,089554470 | 0,087553858 | 0,151093246

El cuadro N° 7, muestra los valores de selectividad y resolucion a
diferentes presiones, en la cual los valores de selectividad son mayor de
uno, por lo que se considera que se ha realizado la separacion de los
compuestos, otro factor en medicion es la resolucién y se observa que hay

una mejor resolucion en la presién de 2,5 psi para todos los compuestos.

Grafica de Van Deemter

Con la gréfica de Van Deemter se encuentra el rango de la presion de gas
optimo graficando la presion de gas contra la altura efectiva de un plato
tedrico (Hef). Si La altura del plato tedrico tiene un valor pequefio, la
distancia entre los platos es menor y por tanto la eficiencia sera mayor.
Por el contrario, si la altura del plato tedrico tiene un valor mayor, la
distancia entre platos es mayor por lo que la eficiencia sera menor para
separar los componentes ya que sus moléculas estaran bastante
dispersas. Por ejemplo para determinar el valor de la altura equivalente del
plato tedrico (H) de una mezcla (Etanol, Metanol y Butanol) a 1.5 psi. Se

obtiene de la siguiente forma.

Numero de platos teoricos de etanol (Ngtanor): 0.781922698.
Longitud de la columna (L): 15000 mm.
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H=s - 15000mm _, 26100
N 19183482 mm

Para determinar la velocidad del gas portador (v) se midi6 el flujo de
gas (F) a las presiones ya mencionadas anteriormente y los resultados

se aplican a la siguiente formula:

V(cm/s)= 502

Donde
F es el flujo de burbuja
r es el radio de la columna
Ejemplo para la Velocidad lineal del gas portador (V) de la muestra
(Etanol, Metanol y Butanol) a 1.5 psi.
F=114,2754 cm/min.

Radio de la columna(r)= 0.25

_ F  114,2754 cm/seg
60Tr2  (60)(3.1416)(0.25)

5 = 9.7 cm/min

N° 8 Alturas equivalentes a un plato tedrico obtenidas a presiones

Presién Flujo de burbuja Flujo de fase movil Altura de plato
(Psi) cm/min cm/min tedrico mm
1.5 114,2754 9.7 7.819
1.8 169,6460 14.4 5.296
2.0 146,0841 12.4 4.647
2.3 215,5918 18.3 4.127
2.5 241,5099 20.5 3.778
3.0 314,5520 26.7 5.100
3.5 356,9635 30.3 6.199
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En el Cuadro N° 8 se observa que la presion es directamente proporcional
a la velocidad lineal a excepcién de 2.0 psi por lo tanto no se grafico a esa
presion ya que se sale de los parametros normales del grafico y se hizo

una nueva corrida a 2.3 psi, dando como resultado la siguiente figura:

9
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Fig. N° 6 Grafica de Van Deemter para el Etanol.

En la figura N° 6, se observa, la maxima eficiencia (menor valor de altura
equivalente de platos teoricos (H) y mayor valor de platos tedricos (N))
para la separacion del metanol, en las condiciones experimentales
descritas, se alcanza a valores de flujo de fase movil de 20.5 cm/seg que
corresponde a una presion de 2.5 psi, ademas como se puede observar
en la figura N° 1 la grafica presenta similar comportamiento por lo tanto los

resultados son confiables. 5 s)

Con respecto a la identificacibn de problemas en la resolucion de los
cromatogramas para obtener un Optimo rendimiento, modificando
parametros como, Split y Flujo, se tomdé los cromatogramas que

presentaban picos mas grandes y definidos, los cuales fueron los
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encontrados a la presién de 2,5 psi, 1,8 psi y 3.5 psi (ver anexo N° 5
figuras N° 29, 31y 33).

El principal problema encontrado fue debido a que el metanol y el etanol
presentaban punto de ebullicion muy cercanos (etanol 78°C, metanol
65°C) generando el problema en la resolucién ya que los picos aparecian
muy cercanos entre ellos, para solucionar esto se hicieron 5 corridas con
la presion obtenida en la grafica de Vam Deemter, haciendo cambios al
split (30, 20, 15, 10 y 5 mL/min) y manteniendo constante los paradmetros
de volumen de inyeccion, temperatura de inyeccion y temperatura de
horno, para poder observar si habia mejora en la resolucion del
cromatograma y asi poder determinar cuél es la cantidad optima de spit
para la muestra usada, logrando con esto mejorar la resolucién de los

picos obtenidos, el sistema de operacion se detalla en el cuadro siguiente:

Cuadro N°9 Condiciones de operacion del equipo para el andlisis de la

mezcla (Etanol, Metanol, Butanol).

EQUIPO Perkin ElImer AutoSystem XL

Volumen de inyeccion 0.1 microlitros

Temperatura de inyeccion. 150 °C

Temperatura del horno. Rampa de temperatura de 70 a 120 °C

Temperatura del detector. 70 °C

Tiempo de corrida. 10-20 minutos aproximadamente

Presion de gas de arrastre. 2.5 segun la corrida

Split 30, 20, 15, 10 y 5 mL/min

Detector Detector lonizador de llama

Gas usado Helio

Columna usada Perkin Elmer Elite 1 de 15 metros de longitud
por 0.25 milimetros de diametro.

Al variar el Split manteniendo los deméas parametros constantes los

resultados fueron los siguientes:
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- Con el Split de 30mL/min el cromatograma solo mostro 1 pico por
lo cual no hubo separacion del Metanol. Ver anexo 5 N° 35.

- Con los Split de 20mL/min y 15mL/min, no hubo reconocimiento de
la mezcla, porque que se apagaba el detector.

- Con Split de 10 mL/min si hubo separacion sin embargo no se
definieron los picos del Etanol y Metanol, ademas se apagé el
detector en la corrida. Ver anexo N° 5 figura N° 34.

- Con el Split de 5 mL/min solo reconocié el Metanol y luego se

apago el detector, Ver anexo N° 5 figura N° 34

Se comprobd que no hubo mejoras al cambiar el Split, por lo tanto se

mantendra el que trae especificado el equipo que es de 25 mL/min , 7

Con respecto a la seleccion del mejor perfil analitico en los ensayos de
pruebas, para poder determinar el mejor perfil analitico se hizo una
comparacion en los cromatogramas presentando una mejor separaciéon a
1.8 psi y 2.5 psi (ver anexo N° 5 figuras N° 29 y 31), similar resultado lo
podemos observar con el nimero de platos tedricos (ver cuadro N° 5)
donde se observo que los mejores datos se obtenian a 1.8 psiy 2.5 psi,
sin embargo a 2 psi y 3 psi presentaron una mejor altura de picos.

Con una presiéon de 3.5 se logro una mejor definicién de los picos (ver
anexo N° 5 figuras N° 33) pero los picos presentaron demasiada cercania
entre ellos, afectando la resolucién y selectividad de la columna.

Con la grafica de Van Deemter se determiné que la mejor presion de
trabajo para el equipo es de 2.5 psi ya que presenta la menor altura
equivalente a un plato tedrico, este resultado se confirma en la separacion
de compuestos, resolucion y en el nimero de platos tedricos ya que con
2.5 psi se presenté mayor resultado que con los otros valores de presion

(ver cuadro N° 4 y 5), sin embargo se logro una mejor definicién de picos a
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una presion de 3.5 factor que se debe tomar en cuando se valide el
método, pero debido a lo descrito anteriormente se mantendrd 2.5 Psi
como presion 6ptima.

Con respecto al Split como se explicé anteriormente, se debe de mantener
el que recomienda el fabricante del equipo 25 mL/min ya que es el que
presenta los mejores resultados y no da problemas durante la corrida.

Por lo tanto el mejor perfil Analitico es el obtenido utilizando las

condiciones del cuadro N° 10.

Cuadro N° 10 Condiciones 6ptimas con mejores resultados para la

muestra utilizada.

Volumen de inyeccién 0.1 microlitros

Temperatura de inyeccion 150° C

Temperatura del horno Rampa de temperatura de 70 a 120°C

Temperatura del detector 70 °C

Tiempo de corrida 15 minutos

Presion de gas de arrastre 2,5Psi

Split 25 ml/min

Detector Detector lonizador de llama

Gas usado Helio

Columna usada Perkin Elmer Elite 1 de 15 metros de longitud
por 0.25 milimetros de diametro.




CAPITULO VI

CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

Se logré una correcta adecuacion del cromatografo de gases, marca Perkin
Elmer Autosystem XL, al establecer los parametros iniciales de la columna
capilar, el software Total Chrome versién 2011, asi como los flujos de gases

de helio 241, hidrogeno 476 y oxigeno 464 (centimetro por minuto).

La columna capilar posee una correcta condicion para el buen
funcionamiento del equipo, pues al llevar acabo los ensayos se identificd
gue posee una selectividad mayor de uno punto cero, con una resolucion de

0.1866 y con respecto a los numeros de platos tedricos 3970,76119.

Los resultados de presién obtenidos por medio de la grafica de Vam
Deemter son los adecuados, puesto que presentan similar comportamiento

gue los obtenidos en estudios realizados con otros cromatografos de gases.

En el equipo se debe mantener las condiciones del Split, indicadas por el
fabricante, para eliminar el problema que se apague el detector y asi

obtener una buena resolucion.

El mejor perfil obtenido, es el que cumple con la grafica de Van Deemter ya
gue presenta parametros 6ptimos de resolucion, selectividad y nimero de

platos tedricos, asi como una mejor separacion de compuestos.

La grafica de Van Deemter determina que la mejor presion de trabajo para el
equipo es de 2.5 psi por presentar la menor altura equivalente a un plato
tedrico; este resultado se confirma en la resolucion y en el nimero de platos
tedricos ya que con 2.5 psi se presentd un niumero mayor que con los otros

valores de presion
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7. Debido a las condiciones de trabajo empleadas se confirma, que es posible
llevar a cabo la determinaciéon de metanol en bebidas alcohdlicas, puesto
gue la obtencién de los datos muestran el mejor perfil analitico con respecto
a la separacioén y resolucion del compuesto, por lo que se podra dar inicio a
la validacion del método.

