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Introduccion

“Investigacién, Empresa, Quimica Industrial, Quimica Analitica vy
Tensioactivos” son los cinco conceptos que forman el soporte estructural de esta
introduccion ya que ¢llos explican el por qué, el donde y el con qué se ha llevado a
cabo esta Tesis Doctoral. Sus interrelaciones conducen al examen de la
investigacion en la empresa, de la Quimica Industrial como un sector crucial en el
desarrollo economico, del papel de la Quimica Analitica en los procesos
productivos, la quimica y las tendencias a las que se dirige el analisis de los

tensioactivos.

1. INVESTIGACION EN LA PEQUENA Y MEDIANA EMPRESA (PYME)

Esta tesis doctoral ha sido realizada en el marco de una PYME, un tipo de
empresa que, por sus dimensiones, es representativa del tejido empresarial gallego
y espafiol. El acrénimo PYME define a una empresa que emplea menos de 250
trabajadores. En Espafia, el 99,8% de las empresas son PYME, emplean mas del
80% del total de los trabajadores y generan el 70% del producto interior bruto
(PIB) (INE, 1995). Debido a las dificultades para llevar a cabo tareas de
investigacion por parte de las PYME, parece ineludible analizar el estado actual

del binomio investigacién-empresa.

Se utihizard para esta revision, el término de innovacién, sustituyendo al de
investigacién cuando se quiera introducir una acepcién de tipo econémico y
empresarial. En el libro verde de la Fundacién COTEC, 1997 se denomina
innovacién a la transformacién de ideas o conocimientos en productos, nuevos o
mejorados, que son valorados en el mercado. Otros autores recogen en la
definicién una acepcién temporal y espacial al inscribir el proceso “en un

determinado periodo de tiempo y lugar” (XUNTA DE GALICIA, 1999). Pese a que el
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origen de la innovacion puede ser comercial, gerencial o tecnoldgico, es en este
ultimo donde se realiza una conversion mas profunda. La tecnologia constituye un
inst[ﬁmento para la innovacioén, pero es ésta la que aporta a las empresas la
rentabilidad y el crecimiento perseguido. Sin embargo, la creacién de riqueza vy la
generacion de conocimientos cientificos y tecnologicos parecen tener en
sociedades desarrolladas, una interdependencia cada vez més univoca, sin

intervencién de otras variables.

La nocién de innovacién en Europa, ha ido evolucionando desde un modelo
lineal en la post-guerra, que la consideraba como una secuencia encadenada de
etapas (conocimiento, invencién, desarrollo, innovacién que se producia en la
empresa) hasta los afios 80 en los que se piensa que la innovacién no es fruto de
un sistemna aislado, la empresa, sino también de agentes exteriores: otras empresas,
clientes y proveedores, instituciones educativas que proporcionan personal
cualificado y conocimiento, las administraciones publicas con sus politicas de
apoyo. En el primer modelo los resultados conseguidos dependian exclusivamente
del dinero invertido por la empresa, en el mas avanzado, el éxito de la innovacion -
es menos predecible y dependiente del funcionamiento del sistema innovador que

constituye la empresa y los agentes exteriores en un entorno geografico,

Las empresas vistas como agentes innovadores han permitido a PAVITT
(1984), en ¢l Reino Unido, basandose en un estudio sobre 2000 procesos
innovadores en empresas, establecer una clasificacién de sectores industriales, en
la que se evalda la competitividad, alta o baja y el origen de la tecnologia, exdgena
o endogena, como dos parametros que inciden en la innovacién. Asi altos niveles

de competitividad y/o tecnologias procedentes de los proveedores pueden
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impulsar la innovacidn, pero sectores con tecnologia generada internamente y baja

competitividad se situan en puestos de cabeza de empresas innovadoras.