8. Los resultados obtenidos en cada ensayo muestran una correcta adecuacion
del cromatégrafo de gases en el Laboratorio de Analisis Fisico Quimico del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD), para el analisis
de metanol en bebidas alcohdlicas o en los diferentes compuestos que

deseen analizar.



CAPITULO VII

RECOMENDACIONES
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7.0 RECOMENDACIONES

. Cuidar que las valvulas de gases estén abiertas cuando se encienda el
equipo, para evitar que la fase estacionaria se sobrecaliente y se

deteriore.

Dejar al menos 15 minutos antes del analisis, acondicionando el equipo,
sobre todo antes de encender el detector para asi facilitar el encendido

de la llama y obtener resultados mas precisos.

. Contar con un plan de mantenimiento del equipo, para evitar problemas
en el funcionamiento 6ptimo del cromatografo de gases y evitar posible

desperfecto en el equipo con respecto al tiempo.

Determinar el periodo de tiempo en el que deber& evaluarse los perfiles
analiticos y con qué frecuencia y establecer condiciones principalmente

en el momento del cambio de columna.

. Al instalar un cromatégrafo de gases se debe de observar principalmente
los escapes de gases ya que pueden causar problemas en las columnas

y desperdiciar los gases para el equipo.

Evitar usar un Split mayor que los recomendados por el equipo, puesto
pueden causar diversas dificultades como apagado del equipo, no

deteccién de la muestra en los analisis realizados, entre otros.

. Validar el método de determinacién de metanol en bebidas alcohdlicas

por cromatografia de gases ya que se ha demostrado que el equipo es

Optimo para este tipo de analisis.
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8. Tomar en consideracién la presion de 3.5 psi cuando se valide el
método de determinacion de metanol en bebidas alcohdlicas, puesto que
a pesar que no se obtuvo un buen numero de platos tedricos o la mejor

resolucion se logro una buena definicion de los picos obtenidos.

9. Fomentar la investigacion en donde se incluya analisis de cromatografia
de gases Yy asi dar un mejor aprovechamiento del uso de la tecnologia

en la poblacion estudiantil.



BIBLIOGRAFIA



BIBLIOGRAFIA

. AOAC, Official Methods of Analysis of the Association of Official
Analytical Chemists.14th Edition. 1984. Método No. 9.091-9.093pag
184,187.

. Doglas A, Holler J, Nieman Thimoti 2001, Principios de analisis
instrumental 5 ed, Madrid Esp, Concepcion Férnandez Madrid 761-762.

. Ramoz A, Curso sobre cromatografia de gases y analisis de grasas
trans Censalud 2008, San Salvador, El Salvador. Pag 13-17.

. Perkin Elmer Instruments, User Guide of AutoSystem XL GC IPM,
Marzo 2001, Shelton Conectituc U.S.A pag. 13-36.

. Agencia estatal antidopaje; Espafa; actualizado 29 de abril del 2011;
acceso 20 de marzo de 2011; métodos cromatografica; disponible en:
http://www.aea.gob.es/media/126615/metodos%20cromatogr%C3%A1fi

cos-nuevo.pdf.

. Castillo J; Introduccién a la separacion cromatogréfica definiciones y
términos comunmente empleados en los métodos cromatografica; clase
de Universidad de Puerto Rico en Humaca; acceso 5 de enero del 2011;
disponible en: www1.uprh.edu/jorcas/paginas_clase/pag_pdf/
CROMADEF.pdf.

. Castillo R J; Determinacion de la velocidad lineal y flujo éptimo de una
columna cromatografica empleando la curva de Vam Deemter;
Documento de clase; acceso 22 de marzo de 2011; disponible en:

wwwl.uphr.edu/jorcas/ paginas.../info.../det_flujo_optim2.pdf.


http://www.aea.gob.es/media/126615/metodos%20cromatogr%C3%A1ficos-nuevo.pdf
http://www.aea.gob.es/media/126615/metodos%20cromatogr%C3%A1ficos-nuevo.pdf

8. Cromatografia de gases; acceso 5 de enero del 2011; disponible
en:http://www.slidefinder.net/1/10 _ 20CROMATOGRAFIA_20DE_20GA
SES/1638692.

9. Detectores para cromatografia de gases; acceso 7 de marzo de 2011;
disponible en: http://www.marsopa.es/page3/ assets/Tema4C.pdf.12

10..Humberto R; Cromatografia gaseosa; Documento de grupo de quimica,
24 de julio del 2008;acceso 20 de marzo de 2011; disponible en:
http://grupos.emagister.com/documento/cromatografia_gaseosa/106 7-
58427.

11. Instituto de Geocronologia y Geologia Isotdpica; Universidad de Buenos
aires Argentina, actualizado en el 2003; acceso 7 de marzo de
2011;Laboratorios de cromatografia de gases; disponible en:

http://www.ingeis.uba.ar/default.php?page= geoquimicaorganica.htm.

12.Knedel W; Columnas capilares en cromatografia de gases; Instituto de
Investigacion Quimicas, Bioldgicas, Biomédicas y Biofisicas; Guatemala,
acceso 5 de enero del 2011, disponible en:
http://www.slideshare.net/McAlejo/columnas-capilares-en-cromatografa-

de-gases.

13.Morales A; Alcances y limitaciones de la cromatografia de gases y
cromatografia liquida de alta eficiencia en los analisis forenses; La
pagina criminalista de México; acceso 22 de marzo de 2011; disponible
en:http://criminalistic.org/index2.php?option=com_content&do_pdf=1&id
=300


http://www.slidefinder.net/1/10__20CROMATOGRAFIA_20DE_20GASES/1638692
http://www.slidefinder.net/1/10__20CROMATOGRAFIA_20DE_20GASES/1638692
http://www.marsopa.es/page3/%20assets/Tema4C.pdf
http://grupos.emagister.com/documento/cromatografia_gaseosa/1067-58427
http://grupos.emagister.com/documento/cromatografia_gaseosa/106%207-58427
http://grupos.emagister.com/documento/cromatografia_gaseosa/106%207-58427
http://www.slideshare.net/McAlejo/columnas-capilares-en-cromatografa-de-gases(10)
http://www.slideshare.net/McAlejo/columnas-capilares-en-cromatografa-de-gases(10)
http://criminalistic.org/index2.php?option=com_content&do_pdf=1&id=300
http://criminalistic.org/index2.php?option=com_content&do_pdf=1&id=300

14. Quiminet.com; México; actualizado 10 de marzo de 2011; acceso 10 de
marzo del 2011; Historia de Ila cromatografia de gases;
disponibleen:http://www.quiminet.com/ar8/ar_bcBuzgtbcBu-historia-de-

la-cromatografia-de-gases.htm.

15. Skoog, Douglas A. y Leary, James J, Andlisis Instrumental. Armenia;
Cromatografia de gases; 7 de julio del 2009 (actualizado 24 de mayo del
2011), acceso 29 de abrii del 2010 disponible en:
http://es.scribd.com/doc/74092291/Informe-de-Lab-Oratorio-de-Analisis-
Instrumental-Cromatografia-de-Gases-2


http://www.quiminet.com/ar8/ar_bcBuzgtbcBu-historia-de-la-cromatografia-de-gases.htm
http://www.quiminet.com/ar8/ar_bcBuzgtbcBu-historia-de-la-cromatografia-de-gases.htm
http://es.scribd.com/doc/74092291/Informe-de-Lab-Oratorio-de-Analisis-Instrumental-Cromatografia-de-Gases-2
http://es.scribd.com/doc/74092291/Informe-de-Lab-Oratorio-de-Analisis-Instrumental-Cromatografia-de-Gases-2

GLOSARIO (3, 6,15

Acondicionamiento de columna: El proceso de preparar una columna para
usarla. Se eliminan de la columna los materiales volatiles calentandola a una
temperatura cercana al limite superior de temperatura de la fase estacionaria
mientras se pasa un gas inerte a través de ella.

Adsorbente: Un material solido con superficie activa usado como fase
estacionaria.

AEPT: Abreviatura por altura equivalente a un plato tedérico. Es otro término de
H, altura del plato. Se calcula dividiendo el largo de la columna por el nimero
de platos.

Altura de pico: La altura desde la linea base hasta la cima del pico.

Altura de plato: El largo de la columna dividido por el nimero de platos.
Ambito lineal dinamico: El &mbito de concentracion inyectado al cromatégrafo
que da una curva de calibracién lineal.

Analisis cualitativo: El proceso de identificar muestras o componentes de las
muestras.

Andlisis cuantitativo: El proceso de determinar la cantidad o concentracién de
componentes en una muestra.

Ancho de banda: El largo de banda que tiene un soluto en la columna.

Ancho de pico: Normalmente se refiere al tiempo o distancia, en la base, entre
las tangentes extrapoladas del pico, dibujadas en el punto de inflexion. También
se refiere al ancho de un pico medido a una fraccion especificada de su altura
total.

Area de pico: El area bajo el pico y por encima de la linea base.

Cantidad minima detectable: El peso de material inyectado a un cromatégrafo
gue da una altura de pico igual a tres veces la altura pie a pico del ruido de la
linea base.



Capacidad de carga: El peso maximo de muestra que se puede inyectar a una
columna dada sin aumentar el factor de retencion (k) en méas del 10%.
Capacidad de la columna: El peso maximo de muestra que se puede separar
sin cambiar el tiempo de retencion en mas de un 10%.

Columna: Un tubo que tiene una fase estacionaria en la que se efectia la
cromatografia.

Constante de distribucién K¢: La razén de la concentracion, en equilibrio, de
un compuesto en la fase estacionaria a la concentracion en la fase mavil.
Constante de tiempo: Se refiere al circuito electrénico que suaviza el ruido.
Cuanto mayor la constante de tiempo, mayor el suavizado.

Control de calidad (CC): En analisis quimico, se refiere a los pasos dados para
lograr un nivel esperado de exactitud y precision.

Cromatografia de gases: El proceso de separacion de mezclas quimicas
vaporizandolas y pasandolas a través de una columna cromatografica.
Cromatografia gas Liquido: Cromatografia de gases hecha una columna con
una fase estacionaria liquida,

Cromatografia gas solido: Cromatografia de gases hecha con una columna
gue tiene un adsorbente solido.

Cromatdgrafo: El instrumento para efectuar la cromatografia.

Cromatograma: Un grafico en papel de una separacion cromatografica.
Cromatograma de ion seleccionado: Un gréfico de la intensidad del ion a una
sola raz6n de masa a carga versus el tiempo.

Curva de calibracion: Un grafico del area o altura de los picos versus las
concentraciones de masas inyectadas.

Derivatizacion: Una reaccidon quimica que agrega un grupo funcional o
compuesto a los componentes de interés. Muchos compuestos no volatiles se
pueden analizar en cromatografia de gases convirtiéndolos a derivados

volatiles.



Desviacion estandar: Una medida de la precision expresada en las unidades de
la medicion. Expeditamente es la raiz cuadrada de la suma de los cuadrados de
las desviaciones de las mediciones individuales menos el promedio, dividida por
el nUmero de mediciones menos uno.

Detector selectivo: Un detector que solo responde a algunos tipos de
compuestos.

Detector universal: Un detector que responde a todos los tipos de
componentes de las muestras.

Diatomaceo: Se refiere a los materiales que se preparan de esqueletos de
diatomeas (animales microscopicos).

Eficiencia: Un término general usado para expresar el ancho de pico producido
por una columna. La eficiencia se mide en términos del niumero de platos.
Eficiencia de columna: Un término que se refiere al numero de platos
generado por una columna.

Elucion: El proceso de transportar un componente a través de la columna con
una fase movil.

Empaque (Nombre): Las particulas de fase estacionaria usadas para empacar
una columna cromatografica.

Enantiémero: Una configuracion molecular no superponible con su imagen
especular, (ver quiral).

Ensanchamiento de bandas: la tendencia de una banda cromatogréfica
segun avanza por la columna.

Entrelazar: Enlazar quimicamente cadenas adyacentes de polimeros. El
entrelazado se da cuando se introducen monomeros disfuncionales en la
polimerizacion.

Errores sistematicos: Se refiere a errores en una medicion que siempre estan
en la misma direccién (opuesto a errores al azar).

Espacio de cabeza: La fase gaseosa de una muestra en equilibrio con un

liguido o solido mantenida en un recipiente cerrado.



Espectro de masas: Un grafico de las intensidades de los picos de los
fragmentos de masas versus su razon de masa a carga.

Espectrometria de masas: La ciencia que trata de la medicion de la masa
molecular y la masa de los fragmentos i6nicos moleculares usando un
espectrometro de masas.

Espectrometro de masas: Un instrumento usado a veces como detector en
cromatografia de gases que mide la razén de masa a cargo de una molécula
ionizandola y pasandola por un campo eléctrico magnético. Las moléculas
ionizadas se fragmentan en iones menores y las masas de estos fragmentos se
pueden usar para deducir la estructura de la molécula.

Estandar externo: Un método para calibracion y analisis. La calibracién se
hace inyectando un conjunto de estandares de calibracion. Normalmente todas
las inyecciones de las muestras y de los estandares se hacen con el mismo
volumen de inyeccion.

Estandar interno: Un compuesto especialmente seleccionado, no presente en
la muestra, pero agregado a ella para andlisis cualitativo o cuantitativo. Debido
a que se usan las relaciones de las areas de los picos, el volumen inyectado no
requiere ser constante ni exactamente conocido.

Extraccion en fase solida: Una técnica de limpieza de muestras que emplea
un pequefio cartucho relleno con fase cromatografica estacionaria o un filtro de
membrana embebido con la fase estacionaria.

Fase enlazada: El material de empaque consistente en un material de soporte
con grupos funcionales organicos covalentemente enlazados a su superficie.
Fase estacionaria: La fase inmovil en cromatografia. Una fase estacionaria
consiste en un material solido o liquido que interacciona con los solutos
conforme pasan por la columna.

Fase movil: Un término general para la fase en movimiento en cromatografia.
En CG es la fase gaseosa. En cromatografia liquida es la fase liquida

(eluyente).



Férula: Un anillo de metal o plastico colocado alrededor del tubo en una
conexion y que se comprime contra el tubo para formar un sello a prueba de
presion.

Filamento: Un alambre delgado calentado eléctricamente. Se usa en el
detector de conductividad térmica.

Fuera delinea: En andlisis cromatografica, se refiere al andlisis de fracciones
recogidas previamente de una columna cromatografica.

Gas portador: Un gas como el helio, hidrogeno o nitrdgeno que sirve como
fase movil para transporte la muestra a través de la columna.

Gréafico de control: Un gréafico del comportamiento de un parametro versus el
tiempo, usado para verificar que el parametro esta dentro de especificaciones y
para predecir cuando es necesaria una reparacion o el cambio de una pieza.
Gréfico de Van Deemter: Un grafico de la velocidad del gas portador versus la
altura de plato.

Inyeccién con bifurcacion: Un modo de inyeccion en columna capilar en que
la cantidad de muestra que entra a la columna es limitada al bifurcar el flujo de
gas portador en dos corrientes. Una corriente va a la columna y la otra va hacia
afuera.

Inyeccién en columna: Se refiere al modo de inyeccion en el que la muestra
se deposita como un liquido directamente en la columna cromatogréfica en vez
de vaporizarla previamente.

Inyeccién sin bifurcacion: Un modo de inyeccién en columna capilar para
medir materiales a concentraciones bajas en un solvente. La muestra se
vaporiza en el inyector y todo el vapor se pasa a la columna que esta
suficientemente fria para condensar al solvente. El solvente condensado
concentra los componentes de la muestra en una banda pequefa a la cabeza
de la columna. Se usa programacion de temperatura para eluir el solvente y los

componentes de la muestra.



Inyector: El dispositivo en un cromatégrafo que inyecta un pequefio volumen
de muestra al instrumento.

Isotérmico: Se refiere a trabajar un cromatégrafo de gases a temperatura
constante.

Limite de deteccion: La concentracion menor que se puede detectar.
Normalmente se define como la cantidad o concentracion de componente que
da un pico de altura igual a 3 veces el ruido.

Limite inferior de control: El limite inferior en un grafico de control que indica
cuando el parametro controlado esta fuera de especificaciones. Normalmente
se define como el promedio menos 3 desviaciones estandares.

Limite superior de control: El limite superior de un grafico de control que
indica cuando el parametro controlado esta fuera de especificaciones.
Normalmente se define como el promedio mas 3 desviaciones estandares.
Limite superior de temperatura: La temperatura maxima a la que se puede
usar una fase estacionaria sin producir excesivo sangrado de columna.
Muestreo de espacio de cabeza: Andlisis de los componentes de un liquido
(normalmente una solucion acuosa) analizando el vapor en equilibrio con el
liquido.

No volatil: Se refiere a un compuesto cuya presion de vapor a las temperaturas
normales del cromatografo de gases es demasiado pequefia para que se pueda
separar por cromatografia de gases.

Numero de platos: El nimero de platos generado por una columna.

Parametro de ancho de pico: Parametro del integrador o del sistema de datos,
seleccionable por el usuario, que ayuda a distinguir entre ruido y picos.

Perfiles cromatografica: Otra terminologia de perfiles analiticos.

Pico del aire: Un pico resultante de la inyeccién de aire.

Picos: En cromatografia, los perfiles de concentracion de los componentes

separados y registrados en un cromatograma.



Picos fantasmas: Los picos cromatografica que no provienen directamente de
la muestra inyectada. Los picos fantasmas normalmente provienen de
contaminacién de la jeringa o del inyector.

Platos tedricos: El nimero de platos, N, es una medida de la eficiencia de la
columna. N se calcula elevando al cuadrado la razén del tiempo de retencion al
ancho del pico en la linea base y multiplicado por 16.

Precisiéon: Una medida de la reproducibilidad de las mediciones de la misma
cantidad.

Programacion de temperatura: La técnica de aumentar la temperatura de la
columna durante una corrida en cromatografia de gases.

Puerta de inyeccion: Un dispositivo por el que se introducen las muestras al
cromatografo con una jeringa.

Purgar y atrapar: Una técnica para concentrar materiales organicos de
soluciones acuosas y de solidos.

Quiral: Una configuracién molecular que no se puede superponer a su imagen
especular. Las moléculas quirales también se llaman enantimeros o isébmeros
opticos.

Rampa: Cambio de temperatura con respecto al tiempo manteniendo la presion
constante.

Razén de respuesta: La razon de respuestas de dos detectores al mismo
componente. Las respuestas pueden ser del mismo detector tomadas a dos
longitudes de onda o de dos detectores diferentes.

Resolucion: La diferencia en retencion de picos adyacentes dividida por el
promedio del ancho de sus picos en la base.

Retencidn: La tendencia de los solutos a moverse a través de la columna mas
lentamente que la fase movil.

Sangrado de columna: La pérdida de fase estacionaria liquida.



Sangrado del septum: Se refiere a la liberacibn de materiales volatiles
atrapados en el septum. Estos materiales se resorben del septum cuando se
inyecta la muestra.

Selectividad: La razén de los factores de retencion (k) de los picos adyacentes.
También se llama factor de selectividad.

Selectividad del detector: La propiedad de un detector de responder solo a
algunos tipos de compuestos.

Sensibilidad a la temperatura: Se refiere a los detectores que responden a
pequefios cambios en la temperatura.

Sensibilidad al flujo: Se refiere a los detectores cuya respuesta cambia con el
flujo.

Sensible a la masa: Se refiere a detectores que responden a la masa de la
muestra que entra por unidad de tiempo mas bien que a la concentracion de la
muestra.