Los indicadores usados por PAVITT para evaluar el origen de la tecnologia
son: el tipo de innovacién, de producto o proceso; la investigacidn basica, aplicada
o de desarrollo y la posicion en la cadena de comercializacidon. Finalmente, la
clasificacién recoge cuatro tipos de sectores: los sectores dominados por los
proveedores con ejemplos representativos en las industrias tradicionales (textil,
confeccion, transformacién de madera, etc.) poseen una tecnologia exdgena sobre
todo en los equipos, suministrada por los proveedores y una alta intensidad
competitiva. También los sectores intensivos en escala como el del automovil y el
siderurgico trabajan con tecnologia exdgena procedente de otros sectores, pero
muchas veces, muy sofisticada en sus procesos productivos aunque la

competitividad es baja.

Los sectores de proveedores especializados (componentes de electrénica, de
informatica...) y basados en la ciencia, el electronico, el quimico (plasticos,
barnices, pinturas, fertilizantes, tensioactivos...) tienen tecnologia enddgena, los
primeros con alta competitividad innovan en el producto, sobre todo en ¢l disefio;
los segundos con baja competitividad, lo hacen en el proceso pero a su vez
repercute en el producto. Los sectores basados en la ciencia, en el que se encuadra
la PYME en la que se ha desarrollado esta Tesfs Doctoral, presentan una
diversificacion alta y una gran variedad de productos que se presentan en

mercados diferentes.

Cualquier analisis sobre la empresa tiene que partir del entorno geografico en
¢l que se genera. La innovacidn en Espafia, con una industrializacion retardada, en

mercados protegidos y aislada de la investigacion realizada en los centros piblicos
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presenta perfiles muy débiles: estd propiciada por los proveedores o la
competencia y no abre mercados, se basa mas en el proceso que en el producto y
recurre poco a la tecnologia. Segin una encuesta del Instituto Nacional de
Estadistica (INE, 1997), sélo el 11% de las empresas espafiolas se pueden
considerar innovadoras, frente a un 25% del resto de las europeas; y de las

innovaciones espafiolas s6lo un 6% tiene base cientifica.

Los recursos que la empresa dedica a [+D, a pesar de que hubo una mejora en
los afios 80 siguen siendo escasos y segin el CIRCULO DE EMPRESARIOS (1995) con
una financiacién dificultosa. Mientras en Japén y Estados Unidos los sistemas de
financiacién capital-riesgo se dedican a proyectos de innovacién, en Espaiia lo
hacen en actividades consolidadas. La financiacién en las PYME es mas critica
porque ademas del desconocimiento del funcionamiento del capital-riesgo, no
actiuan eficazmente, como en Estados Unidos segundos mercados de valores para
empresas medianas National Asociation of Securities Dealers Automated
Quotations (NASDAQ). El equivalente europeo European Asociation of
Securities Dealers Automated Quotations (EASDAQ) tiene una participacién de
empresas reducida, el Neuer Markt cuenta con 339 empresas frente a las 4632 de
USA. En Espafia, ¢l Nuevo Mercado no presenta buenas perspectivas “desde su

creacion ha perdido un 70% de su valor inicial” (HERNANSANZ, 2001).

Los programas de fomento a la innovacion, desde las administraciones tanto
en el ambito estatal o comunitario, hacia las empresas contemplan nuevos
instrumentos financieros y fiscales (PENACHO, 2001). En Espafia, el PROFIT
(Programa de Fomento o Innovacion Tecnoldgica) del 2000 considera las
siguientes medidas de caracter financiero: capital-riesgo, subvenciones (ayudas no

retornables), créditos (ayudas retornables) y reafianzamiento de avales y entre los
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incentivos que afectan directamente a las PYME, se encuentra la Ley 6/2000 de 13
de diciembre con un tratamiento fiscal especifico. Dado que las PYME acuden
con poca frecuencia a los programas de innovacion de las administraciones
estatales y europeés, las autonémicas y locales podrian jugar un papel importante

con politicas mas personalizadas y directas (BRAVO JUEGA, 2001).

El esfuerzo en términos econdmicos en I+D expresado como porcentaje
respecto al volumen de ventas (FUNDACION COTEC, 1998) es mayor en las PYME
que en las grandes empresas. Por ello, parece muy importante que la cooperacion
con ¢l sistema publico de I+D se incremente con respecto al estado actual. La
“encuesta del Circulo de Empresarios (1995), revela que la colaboracion entre
empresa y centros de investigacion piblicos es muy escasa. En parte motivada por
la falta de demanda de tecnologia y conocimientos cientificos de la empresa y en
parte por la rigidez y la falta de orientacion de las universidades a una
investigacion aplicada. La creacidn de los centros tecnologicos parece empezar a

paliar este tltimo aspecto.

En cuanto al capital humano, las empresas espafiolas presentan un déficit de
personal técnico cualificado (MINER, 1997) si bien existe un importante
incremento en los ultimos afios de titulados en Ingenierias y Ciencias
Experimentales aunque aun alejado de la media europea. A las empresas no se
incorporan los doctores que salen de las universidades o si lo hacen es en muy
pequefio numero. También es de resaltar que la formacion impartida en las
universidades no esta orientada a la empresa ya que sélo las ingenierias tienen en

sus curricula, estudios empresariales, careciendo de ellos las experimentales.

Por otra parte, uno de los indicadores sobre el trabajo de los investigadores,

las publicaciones en I+D, presentan un aumento importante en Espafia en los
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altimos afios, pero fundamentalmente debido a la investigacién realizada en las
universidades y no en la empresa, que sigue teniendo una contribucién muy
pequefia en el total de publicaciones. El personal técnico en cualquier puesto,
dentro de la empresa esta gravado con trabajos administrativos y poco
aprovechado en su formacién, por lo que las tareas de investigacidon, se ven
impedidas no s6lo por la financiacién, sino por falta de tiempo, ambiente de

trabajo y apoyo necesarios.

La demanda de la sociedad espafiola de productos basados en avances
tecnolégicos es pequefia y no constituye un acicate para la innovacion. Pero esta
demanda estd muy directamente relacionada con los niveles de renta y formacion
de la poblacién. En Espafia, los desequilibrios entre comunidades auténomas en lo
que s¢ refiere al grado de desarrolio dificultan evaluaciones en conjunto. Por esta
misma razén, de los estudios comparativos entre las empresas espafiolas y la
media de empresas europeas, habria que pasar a la consideracién de las
comunidades auténomas porque ya solamente la historia de su industrializacién

marca acusadas diferencias (PESTANA, 2001).

Galicia, que en términos de riqueza posee un producto interior bruto (PIB)
per cépita que representa un 83% de la media espafiola, y es inferior al 75% de la
media europea, mantiene una economia con un fuerte peso del sector primario,
agricultura, ganaderia y pesca, solamente esta tltima genera el 25% del valor
bruto afiadido gallego. La industria se orienta mayoritariamente a actividades
tradicionales, muchas de ellas de productos transformados del sector primario,
agroalimentarios, forestales y de construccién naval. Los sectores de proveedores
especializados y basados en la ciencia no constituyen el grueso de la actividad

productiva. Sin embargo la estructura empresarial reproduce miméticamente la
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media espafiola, el 99,98% de las empresas son PYME que dan trabajo al 87,3%
de los trabajadores. Un dato indicativo de la micronizacion del tejido empresarial
es que ¢l 98,2% de las empresas gallegas tienen menos de 20 trabajadores (XUNTA

DE GALICIA, 1999).

El gasto de I+D en Galicia, ¢l 0,54% en 1996 del producto interior bruto era
ain mas bajo que la media espafiola (0,92%) (CARNEIRO, 2001). Aunque como
caracteristica diferenciadora, de las tres entidades que desarrollan tareas de
investigacion, empresa, umversidad y administracién; son las tres universidades
gallegas las que soportan la mayoria del peso investigador (sobre un 55%), en
cuanto al gasto, a los recursos humanos y el nimero de investigadores empleados.
El bajo gasto realizado por las empresas estd unido a que las PYME de menos de
20 empleados, mayoritarias en el tejido empresarial sélo realizan el 2,75% del
gasto. La innovacidon por sectores industriales, recaec en el automdvil, la

construccién naval y el quimico, este iltimo con un 11,7%.