Sistema de datos: Un sistema de coOmputo para adquirir, integrar y manipular
los datos cromatogréfica.

Sobreponer: La capacidad de un sistema de datos de presentar o graficar dos
0 mas cromatograma o espectros uno encima del otro.

Soporte solido: Un sodlido inerte y poroso que se recubre con la fase
estacionaria liquida.

Temperatura programada: La técnica de aumentar la temperatura de la
columna durante una corrida en cromatografia de gases.

Tiempo de retencidn: El tiempo medido entre la inyeccion y la cima del pico.
Tiempo de retencidon ajustado: El tiempo de retencion de un pico menos el
tiempo de retencién de un pico mi retenido.

Tiempo de travesia: El tiempo necesario para que el gas portador pase del
inyector al detector. Se determina midiendo el tiempo de retencion de un
compuesto no retenido.

Velocidad de flujo: La velocidad lineal del eluyente.



Velocidad lineal: La velocidad de la fase movil a través de la columna.
Volumen de estrato: El volumen de una columna empacada.

Volumen de pico: El volumen eluido en el lapso de tiempo de un ancho de
banda en la linea base.

Volumen de retencion: El volumen de gas portador que pasa a través de la

columna entre la inyeccién y la cima del pico.



ANEXO N° 1

CROMATOGRAFO DE GASES Y SUS PARTES



Figura N° 7: Equipo de cromatografia de gases Perkin Elmer Auto System
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Figura N° 8: Representacion esquematica de un sistema de cromatografia
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Figura N°9: Comparacion entre una columna empacada y una capilar
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Figura N° 15: Vista de un detector GC del tipo FID (desmontado)
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ANEXO N° 2

METODO DE DETERMINACION DE METANOL EN BEBIDAS
DESTILADASq)



Methanmnaol in Distilled Liguoars
Gas Chromatographic Method

Final Action

9.091 Apparatus
See 9.075.
9.092 Reagents

{a) Alcohol.—USP, MeOH-free.

{b) Methano! stock soln.—Dil. 10 mL MeOH, 99.9 mol %
(Fisher Scientific Co., A-936, or equiv.) to 100 mL with 40%
alcohol.

(e} n-Buty! alcoho! internal std stock so/n.—Dil. 10 mL n-
BuOH, 99.9 mol % (Fisher Scientific Co., A-384, or equiv.) to 100
mL with 40% alcohol.

(d) Methano! std soln.—0.050% MeOH plus 0.030% n-BuOH
internal std. Fill 100 mL vol. flask to ca 99 mL with 40% alcohol
and add, by syringe, 500 L MeQOH stock soln, {b), and 300 gl
n-BuOH stock soln, (e). Mix and dil. to vol. with 40% alcohol.
Mix again.

Figura N° 18. Método AOAC Metanol en licores destilados método por

cromatografia de gases.

Traduccion.
Metanol en licores destilados método por cromatografia de gases accion
final.
Aparato ver 9.075 (mirar 26.1.30)
Reactivos:
a) Alcohol. — USP, libre de metanol.
b) Metanol solucién stock. Diluir 10 mL de metanol 99.9% molar a 100
mL con alcohol al 40%.
c) Solucion stock de n-butanol: diluir 10 mL de n-butanol 99.9% molar a
100 mL con alcohol al 40%.



d) Estandar interno de Metanol solucién stock -0.050%, metanol plus
0.030%, n-butanol: En un frasco volumeétrico de 100 mL llevar a 99 mL
con alcohol al 40 % y agregar con jeringa 500 microélitos de solucién
stock de metanol, 300 micrdlitos de solucién stock de n-butanol y

mezclar. Llevar a volumen y mezclar otra vez.

Higher Alcohols {n-Propyl Alcohol, Isobutyl Alcohol, and
Isoamyl Alcohol) and Ethyl Acetate—Official Final Action

Gas Chromatographic Method (16)
9.075 Apparatus

(a) Gas chromatograph —Equipped with flame ionization de-
tector. (7) Cofumn.—23% Carbowax 1500 (w/w} on Chromosorb
W (60—80 mesh, acid-washed). Weigh 9 g Carbowax 1500 into
250 mL beaker and mix with H,O on steam bath. Weigh 30 g
Chromosorb W in 250 mL beaker and combine with Carbowax
soln in large flat-bottom Pyrex glass baking dish or flat-bottom
polyethylene container (ca 20 x 25 cm). Add H,OQ to just cover
solid support and mix thoroly. Evap. H.O with frequent stirring
in hood. (Gentle steam may be applied to hasten evapn.) After
evapn of H,0, heat coated support ca 2 hr in 100° oven.

Pack 2.4 m (8’) x 4" od Cu tubing tightly and evenly by
repeated tapping, and condition in column oven at 150° with He
flow rate of 150 mL/min until steady baseline is observed at
attenuation 1:x at operating parameters (ca 24 hr).

(2} Approximate parameters.—Column temp. 70° (isother-
mal); detector and inlet temp. 150°; He carrier flow 150 mL/min.

Optimum operating conditions vary with column and instru-
ment, and must be detd by using std solns. Adjust parameters
for max. peak sharpness and optimum sepn. With high level
std, n-PrOH should give almost complete baseline sepn from
EtOH.

(b} Syringe.—10 ulL, Hamilton Co. No. 701, or equiv.

Figura N° 19. Método 9,075 método de cromatografia de gases para grandes
alcoholes(alcohol n- propilico, alcohol isobutilico y isoamil

alcohol) y acetato de etilo



Aparato: Cromatdgrafo de gases equipado con detector de ionizador de
llama.

Parametros aproximados: temperatura de columna 70° grados, detector y
temperatura de inyeccion 150° grados, gas de arrastre helio a un flujo de 150
mL/minuto.

Las condiciones Optimas varian con el instrumenté y la columna, deben de
usarse soluciones estandares. Ajustar parametros para picos mas definidos
y optimos.



ANEXO N° 3

REACTIVOS, MATERIAL Y EQUIPOq,2)



1.0 Reactivos:
- Etanol de pureza cromatogréfica.
- Etanol de pureza cromatografica.
- Agua destilada de pureza cromatografica.
- N-butanol de grado pureza cromatografica.
2.0 Material
- Jeringa graduada en micralitos.
- Pipetas volumétricas de vidrio de 10.0mL.
- Balones volumétricos de 100.0mL.
- Micropipetas.
- Beaker de 50 mL.
- Probeta de 50 mL

- Embudos de vidrio

3.0 Equipo.
- Cromatografo de gases Perkin ElImer AutoSystem XL.
- Columna cromatogréfica de gases Perkin Elmer de 15 metros
de longitud x 0.25 milimetros de diametro.
- Medidor de presion de burbuja de jabon.

- Filtros de gases Perkin Elmer.

4.0 Preparacién de muestray estandares de trabajo.q)
4.1 Estandares de trabajo.
4.1.1 Solucion madre de etanol.
Con una pipeta volumétrica se medira 40.0 mL de Etanol
de pureza cromatografica y se agregara un baldn
volumétrico de 100.0mL y se llevara a aforo con agua de

pureza cromatografica (ver figura N° 20).
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Figura N° 20: Preparacion de solucion madre de metanol
4.1.2 Estandar de metanol.
Con una pipeta volumétrica se medira 10.0mL de Metanol
de pureza cromatografica y se agregara a un baldn
volumétrico de 100.0mL y se aforara con la solucion madre
de Etanol. (ver figura N° 21)
00
mL -40
Metanol Aforara con solucion
madre de etanol

Figura N° 21 Preparacion de estandar de metanol

4.1.3 Estandar de N-butanol.
Con una pipeta volumétrica se medira 10.0mL de N-Butanol

de pureza cromatografica y se agregard a un baldn



volumétrico de 100.0mL y se aforara a con la solucién

madre de Etanol (ver figura N° 22).
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Figura N° 22. Preparacion de estafiar de N-butanol

4.2 Preparacion de muestra.
Con una micropipeta volumétrica se medira 500.0 microlitos de la
solucion estandar de metanol y 300.0microlitos de la solucion
estandar de N-Butanol y se agregara a un balén volumétrico de
100.0 mL y se aforara con la solucién madre de Etanol.(ver figura
N° 23).
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Figura N° 23: Preparacion de la muestra.



ANEXO N° 4
MANUAL DE CROMATOGRAFO DE GASES AUTOSYSTEM XL )
(SE RESPETO EL MANUAL DEL PROVEEDOR)



MANUAL DE CROMATOGRAFO DE GASES AUTOSYSTEM XL

Cromatégrafo de gases “PERKIN ELMER AUTO SYSTEM”

El Cromatografo de gases Perkin EImer AutoSystem XL Cuenta con:

- Detector de lonizacion a la Llama (FID).

- Gas portador: Helio, Hidrogeno y Oxigeno.

- Columna capilar.

I. Resumen de las Instrucciones para el manejo del Cromatégrafo.

1.
2.
3.

Abrir las valvulas de gases de aire, hidrogeno y helio.

Encender el aparato en el interruptor N.

Colocar la temperatura del detector, 200 °C, para ello presionar la
tecla (DET TEMP) asignar la temperatura 'y (ENTER).

. Asignar la temperatura de trabajo del puerto de inyeccion, también

200 °C, para ello presionar la tecla (INJ TEMP), asignar la
temperatura y (ENTER).

. Asignar la temperatura de la columna a 60°C (temperatura inicial) para

ello presionarla tecla (OVEN TEMP), asignar la temperatura y
(ENTER).

. Después de asignar las temperaturas, encender el detector. Para ello

las valvulas de H2 y aire deben estar cerradas, luego abrir la valvula



de H2 en el sentido contrario a las agujas del reloj. Encender el
detector para ello se observa el voltaje del detector

Presionando la tecla (AUTOZERO), (1) y (ENTER).

Colocar el encendedor sobre la salida del detector y presionar
ligeramente hasta observar un reflejo de luz roja sobre la superficie
metalica de la salida del detector.