Parece prematuro todavia analizar la repercusion del entorno tecnologico,
parques, centros y laboratorios en la innovacién en Galicia, ya que la mayoria han
nacido en la década de los 90. En general, los laboratorios de ensayo y medida
estan orientados al sector primario, sobre todo al agroalimentario quedando

desatendidas las empresas industriales.

Con respecto al entorno financiero, existen sociedades de capital riesgo como
la Sociedad para el Desarrollo Industrial de Galicia, SODIGA, de garantia
reciproca, y organismos publicos como el Instituto Gallego de Desarrollo
Econémico (IGAPE) capaces de canalizar las iniciativas innovadoras pero su
origen es mayontariamente publico sin existir implicacién de las entidades

financieras del pais. A pesar de estas entidades especializadas, que se adecuan a
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las caracteristicas propias de la innovacion: riesgo elevado, proyectos complejos,
se detecta en la Estrategia para la Innovacion de Galicia (XUNTA DE GALICIA, 1999)
una falta de técnicos o de un comité interdisciplinario en el sistema financiero que
pudiera evaluar los proyectos innovadores con criterios de viabilidad técnica y no
solo financiera. Por otra parte, la falta de capitalizacién de las PYME, la negativa
de los empresarios a aceptar socios de capital riesgo que asuman algin control
sobre la empresa, la ausencia de formacion en gestién de proyectos innovadores,

dificultan ¢l acceso a la financiacién.

Si se estudia de forma especifica el sector quimico en Galicia (SOENGAS
NOVOA, 1999), los datos econémicos indican que aunque sus exportaciones en
1996 representaban un 3,5%, la balanza exterior era deficitaria en 9000 millones

de pesetas (Mpts) (equivalente a 54 millones de euros).

A excepcion de dos grandes empresas, el grupo petroquimico Repsol con
1000 trabajadores y una facturacion de 274000 Mpts (aproximadamente 1645
millones de euros) y la empresa de obtencién de aluminio, Inespal, 3300
trabajadores y 168638 Mpts facturados (1012 millones de euros), el resto del
sector estdé muy fragmentado: existen 303 empresas que emplean a 8000
trabajadores. Como en el resto del tejido productivo gallego, estas PYME no sélo
son menores de 250 trabajadores sino que entre un 70-80% (segin las provincias)
no alcanzan los 25. Los productos que fabrican, orgdnicos e inorganicos, abarcan
la gama caracteristica de las industrias quimicas: caucho, pirotécnicos,
detergentes, farmacéuticos, colas, gelatinas, pigmentos, pinturas, barnices, etc.
siendo la transformacidn de plasticos (automévil, transformacién de polipropileho,
fabricacién de contenedores de poliéster para liquidos) la que ocupa un mayor

numero de empresas. Su destino son otras industrias existentes en el pais: el sector
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del automovil y sus componentes, las industrias conserveras, de alimentacién,

madera, papel.

La dinamica de las PYME del sector quimico de Galicia no parece incorporar
la innovacion ya que las inversiones estan dedicadas a la compra y no a la
generacién de tecnologia y nuevos equipos. Sus actividades de I+D,
principalmente, comprenden el desarrollo de productos y adaptacion de los

existentes a nuestro mercado, sin una investigacion propiamente dicha.

Cuando se analiza la formacién de los trabajadores, los datos son muy
preocupantes para un sector basado en la ciencia, el 42% no tiene estudios, el 26%
con estudios primarios y un 15% con formacion profesional aunque la fuente
consultada no explica si ésta es especifica para el sector. Un analisis de género
refleja que la incorporacion de la mujer es alin escasa, hay un 20% de mujeres
frente a un 80% de hombres. Sin embargo, las mujeres aportan una mayor
formacion, constituyen €l 50% de los titulados medios y el 37% de los licenciados

superiores.