Seguidamente rotar en el sentido contrario a las agujas del reloj la
valvula de aire poco apoco hasta que se escuche una pequefia
explosion la cual indica que el detector esta encendido. Para verificar
gue el detector esta encendido se debe observar si existe voltaje en el
detector y colocando una pipeta en la salida del mismo (si el vidrio
esta empafiado de vapor de agua, el detector esta encendido). Si no,
vuelve a intentar el procedimiento para encenderlo.

. Si se requiere programacion de temperatura para obtener una mejor
resolucion de las bandas cromatograficas: Asignar la temperatura 1
con la tecla (OVEN TEMP) y luego (ENTER). Asignar el tiempo 1 con
la tecla (TIME) y luego (ENTER). Asignar la rampa de calentamiento
con la tecla (RATE) a un valor de 42°/min y (ENTER). Asignar la
temperatura 2 con la tecla (OVEN TEMP) y luego (ENTER). Asignar el
tiempo 2 con la tecla (TIME) y luego (ENTER).

. Para que la programacion de temperatura se ejecute después de la
inyeccion se debe presionar la tecla (RUN).

. Al terminar la jornada de trabajo: Apagar el detector para ello
presionar las teclas (AUTOZERO), (0) Y (ENTER). Apagar la
temperatura del detector para ello presionarlas teclas (DET TEMP),
(0) Y (ENTER). Apagar la temperatura del puerto de inyeccion para
ello presionar las teclas (INJ TEMP), (0) Y (ENTER). Apagar la
temperatura de la columna para ello presionar las teclas (OVEN
TEMP), (0) Y (ENTER). Esperar 15 min hasta que la temperatura de
la columna haya disminuido hasta 25°C. Cerrar las valvulas de aire,
H2, y helio y aire. Cerrar las perillas P y S de los flujos de gases H2 y
aire que entran al detector. Apaga el instrumental en el Control.
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Figure 9-1. The parameter keys.

Descripcién general

El Cromatégrafo de Gases AutoSystem XL estd controlado por un
conjunto de parametros de funcionamiento llamado método activo. Se
puede preparar y guardar hasta cinco métodos y realizar cualquiera de
los métodos activos. Sin embargo, el método 5 es generalmente
reservado para el control del equipo externo del Cromatdgrafo de gases
(computadora). Si no se controla el Cromatografo de Gases desde un
equipo externo (Pc), puede utilizar 5 métodos de la misma manera que

lo haria usando los otros métodos.

El Cromatégrafo de Gases AutoSystem XL incluye los pardmetros de
funcionamiento tales como programa de temperatura del horno,
programa de temperatura del inyector; temperatura del detector o un
programa detector de temperatura, programa de presion de gas
transportador, programa velocidad de gas transportador, la configuracion
de la véalvula (por ejemplo, el funcionamiento de un muestreo de gas de
la valvula o division/ divisiones de operacion de la columna capilar), una
tabla programada de eventos, y una variedad de pardmetros para la
salida de control de datos.

Los parametros del Método activo se guardan siempre cuando se



apague correctamente y se vuelve a cargar automaticamente cuando se

enciende de nuevo.

Este capitulo contiene las siguientes secciones:
¢ Visualizacion de parametros de Activos
¢ Modificar el método activo

e Métodos de servicio

Parametros del método activo
Las 12 teclas da Acceso a los pardmetros del método activo cuando el
sistema no esta en el modo de configuracion. Para salir del modo de
configuracion, presione [Status Escape].
Nota: Tenga en cuenta que exclusivamente el método Activo puede ser
editado directamente desde las teclas de parametro sin pasar del menu
Método. Para ver y editar un método almacenado, consulte "Edicién de
un método almacenado". Para generar un nuevo método, consulte la
seccion "Generacion de un método."
Las teclas de parametros estan relacionadas de orden de izquierda a
derecha, de arriba a abajo. Para mostrar la pantalla el primer parametro,
presione [Oven Prog]. Para mostrar las pantallas siguientes, presione
[Enter].
Después de seleccionar una pantalla de parametros, las pantallas de
parametros restantes se disponen en un loop. Después de mostrar la
pantalla del ultimo parametro, al pulsar [Enter] muestra la pantalla del
primer parametro. No tienes que ver los parametros en secuencia. Para
ver una pantalla de parametro especifico, simplemente pulse la tecla de
parametro adecuado.
En la tabla siguiente se enumeran las tareas del cromatégrafo de gases
y las teclas de parametros correspondientes:

Tablal0. Tareas Para el panel de control con los pardmetros

correspondientes.



Tarea del cromatégrafo de gases Tecla de Parametro

Configuracion de un programa de _
[Oven Prog], [Time] y [Rate].
temperatura del horno

Configuracion de una temperatura .
_ [Inject Prog]
del inyector / programa

del

Configuracion detector de
[Detect Control]

temperatura
Ver |/

portador

configuracion del gas

[Carrier Prog]

Ver/ configuracion del flujo de gas )
[Carrier Prog]
portador / programa

Configuracion de valvulas [Valve]
Configuracion del FID, PID, NPD,

[Range]
FPD o rango
Configuracion de filamentos TCD

[Range]
actual
salida del detector [Output]
Atenuar las sefales del detector [Atten]

Autocero del detector

[Auto Zero]

Configuracion de una tabla

Events
programada [ :

Los ejemplos mostrados son para un Cromatografo de gases Auto
System XL con un inyector capilar instalado en la posicion 1 (frontal) y
un inyector lleno de PPC en la posicién 2 (trasero). Por el lado de un
detector FID se instala en la posiciéon 1 (frontal) y un TCD se encuentra
en la posicién 2 (trasero).

Ejemplos de parametros del método activo

La siguiente secuencia de pantalla de pardmetros del método se
obtuvieron presionando una vez [Oven Prog], presionando repetidas

veces [Enter] se muestran las pantallas siguientes



Oven READY 75° TEMP 1 programa inicial de la
TEMP 175°
temperatura del horno,
Oven READY  0.00m TIEMPO 1 Tiempo de Espera para
TEMP 1 999.9m TEMP 1
RATE 1 es el aumento de la
velocidad de la temperatura(’C /
CR),X?I[]ERlEADY Igr?; min) para pasar de TEMP1 a TEMP
2 en el programa de temperatura del
horno.
"End", significa una expresion de
O'C/ min.
La linea superior muestra el tipo de
Cap 1 READY 1250 inyector en posicién 1 (frontal) y su
Temperature 125° temperatura.
La linea inferior muestra la
temperatura del sistema.
La linea superior muestra el tipo de
Pkd 2 READY 150° inyector en la posicién 2 (trasera) y
Temperature 150° la temperatura actual.

La linea inferior muestra la

temperatura del sistema

Las siguientes pantallas en el cromatogafo de gases AutoSystem XL

esta configurado para ajustar presion de gas..

Split 1 READY
Flow

100
100ml/min

Esta pantalla dividida muestra el
inyector 1 cuando es configurado
Como un inyector capilar.

Al presionar [—~Set] muestra la

relacion de la pantalla dividida.




Press1 READY 10

Muestra el gas portador para el

inyector 1 cuando esta configurado

Initial 10 psi para hacer presion. Pulsando
[—>Set] muestra el flujo y velocidad
en pantalla.

Press 1 2.0 Este es tiempo de espera en

TIME 1 999.0m minutos para la presionl.

Prees 1 2.0 Tasa para el flujo 1. “End” indica que

RATE End ml/m L :
no hay ningun tipo de cambio. Una
entrada de 999 es un tipo de rampa.
Muestra el flujo 2 del gas portador

Flow 2 2.0 . .

Initial 2.0 ml/m cuando el flujo este es configurado.
Presionando [—set] muestra la
presion y la velocidad en pantalla.

El tiempo de retencion del flujo 2.

Flow 2 2.0 I _

TIME 999.0 m Un valor de 999 indica que el flujo se
mantiene constante hasta el final de
la corrida.

Flow 2 0.0 Tasa para el flujo 2 en ml/min. ‘End’

Initial End ml/m o . ., ,
indica que no existe ningun cambio
La linea superior muestra el tipo de

FID 1 250 °

Temperature  250°

detector en la posicion 1 y su

temperatura real.




La linea inferior muestra el punto de

consigna.

La linea superior muestra el tipo de

(0]

TCD 2 3000 detector en la posicion 2 y su
Temperature 300

temperatura real.

La linea inferior muestra el punto de

consigna.

La linea superior muestra el tipo de
FI_D_ 1 Range detector, su posicion y el rango
Initial

actual.

La linea inferior muestra el intervalo

inicial.

La linea superior muestra el tipo de
TC_:I_DZRange detector, su posicibn y el rango
Initial

actual.

La linea inferior muestra el intervalo

inicia

La linea superior muestra si un
Int1Output FID 1 integrador o grabadora  esta
Initial FID 1 configurada para la salida del

detector de 1. La linea inferior

muestra que detector es conectado

al dispositivo.

La linea superior muestra si un
Rec 2 integrador 0 grabadora esta
Output TCD 2 configurada para la salida del
Initial TCD 2

detector 2. La linea inferior muestra
gque detector es conectado al

dispositivo.




La linea superior muestra el tipo de

FD1LAZ 12mV detector en la posicion 1y la sefal

Initial on del detector.

La linea inferior muestra el estado

Autocero inicial.

TCD |2 AlZ  12mV La linea superior muestra el tipo de
nitia on
detector en la posicion 2 y la sefal

del detector.

La linea inferior muestra el estado

Autocero inicial.

Time 2 La linea inferior establece el tiempo
E"I?nt Value 50 de evento para una corrida de “2”
split 2

minutos “Split 2” el flujo para 50 ml /

min, después de la inyeccion de una

muestra.

V. Editar el método activo
Si ha leido y utilizado los capitulos de este manual de forma secuencial,
como se recomienda, por ahora es probable que haya instalado y
acondicionado una o dos columnas, y crear uno o dos detectores.
También, usted probablemente no era consciente en el momento en
gue ha modificado algunos de los parametros del Método activo. Desde

las condiciones utilizadas no eran necesarias los requerimientos para el



andlisis que se desea realizar, ahora se debe modificar el método activo
para establecer su funcionamiento delos pardmetros.
Ejemplos de como realizar las tareas que se enumeran a continuacién
se describen en las secciones que siguen. Usted debe, por supuesto,
sustituir los valores por los nuestros.
e Establecimiento de programas de la temperatura del horno.
e Ajuste la temperatura del inyector / programas (PSS y POC).
e Ajuste la temperatura del detector.
e Visualizacion / ajuste del operador de presion de gas / programas
(PPC)
e Visualizacidon / ajuste del operador de flujo de gas / programas
(PPC)
e Configuracion de las valvulas.
e Ajuste de rango de FID, PID, NPD o FPD.
e Ajuste de la corriente del filamento TCD.
e Enrutamiento de la salida del detector
e Atenuamiento del detector de sefiales.
e Ajustar a cero el detector.

e Creacion de una tabla de eventos programado.

Hasta este punto acaba de instalar una columna, establecer
del portador de gas o flujo, y configurado el detector. Si Este
todos los gases se encienden en la fuente de gas, y el cromatografo de
gases Autosystem XL debera estar encendido. Si usted acaba de crear

un FID o FPD, usted debe encender la llama.

Después las tareas antes mencionadas representan un seccion llamada
“Método de utilidades”. Se le muestra como generar, crear, copiar,

borrar, editar e imprimir un método.



VI. Preparandose para editar el método activo
Dependiendo de lo que ha ocurrido antes de llegar a este capitulo, el
horno de puerta puede o no ser cerrado. Para hacer mas facil seguir los

ejemplos presentados en este capitulo:

1. Cerrar la puerta del horno.

Method 1 NOT RDY ‘ M
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Una pantalla de estado parece que es similar a uno de los siguientes:

Tanto el NOT RDY y pantallas de estado READY muestran el actual
namero de meétodo activo. En el ejemplo anterior, el método 1 es el

método activo.

2. Si pulsa [Status Escape] una segunda vez, el andlisis en tiempo total
es demostrado. Si el sistema esta listo o no, usted puede pasar a la

3. siguiente seccion.

Nota: Cuando se cambia un pardmetro de método activo, el cambio
entra en vigor inmediatamente. Por ejemplo: Si el sistema esta

cambia de un inyector punto de consigna de temperatura, la p

muestra el estado de RDY hasta alcanzar el nuevo punto de aju
Configuracién del programa de entrada de temperatura del horno

El software AutoSystem XL GC le permite configurar cuatro niveles (que
son O [isoterma], 1, 2, o 3) con las claves [Oven Prog],[Time],[Rate],

[InjectProg], [Time] y [Rate].
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Fig. Esquema de Pasos del programa GC temperatura

Para una ejecucion isotérmica, TIME 1 es equivalente al tiempo de
ejecucion total. Al del final del tiempo (TIME 1), los cambios de
sistema para NOT RDY, se equilibra y luego se va READY.

Para cambiar el tiempo de retencién:

4. Presionar [Enter].

Oven 0.00m El tiempo 1 aparece en pantalla.
TIME 1 & 999.9m

5. Introduzca un tiempo de retencién adecuado para su andlisis, por

ejemplo, 25 min.

Ahora muestra la ejecucién del nuevo
Oven 0.00m .
TIME 1 g 25.0m tiempo total.

6. Presione [Enter].

= 100#
gZ\TEI g tnd El RATE 1 aparece la pantalla.

Nota: Dado que la temperatura del horno se mantiene constante para la
operacion isotérmica, la tasa de la temperatura aumento se debe
establecer en 0. Si el método activo que se estd editando ya esta
isotérmica, el parametro de RATE han sido adecuadamente fijado en 0 y

esa parece en la pantalla por la palabra "End". Si otro programa



VII.

isotérmico se ha previamente establecido, un valor aparecera en la

pantalla. Por ejemplo:

Para establecer la RATE a O:
e Presione[0] [Enter] o [Delete] [Enter].

El valor se sustituye por la palabra "End".

Nota: Cada vez que un parametro (RATE) se fija a "0", cualqu

posterior del programa, si existe, se eliminan del Método activo.

Configuracion de un programa de one-ramp de temperatura

La creacién de un programa de una rampa requiere introducir la

siguiente la informacion en la secuencia mostrada:

La temperatura del horno inicial (TEMP 1).

Tiempo isotérmico para la temperatura inicial (tiempo 1).

Tasa de aumento de la temperatura del horno desde la inicial hasta
la temperatura final (RATE 1).

La temperatura del horno Final (TEMP 2).

Tiempo isotérmico para la temperatura final (tiempo 2).

Aumento de la temperatura de 0 °C/min, que significa el final del
RATE.

El siguiente ejemplo muestra cO6mo convertir un programa isotérmico en

un programa de una rampa con el método isotérmico

parametros de temperatura del horno como punto de partide

Paradmetro Valor

TEMP 1 50 °C

TIME 1 5 min

RATE 1 2 °C/min
TEMP 2 70 °C

TIME 2 10 min

RATE 2 End (0 °C/min)




Para configurar de un programa de una rampa

1. Pulse [OverProg].

Ove NOT RDY 100°

en
TEMP 1 g oL00°

CHt

2. Escriba 50 para TEMP 1

Oven

TENP 1 g o0

El cambio de

. El Time aparece en pantalla

Los cambios en el estado el horno

RDY.

la temperatura del

horno se muestra el

la linea superior ya que el horno se enfrie a la nueva temperatura.

3. Presione [Enter]

NOT RDY  0.00m
g 25.0m

1.Introduzca 5 para TIME 1, a continuacion, presione [Enter].

Oven NOT RDY

RATE 1

15°

g End

RATE 1 aparecera en la pantalla.

2.Introduzca una rango para RATE 1 de 2°C/min, presione [Enter].

Oven NOT RDY 60°

TEMP 2 & 50°

Oven NOT RDY  0.00m

TIME 2 £ 0.00m
[Enter].

El TIME 2 aparecera en pantalla.

La TEMP 2 aparecera en pantalla.

3. Para TEMP 2, introduzca la

temperatura de 70°C, presione

4.Introduzca un tiempo de 10 minutos, a continuacién, presione [Enter].

Oven NOT RDY

RATE 2

Bl =
£ tnd




El RATE 2 aparecera en pantalla

5.Si un valor aparece en vez de End, presione[0] [Enter] o [Delete]
[Enter].

VIIl. Establecimiento de un programa de temperatura multi-rango.
El siguiente ejemplo muestra como ampliar el rango anterior del
programa(una rampa) a un programa de dos rampas. Los valores de

parametros utilizados en el ejemplo se muestran a continuacion:

Paradmetro Valor
RATE 2 4 °C/min
TEMP 3 100 °C
TIME 3 5 min
RATE 3 0 °C/min

Si el RATE no esta en la pantalla, pulse [Rate] dos veces para que

aparezca.

Oven NOT RDY 60°
RATE 2 § End

1.Introduzca una rate de 4 , a continuacion, presione [Enter].

NOT RDY ol .
Q\E’:g 3 B 70 La TEMP 3 esta en pantalla.

2.Introducir la temperatura de 100, luego presione [Enter]

e g 0 oom | El TIME 3 aparecera.

—
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3.Introduzca un tiempo de 5, a continuacion, presione [Enter].

Oven : 50° El RATE 3 aparece en pantalla.
RATE 3 £ nd




4.Si "End" no aparece, pulse [01] [Enter]o[Delete] [Enter] para poner

fin a temperatura del programa.

Nota: Puede introducir RATE 3 TEMP 4, y TIME 4 para programar
una rampa de tres.

IX. Mantenimiento de una temperatura de horno
Mientras se ejecuta un programa de temperatura, puede mantener
temperatura del horno mediante el ajuste de la temperatura de las
medidas no ejecutadas.
Para mantener una temperatura de horno durante un programa de
temperatura:

1. Presione [Reset Oven]y aparecera la siguiente pantalla:

Reset to Oven Temp:
1 2 3

2. Pulse [—set] para mover el cursor del horno de Temp 1 a Temp 2. a
continuacion, pulse [Enter].
El horno se calienta basicamente al valor de temperatura Temp 2 y

se mantiene, en lugar de ejecutar el tiempo asociado con Temp 2.

Oven 2 2 Y Til’i’?e 3

Oven 1
S Time 2

Rate 1
Time 1

Fig: Temperatura del horno Programa de RATE I.

3. Pulse el botén [Run] para continuar con el siguiente paso del
programa o [Reset Oven][Enter] para restablecer el horno para el

comienzo del programa de la temperatura.

Para mantener el programa de horno a una hora especifica durante o



antes de una corrida, utilice el horno en HOLD evento programado.
Vea la seccién de eventos programados.

X. Ajuste de temperatura del inyector
Columna capilar (split/splitless), programada en columna vy
programado con split/splitless.
Los ejemplos en esta seccion se derivan de la modificacién del método
activo con un inyector capilar instalado y configurado en la posicién 1
(frontal), y una bolsa del inyector instalado y configurado en la posicion
2 (posterior).
Esta seccidn contiene ejemplos tal coémo:
¢ Pantallas de visualizacion de temperatura del inyector.
e Cambios de temperatura de inyeccion.
e Apague de calentadores de inyeccion.
e Encendido de calentadores de inyeccion.
e Establecer el modo de programacion del horno.

e Establecer la entrada en modo de programacion.

Visualizar las pantallas del inyector de temperatura.
1 Presione [Inyectar Prog].

Una pantalla de inyector similar a la siguiente pantalla.

Cap 1 150°
Temperature § 1500

2 Para mostrar la pantalla del inyector 2, presione [Intrer], o

presione [InyectProg] otra vez.