Suméindose al pobre volumen de inversion en IH+D y a la deficitaria
cualificacién del personal, otros factores como que las inversiones no son de
capital autéctono y por tanto la toma de decisiones se realiza en puntos alejados de
la produccidén y, que tampoco existe un subsector de quimica basica estructurado,

debilitan la industria quimica gallega.

Las oportunidades cara al futuro, segun el estudio de SOENGAS NOVOA (1999)
se encuentran en el hecho de que muchas de las empresas son suministradoras de
cadenas empresariales en plena expansiéon, en la apertura a mercados
internacionales y en un desarrollo industrial de los productos del mar. Otros

aspectos que pueden generar expectativas favorables son la incipiente industria de
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tratamiento de residuos y sobre todo que Galicia es zona objetivo 1 para recibir los

fondos de la Unién Europea.

2. EVOLUCION HISTORICA DE LA QUIMICA INDUSTRIAL Y EL
PAPEL DE LA QUIMICA ANALITICA EN UN SISTEMA PRODUCTIVO

En la revision histérica por la Quimica Industrial, se analizan los procesos
mas representativos por su repercusion social y econdmica, aunque no todos, asi
como las dificultades especificas que la explotacién de los procesos quimicos
conlleva, el papel de la investigacion y el de la Quimica Analitica en su desarrollo,

las empresas y los paises implicados.

El paso de la Quimica de los laboratorios a los centros de trabajo como una
finalidad de rentabilidad econdmica marca el comienzo de la Quimica Industrial y
ya se realiza en Europa en el siglo XIX. En este siglo, la Quimica estaba
estableciendo atin sus principios bésicos, cuando paralelamente nace una industria
aplicada a productos manufacturados, orientada fundamentalmente a la industria
textil: la industria de los &lcalis y la de los colorantes. Basada mas en el empirismo
que en bases cientificas, los principales problemas a los que se¢ enfrenta son de
ingenieria quimica: disefio y construccién de chimeneas, torres de absorcion,

conducciones, etc..

La industria de los &lcalis se desarrolld en Gran Bretafia con un proceso
ideado en Francia, €l proceso Leblanc, que producia sosa para la fabricacién de
jabon, vidrio y papel y con sus productos secundarios (cloro en cal viva)
suministraban blanqueantes para las telas de algodén. Era un proceso deficiente en

cuanto al consumo de materias primas y energia, asi en 1863 Inglaterra consumia
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1,76 millones de toneladas de materias primas para producir 0,28 millones de

toneladas de productos como jabdn y blanqueantes (BROCK, 1998).

Las condiciones de trabajo en las fabricas con escapes de gases y humos eran
infrahumanas y las emisiones al medio ambiente provocaron la aparicion de
normativas legales como la ley de los alcalis en Inglaterra en 1863 obligando a los
fabricantes a absorber el 95% del cloruro de hidrégeno producido. Con todo fue
un sector econémico muy floreciente que en 1880 empleaba a 40.000 personas y
producia a 2,5 millones de libras esterlinas anuales. A finales de stglo un proceso
alternativo menos contaminante, el proceso Solvay, con una torre de
carbonataciéon, materias primas mas accesibles, menos consumo de combustible
pero con la desventaja de que no producia cloro para los procesos de blanqueo
empieza a coexistir con el proceso Leblanc. La pugna origina en 1890 la creacion
de una compaiiia grande, por asociaciéon de los pequefios productores que ya
cuenta con un laboratorio de investigacion, la United Alkali Company.
Paulatinamente y va entrado el siglo XX todos los fabricantes adoptan el proceso

Solvay vy se forma la Imperial Chemical Industries (ICI).