XI. Cambio de temperatura del inyector
1 Mostrar en la pantalla las propiedades de inyeccion.
2 Introduzca un punto de consigna de temperatura del inyector de

275. La pantalla cambia a:



Cap 1 NOT RDY 165%
Temperature g 275°

Los cambios de estado del inyector listo para NOT READY, se calienta
hasta la nueva la temperatura. En pantalla aparece como se muestra a

continuacion:

Cap 1
Temperature

XIl. Apagar calentador del inyector

1. Mostrar en pantalla las propiedades del inyector, por ejemplo:

Pkd 2 28
Temperature g 3250

2. Presionar [Off/No 0]. La pantalla cambia a:

Pkd 2 323 °
Temperature g 0

3. Pulse [Enter]. La pantalla cambia a:

Pkd 2 £95"
Temperature g Off

Como el inyector se enfria, la temperatura del inyector se muestra en la
parte superior en la linea de la pantalla de arriba.

Con inyectores programados (PSS o POC), una temperature

posible.

Por lo tanto, cuando O se introduce para el punto de control de

inicial, las siguientes aparecera la pantalla:

PSS 1 READY 50°C
Choose: & 0° Off

4. Mover el cursor a la posicién de apagado y presione [Enter].

XIll. Encender el calentador del inyector



1. Muestra la pantalla las propiedades del inyector, por ejemplo:

P
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d 2
e
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mperature g Off

30®

2. Escriba una adecuada temperatura, a continuacién pulse [Enter].

XIV. Modo de programacion de la temperatura del horno

En este modo el inyector POC o PSS se configura como horno
La temperatura del inyector se establece en la temperatura del horno
mas 5°C. Este es el modo predeterminado y mas facil de operar. Por

ejemplo si se programa el horno se efectta de la siguiente manera:

Paradmetro Valor
Temp 1 50 °C
Time 1 2 min
Rate 1 5°C/min
Temp 2 240 °C
Time 2 10 min

La temperatura del inyector inicial sera de 55 ° C. Cuando la corrida
comienza GC,el inyector se calentara a esta temperatura durante 2

minutos, entonces sera la rampa de hasta245 ° Ca5° C/ miny se

mantendra durante 10 min

Step

PSS 1 READY R
Oven Program Mode
} | | Injector 2
T | A I Injector Time 2
r?'] \ e | Oven 2
| \0‘
B @ | el / Time 2
r ‘ Injector 1 ‘ 9\?‘8 ‘
? 5°C | Injector Time 1 V “
R Oven 1 ! |
r | Time 1 r
s

Fig. Programa de temperatura del horno de modo PSS.




Precaucion
Abriendo la puerta del horno se apaga el horno y el calentador del
inyector. Ademas, si se restablece el horno la temperatura durante la

siguiente corrida a nivel, la temperatura del inyector se mantiene.

XV. Modo de introducir programacién de temperatura
La entrada al modo de programacién de la temperatura se utiliza
cuando el inyector POC o PSS es configurado como entrada. En este
modo, el inyector de temperatura se programa de la siguiente manera
cuando se ha introducido en el método. Los valores iniciales por
defecto son: Temp 1 es 50 ° C, Tiempo es 999 minutos, y Rate es 0.
Con inyectores no programados, una entrada de O vuelve fuera de la

zona calentada.

Con inyectores programados, una temperatura de O es posible. Por lo
tanto, cuando 0 que se consignan para el punto de control de inyeccién

inicial, se muestra la siguiente pantalla:

PSS 1 READY 50°
Choose: & 0° 0ff

3.Sitle el cursor junto a 0° para seleccionar una temperatura de 0, o la
posicione el cursor al lado de OFF para apagar el calentador del

inyector.

4.Presione [InyectProg].La temperatura inicial aparece en pantalla

PSS 1 READY e
Initial Temp g 50°




XVI. Configuracion de un programa de inyector de una rampa.
Para configurar un programa de una rampa de inyectores, introduzca
la siguiente informacion:
e temperatura inicial del inyector (Temp 1).
e Tiempo isotérmico para la temperatura inicial (Time 1).
eTasa de aumento de la temperatura desde la inicial hasta la
temperatura final del inyector (Rate 1).
e Temperatura final del inyector (Temp 2).
e Tiempo isotérmico para la temperatura final (Time 2).
e Aumento de la temperatura de 0 ° C/ min que significa el final de la

tasa de aumento al paso dos.

El siguiente ejemplo muestra cdmo construir una rampa de temperatura
de programa para su inyector POC o PSS. Los valores de los

parametros utilizados en el ejemplo se muestran a continuacion:

Parametro Valor

Inj Temp 1 60 °C

Inj Time 1 0 min

Inj Rate 1 100 °C/min
Inj Temp 2 250 °C

Inj Time 2 15 min

Inj Rate 2 End (0°C/min)

Para configurar un programa de rampa de un inyector:

1. Presione [Inyect Prog].

PSS 1 READY
Initial Temp

50 °

g so°

2. Digite 60 para Temp 1y presione [Enter].

PSS 1 NOT RDY
Initial Temp

55°
B s0°




Los cambios de estado para el inyector NOT RDY. El cambio de la
temperatura del inyector se visualiza en la linea superior ya que el

inyector se calienta al punto dado.

. Presione [Enter] para mostrar la pantalla de Tiempo 1.
Después de introducir un valor, debe presionar [Enter] para

visualizar la siguiente pantalla:

PSS 1 READY 60 °
TIME 1 E 999.9m

. Digite 0 minutos para Time | y pulse [Enter]. Presion

nuevo para mostrar la pantalla Rate 1.

PSS 1
RATE 1

READY 60 °

£ 0°/min

. Digite 100 °C/min para la rampa Rate 1y presione [Enter]
Pulse [Enter] de nuevo para mostrar la pantalla de Temp 2:

PSS 1 READY 60°
TEMP 2 & o0° 6. Digite 250 °C para

Temp 2 y presione [Enter].Pulse [Enter] de nuevo para mostrar en

pantalla Time 2:

READY 60°
g 999.9m

Pes 1
TIME 2

. Digita 15 min para Time 2 y pulse [Enter]. Presione[Enter] de
nuevo para mostrar en pantalla Rate 2:

PSS 1
RATE 2

READY

60 °
End

8. Si End no aparece, presione[0] [Enter] o [Delete] [Enter] para

poner fin al programa de temperatura.



Nota: puede entrar a Rate 2, Temp 3, y el time 3 para ajustar
hasta una segunda rampa. Una entrada de 999 para la tarifa 1 o 2
hara que el inyector se caliente.

Precaucion

Si el tiempo del inyector se establece con el valor por defecto
de 999, la temperatura del inyector se mantendra con la temperatura
del horno programada hasta el final. De lo contrario, la temperatura del
inyector

se mantendra por el tiempo que ha introducido, o hasta que
la corrida termine.

Precaucion

Si usted tiene la opcién sub-ambiente, los inyectores POC y PSS
estan vinculados a la opcidén sub-ambiente del horno; por lo t:
inyectores no pueden operar por debajo de la temperatu

ambiental del horno.

XVII. Configuracion de la presidén del gas transportador en la version
manual.
Visualizacion / ajuste de la presion del gas portador depende de su
version del Cromatégrafo de gases, si es la version PPC o version
manual.
Nota: Cuando el punto de ajuste es mayor que cero, el Cromatografo
de gases compara el punto de consigna y la lectura actual de la
presion. Si la presién actual no esta dentro de la ventana de READY,
el "NOT RDY" aparece el estado.
Cuando la presién de entrada se encuentra dentro de la ventana de
READY, NOT RDY desaparece de la pantalla

Para ver o establecer el transportador de presion:

1.Presione [ CarrierProg]



En este ejemplo, el cromatégrafo de gases esta configurado con el
modo capilar de la presion. La pantalla que aparece Pres 1. Pulse

[—>Set] para ver el flujo y la velocidad en pantalla.

Pres 1 READY 10.0 Flow 1 2
Initial g 10.0 psi> Vel 1 26

2.Digite valor inicial de la presion, presione [Enter]

El Time 1 aparece en pantalla:

Pres 1  READY 0.0
TIME 1 g 999.0m

3.Escriba el valor de Time inicial, a continuacion, presione [Enter].

El Rate 1 aparece pantalla:

Pres 1 READY 0.0
RATE 1 § 1 psi/m

El rango es de O (final) a 99. Una tasa de 999 es un ajuste

Precaucion
El modo balistico de la programacion no es recomendado establecer un
programa de tasa seria mas reproducible.

4. Escriba el valor de la tasa inicial, y luego pulsar[Enter].

READY 0.0

1
2 g 50 psi
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5. Escriba el valor de la presion del paso 2, a continug
[Enter].

Pres READY 0.0
TIME 2 & 999.0m

6. Escriba el valor del tiempo del paso 2, a continuacién, presione
[Enter].

Pres 1 READY 0.0
RATE 2 g 1 psi/m

7. Escriba el valor de Rate del paso 2, a continuacién, presione
[Enter].



Para ver la pantalla:
1. Pulse [CarrierProg].

Una pantalla similar a la siguiente para inyector 1.

res 1 25.4
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La pantalla muestra una lectura de presion digital de la presion real

(Iinea superior) y el ajuste de presion (linea inferior).

2. Si el cromatografo tiene un inyector capilar en segundo lugar,
puede versus pantalla de presién al presionando [Enter] una vez la
pantalla de presion CarrierProg] dos veces si otro parametro esta

en la pantalla.

Para ajustar la presion del gas portador:
1. Escriba un nuevo valor de punto de consigna, por ejemplo, 20, a

continuacion, presione [Enter].La pantalla cambia a:

Pres 1 NOT RDY 25.4
Set g 20.0 psi

Nota:

Cuando el punto de ajuste es mayor que cero, el Cromatdgrafo
compara la lectura de la presién de consigna y el actual. Si la p
actual no esta dentro de la ventana de READY, el "NOTRDY" a;

el estado. Cuando la presién de entrada se encuentra dentro de la
Ventana de READY, NOT RDY desaparece de la pantalla.