El surgimiento de la Quimica Industrial en el siglo XIX o como BROCK en
1998 la denomina: “Quimica aplicada a los oficios y a los productos
manufacturados”, trae la primera conexion con la Quimica Analitica. Surgen los
primeros controles de calidad ante la necesidad de verificar la pureza de los
productos fabricados recogiéndose historicamente en Francia (1820) tasaciones de
alcali segun la pureza. La determinacion analitica se realizaba con un alcalimetro,
el precursor de la bureta, inventado por DESCROIZILLES en 1806, haciendo uso de

una disolucion de acido sulfiirico patron.
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La otra industria floreciente en el siglo pasado cuyos productos se usaron en
la industrial textil es la de los colorantes, ejemplo de aplicacién industrial de los
avances de la época en Quimica Organica experimental, y del conocimiento de la
obtencion del benceno y sus derivados a partir del alquitran de hulla. Tanto los
descubrimientos tedricos del siglo XIX (Hofmann, Bacyer) como los procesos
industriales (Badische Anilin und Soda Fabrik, BASF) fueron realizados por
quimicos alemanes con aportaciones de ingleses y franceses de forma que los
colorantes naturales que se obtenian de plantas o de insectos, se sustituyeron por
colorantes sintéticos, la alizarina a partir del antraceno, indigo a partir del 4cido

antranilico, fucsina, purpura de anilina, etc.

La industria de los colorantes ademas de reportar grandes beneficios,
establecié una conexién con la produccién de farmacos y productos para la
fotografia y extendié la creacion de los laboratorios de investigacién en las
empresas. Un cjemplo representativo fue la empresa alemana Bayer cuyos
principios estuvieron en la produccion de alizarina e indigo y que posteriormente
se dedicé a la industria farmacéutica con un producto revolucionario en su época,
la aspirina. Posiblemente debido a esta evolucion Bayer crea la primera estructura
de departamento de investigacién y desarrollo en una empresa a principios del

siglo XX.

Los objetivos de la industria del siglo XX, como en parte lo habia sido en el
XIX, estaban en la sustitucién de los productos naturales por otros sintéticos mas
baratos, pero también el de crear otros nuevos, que paliaran carencias con las que
se enfrentaba la sociedad. Es el caso de la produccion de fertilizantes para
conseguir una agricultura mas eficaz que provea a una cada vez creciente

poblacién, En la ultima mitad del XIX, se comenzaron a fabricar productos
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fosfatados para la agricultura pero fueron los derivados nitrogehados los que
iniciaron la Quimica Agricola. BASF llevo a cabo su fabricacion a partir de un
proceso, él de Haber-Bosch que combind quimica organica, termodinamica de las
reacciones ¢ ingenieria para fijar el nitrégeno del aire, transformandolo en
amoniaco, mediante un catalizador a presion de 200 atm y una temperatura de
500°C. Se trataba de uno de los procesos menos contaminantes que la Quimica
Industrial habia ideado hasta entonces aunque el amoniaco producido, fue usado
en fines menos loables que los agricolas ya que convertido en acido nitrico se

empled en la industria de explosivos de la I Guerra Mundial (PERUTZ, 1997).

Si se pretendiera resumir algunas de las caracteristicas generales que
definieron a la industria quimica en el siglo XX, seria necesario acudir al cambio
de la produccion por lotes a la de un flujo continuo, el control del proceso con
supervisiéon instrumental, el aprovechamiento de los catalizadores, los productos
petroquimicos como materias primas de los restantes elaborados por la industna
guimica y el cambio de la innovacidén que bascula, sobre todo después de la
segunda Guerra Mundial, de las empresas alemanas a las americanas. No obstante
la produccién por lotes no se abandoné en sectores de especialidades y empresas
pequefias; el control del proceso en planta y automatizado (medidas de pH,
temperaturas) coexistio con analisis en laboratorio de control, que aunque

instrumentalizados formaban parte del tiempo de proceso.

La industria de derivados del petréleo se desarrollo a principios de siglo
estimulada por la investigacion que trataba de aumentar la eficacia en la
produccion de gasolina para la incipiente industria del automovil en Estados
Unidos. Se comenzd con la destilacién fraccionada a vacio, el craqueo térmico y

¢l craqueo catalitico permitiendo la obtencidn de una variedad de productos que a
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su vez iniciaban la sintesis de otros muchos, por ejemplo: a partir del etileno, se
obticne el 6xido de etileno que permite la sintesis de tensioactivos, o el etanol del

que se fabrica etilbenceno, después estireno y finalmente poliestireno.

Durante la segunda Guerra Mundial, los cortes de comunicacién terrestres y
maritimos que impedian los suministros, y los racionamientos de productos
obtenidos de fuentes naturales (grasas, caucho, etc) impulsaron algunas industrias
quimicas cuyas materias primas eran de origen petroquimico y que se
desenvolverian en la segunda mitad del siglo. Concretamente, en los detergentes
sintéticos o tensioactivos, la situacién creada por la guerra seria clave para el

desarrollo de su industria.

La Quimica Analitica aplicada al proceso industrial sufrié fuertes avances
parejos a la adopcién de los principios Opticos y del conocimiento de la estructura
de la materia estudiados por la Quimica Fisica. A partir de los afios 20 se
disefiaron instrumentos cuantitativos para el analisis de destilaciones fraccionadas
en la petroquimica y la compafiia Down desarrolld tecnologia para aplicar el
control automatico a sus procesos. En los afios 40, la aparicién de la
espectroscopia de infrarrojo (IR) fue una importante ayuda para los procesos de la
Quimica Organica. Fruto de las demandas de la industria, a finales de los afios 50,
nace la cromatografia de liquidos, concretamente de los trabajos que Waters

realiza para la compafiia Down.

De la gran variedad de compuestos que sintetizd la industria quimica a lo
largo del siglo XX, posiblemente sean los polimeros, unos de los que mas han
repercutido en las condiciones de vida cotidiana de las sociedades. A pesar de que
los primeros polimeros datan de finales del siglo XIX, el celuloide en 1877, o de

principios del XX, la baquelita en 1910, no serd hasta los afios 30 que la

16



e

Introduccion

produccion de nuevos polimeros esté basada en una compresion de las reacciones
y de la estructura del compuesto y no en prucbas de ensayo y error. La aparicion
de los rayos X en los afios 20, permitié impulsar la investigacion en torno a estos

compuestos.

En los afios 30, los estudios de polimerizacion realizados por Carothers en la
empresa americana Du Pont fructificaron en una fibra sintética, la poliamida de
nombre comercial, nailon, que proporciona millonarios beneficios comerciales
(BROCK, 1998). La compafiia habia seguido el modelo de innovacién de las
empresas alemanas creando un departamento de investigacidon, con personal

contratado proveniente de las universidades.

3. TENSIOACTIVO: PROPIEDADES, CLASIFICACION Y ViAS DE
SINTESIS. QUIMICA INDUSTRIAL DE LOS TENSIOACTIVOS

Los tensioactivos son un grupo de compuestos organicos obtenidos por
sintesis quimica y caracterizados por un comportamiento especifico en disolucion
que los hace especialmente adecuados para su uso en un amplio espectro de

actividades humanas.

Las distintas denominaciones usadas para nombrarlos: tensioactivo, agente
activo superficialmente con su contraccion proveniente del inglés (surfactante)
hacen referencia a su capacidad de alterar las propiedades de un liquido cuando se
disuelven en él; mas concretamente a la disminucién de la tensién superficial. Esta
magnitud, debida a la atraccion mutua de las moléculas de una sustancia que
tienden a agruparse, mide el coste energético de la creacidon de una superficie
(interfase) y es por tanto una energia por unidad de superficie cuyo valor depende

de la naturaleza de las sustancias situadas a uno y otro lado de la interfase.
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A pesar de que en alguna bibliografia el término tensioactivo es sinénimo de
detergente, la IUPAC (International Union Pure Applied Chemistry) define el
detergente como un surfactante o mezcla de surfactantes; la acepcién mas
ampliamente aceptada es aquella que lo considera como una mezcla de
componentes principales (los tensioactivos) y de otros generalmente
complementarios (coadyuvantes de lavado). Estos Gltimos pueden actuar como
ablandantes (agentes quelatantes, zeolitas...), agentes de blanqueo (perboratos y
percarbonatos), inhibidores de espuma (siliconas), protectores de fibras
(fosfonatos), azulantes Opticos (estilbenos), enzimas (proteasas y amilasas),
agentes antideposicion (celulosas), colorantes, perfumes, etc. (MILWISKY Y

GABRIEL, 1982; SCHWEIKER, 1981; NEIDITCH, 1981, CHENEVAL, 1993).