2. Ajustar la presiéon al punto de control con el mando de control de

presion.
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Fig. Botdn de control de presion.

Nota:
Introduccién de un punto de consigna de "0" desacti
READY / NOT READY.
XVIII. Configuracion del flujo del gas transportador en la version
manual
Programacion / configuracion del flujo del gas portador depende de su
version de Autosystem XL GC, si es la version manual.
Para establecer el flujo portador
1.Presione[ProgCarrier].
En este ejemplo, el Cromatografo de gas esta configurado el flujo
con el modo capilar. El Flow 1 de flujo aparece en pantalla. Pulse

[—Set] para ver la en pantalla la presion y la velocidad.

Flow 1 READY fnd Pres 1
Initial & 2.0 mL/m > Vel 1 26.

2.Escriba el valor de flujo inicial, a continuacion, presione [Enter].

El Time 1 aparece en pantalla:

Flow 1 READY 2.0
TIME 1 g 999.0m

3.Escriba el valor del tiempo inicial, a continuacion, presione [Enter].

La Rate 1 aparece en pantalla:




Flow 1 READY 2.0
RATE 1 & 1 mL/m2

El rango es de 0 (End) a 99. Una rate de 999 es un ajuste balistico.
Precaucion
El modo de balisticos de programacion no es recomendado.
Establecer un programa de una tasa seria mas reproducible.
4.Escriba el valor del tasa inicial, y luego pulsar [Enter].
Step 2 aparece en pantalla:
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5.Escriba el valor del flujo de Step 2, a continuacion, presione [Enter].

Time 2 aparece en pantalla:
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6.Escriba el valor del tiempo para Step 2, y luego pulsar [Enter].

El Rate 2 aparece en pantalla:

Flow 1 READY 20.0
RATE 2 2 1 mL/m2

7.Escriba el valor de la tasa para Step 2, a continuacion, presione
[Enter].
8.Pulse el tecla [InyectProg] para seleccionar e introducir los tipos

division de flujo.

XIX. Programacion / configuracion de flujo del gas portador de forma

manual

Para ver la pantalla:
Pulse [CarrierProg].
Una pantalla similar a la siguiente aparece si un controlador de flujo

con la lectura de flujo opcional se ha instalado en la posicién La linea



superior muestra el flujo real. La linea inferior muestra el punto de

control.

Flow 1 30mL
Set g 3omL

Para ajustar el flujo:

1.

Introduzca un nuevo valor, por ejemplo, 25. La pantalla cambia a

Flow 1 NOT RDY  30mL
Set -

Ajuste el flujo hacia el punto de control con el mando de control de
flujo

Flow Control Knob

Figure 9-6. Flow control knob.

Nota: Introduccién de un punto de referencia de “0’(apagado)
inhabilitacontrol READY / NOT RDY.

Programacion  / Configuracion de la velocidad del gas en la
version PPC.

Programacion / ajuste de la velocidad del gas portador depende la
version delAutosystem XL GC. Puede establecer la velocidad del

gas portador solo si usted tiene la Version PPC.



1. Presione [CarrierProg].
En este ejemplo, el Cromatégrafo de gases la velocidad esta

configurada con el modo capilar. Vel 1 aparece en pantalla.

Para ver o establecer la velocidad del gas portador:

Pulse [—Set] para ver ella presion y flujo en pantalla.

Vel 1 READY 30.0
Initial & 30.0 cm/s >

. Escriba el valor de velocidad inicial, a continuacién, presione

Pres 1
Flow 1

18.0 psi
2.5 mL/m >

[Enter].

El Time 1 aparece en pantalla:
Vel 1 READY 0.0
TIME 1 £ 999.0m

. Escriba el valor del tiempo inicial, a continuacion, presione

[Enter].

La Rate 1 aparece en pantalla:

Vel 1 READY 0.0

RATE 1 g 1 cm/sm

El rango es de 0 (End) a 99. Una rate de 999 es un ajuste

balistico.

Precaucién

El modo de balisticos de programacién no es recomend

Establecer un programa de una tasa seria mas reproducibli

. Escriba el valor del tasa inicial, y luego pulsar [Enter].

Step 2 aparece en pantalla:
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Vel Y
Step 2 g 30.0 cm/sm

. Escriba el valor del velocidad de Step 2, a continuacion,

presione [Enter].

Time 2 aparece en pantalla:




Vel 1  READY 0.0
TIME 2 & 999.0m

. Escriba el valor del tiempo de Step 2, luego presione [Enter].

El Rate 2 aparece en pantalla:

Vel 1 READY 0.0
RATE 2 g 1 cm/sm

. Escriba el valor de la tasa de Step 2, a continuacion, presione
[Enter]



ANEXO N°5

CROMATOGRAMAS OBTENIDOS



Figura N°24. Cromatograma obtenido con el Metanol puro.



Figura N°25. Cromatograma obtenido con el etanol puro.



Figura N°26. Cromatograma obtenido con el butanol puro



Figura N°27. Primer Cromatograma obtenido con la mezcla Etanol,

Metanol y Butanol.



Figura N°28. Cromatograma obtenido con la mezcla de Etanol, Metanol y
Butanol a 1.5 psi de presion.



Figura N°29. Cromatograma obtenido con la mezcla de Etanol, Metanol y

Butanol a 1.8 psi de presion.



Figura N° 30. Cromatograma obtenido con la mezcla de Etanol, Metanol y

Butanol a 2.0 psi de presion.



Figura N°31. Cromatograma obtenido con la mezcla de Etanol, Metanol

y Butanol a 2.5 psi de presion.




Figura N°32. Cromatograma obtenido con la mezcla de Etanol, Metanol y

Butanol a 3.0 psi de presion.



Figura N°33. Cromatograma obtenido con la mezcla de Etanol,

Metanol y Butanol a 3.5 psi de presion.



Figura N°34. Cromatograma obtenido con la mezcla de Etanol, Metanol y

Butanol con Split 10



Figura N°35. Cromatograma obtenido con la mezcla de Etanol, Metanol y

Butanol con Split 5.



ANEXO N° 6

CERTIFICADOS DE COLUMNA Y REACTIVOS



Picoamps

[ Bs

PerkinEimer” H H =
Elite Series® GC Capillary Column
200 Performance Summary o
I
150 150
g
100 - 100
% 2.2 = =
Eg"i: d 3 3
o = S -
' l
50 - 50
3
'?\. "‘L/
o I ‘ P & o
0 5 10 1‘5 20 25 30 35 40 45

Minutes

Picoamps

PART # N9316007

ELITE 1 15m x 0.25mm x .25um

SERIAL # 466544

TEMP PROGRAM: 40° (0 min) to 180° (0 min) @ 6°/min to 330° (15 min) @ 15°/min

INJ. TYPE:
DET.TYPE:

SPLIT
FID

LINEAR VELOCITY: 40 cm/sec.

INJ. TEMP:
DET.TEMP:
SPLIT FLOW:

250° C
330°C
40 mi/min. @ 40° C

GC 14 A Results

Pk # Retention Time Analyte Name Width at 50% height Relative RT Peak Height Ratio
5 1.62 2,3-Butanediol 0.01 0.22 1.53
6 5.46 Decane 0.03 1.00 1.00
7 6.75 1-Octanol 0.03 1.26 0.92
8 7.28 2,6-Dimethylphenol 0.03 1.37 0.87
9 7.36 Nonanal 0.03 1.39 0.69
10 7.77 Undecane 0.03 1.47 0.91
11 8.48 2,6-Dimethylaniline 0.04 1.62 0.79
13 12.68 C-10 FAME 0.04 2.47 0.88
14 14.90 C-11 FAME 0.04 2.92 0.87
15 17.02 C-12 FAME 0.04 3.36 0.81
Trennzahl Values
c10/C11 29.8509 E-12 Elution Temp. (°c) 142.14
c11/C12 26.9525 Column Bleed (pA) 23.02

Technician Signoff “Q 466544-5-28-02 11-48-02 AM

PerkinElmer Instruments « 710 Bridgeport Ave., Shelton CT 06484 USA e www.perkinelmer.com e Order GC Supplies online: www.orderessentials.com

Figura N°36. Cromatograma con la informacion de la columna



Certificate of Analysis

1.06018.4004 Methanol for liquid chromatography LiChrosolv@®

Batch 1612418
Batch Values

Punty (GC) 208 %
Idenuty (IR) conforms
residue on evaporation <30 mg/l
Water 2003 %
Colour <10 Hazen
Aciduty < 0.0002 meg/g
Alkalinity £ 0.0002 mey'g
Transimission

at 225 nin 250 Y%

at 240 nm E %

from 265 nm 298 Y%

Filtered by 0.2 wm filter

Date of release (DD MM.YYYY): oL 2on
Minimum shelf lite (DD NN YYYY) SO11L2014

Dr. Michael Savelsberg

responsible lsboratory manager quality control

This document has been produced electrontcally and is valid without a sigiature

’
Mgv;k KGaA, Frankfurter StraBe 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page 1 of 1

Figura N° 37. Certificado de andlisis del Metanol.



Certificate of Analysis

1.00983.2500 Ethanol for liquid chromatography LiChrosolv®
Batch K42513083

Batch Values

Punty (GC) 29 %

Identity (IR) conforms
Appearance conforms
FEadue on evaporation <30 mg/l
Water S 0.03 %
Colour <10 Hazen
Acidury < 00002 megg
Alkalinity S 0.0002 meg'g
Fransinission
at 225 nm 250 *
at 240 nm 280 %
from 265 nm 2 9% %
UV absorption contors
Filtered by 0.2 um filter
Fusel oils conforms

Dr. Michael Savelsberg

respansible laboratory manager quality control

This document has been produced electranically and ts valid without a signatre

’
Merck KGaA, Frankfurter StraBe 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page 1 of 1

Figura N° 38. Certificado de analisis del Etanol.