Los tensioactivos presentan una propiedad claramente diferenciadora en
disolucién, con respecto a la mayoria de los compuestos caracterizados, por su
tendencia a maximizar la interaccién soluto-disolvente concentrandose mas en el
seno de la disolucion que en la interfase. La causa de este comportamiento reside
en la composicion molecular de los tensioactivos que constan de una parte
hidrofébica compuesta por cadenas alquilicas y otra hidrofilica formada por un
grupo 16nico o altamente hidrofilico. Los altos pesos moleculares favorecen el que

cada una de las partes pueda actuar independientemente.

En agua, los tensioactivos forman agregados microscépicos llamados
micelas, en las que la parte hidrofilica de la molécula esta orientada hacia el agua
y la parte hidrofébica tiene un contacto minimo con ésta. En sistemas agua-
tensioactivo-grasa, €s la parte hidrofdbica o liposoluble la que interacciona con la

grasa, estableciéndose asi un puente entre dos fases inmiscibles, el agua y la grasa.
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Este mecanismo explica de forma general la accion detergente, es decir, la

dispersion de materias grasas que se lleva a cabo en el lavado.

Explicaciones mas especificas tienen en cuenta el tipo de material al que esta
fijado la grasa, sugiriéndose dos tipos de mecanismos, de disolucién y de
encapsulacion. Si se toma como referencia la limpieza de tejidos, en fibras polares
como ¢l algodén, el surfactante actuaria encapsulando la grasa al introducirse una
capa del mismo entre la fibra y la mancha, y posteriormente dejandola en
suspension dentro de la micela del surfactante. Para fibras menos polares como las
sintéticas, la mancha se separaria del tejido no en un todo, sino dispersada en muy
pequefio porcentaje de molécuias que se incorporaran a las micelas del
tensioactivo (KARABORNI y col., 1996). Cuando la acciéon detergente se aplica
sobre ¢l cuerpo humano, en la piel o en el pelo, mecanismos similares a los
modelizados para las fibras explican el lavado: etapa de separacion de la grasa,

formacién de la micela y suspension en el agua.

Pero conviene recordar que los tensioactivos no ejercen funciones de
limpieza de forma exclusiva. Otros componentes, que los acompafian en las
formulaciones detergentes, como los agentes blanqueadores se encargarian de
lavar restos de sustancias con color (vino, café...), y por ejemplo, las enzimas
actuarian sobre las proteinas. Tampoco la limpieza es su umca funcidn, otras
propiedades como la formacion de espuma, la solubilizacion de compuestos como
las fragancias, la emulsificacidén y la accién acondicionadora o suavizante
justifican su presencia. Incluso contribuyen a proporcionar a los productos, sobre
todo los cosméticos, caracteristicas secundarias en cuanto a su funcidn pero
posiblemente importantes en lo que respecta a las expectativas o ideas que el

producto crea en el consumidor. Son ejemplos los efectos de perlado y opacidad
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de los estearatos de glicoles que producen en geles, champiis, etc. o ¢l aumento de

viscosidad y la espuma originados por las amidas y que dotan al producto final de

caracteristicas muy apreciadas por los consumidores en el mercado de cosméticos

(SCHUELLER Y ROMANOWSKI, 1994).

La clasificacion mas habitual de los tensioactivos es la que toma como

criterio la carga del grupo iénico. De esta forma existen:
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Anionicos. Presentan carga negativa, tales como las sales de 4cidos grasos
(los jabones tradicionales); los alquilbencenosulfonatos lineales (LAS); los
sulfatos de alcohol graso que constituyen los surfactantes primarios, las
bases detergentes de todas las formulaciones, con la produccién mas alta
de los tensioactivos fabricados en el mercado. En 1993 de una produccion
mundial de 7,2 millones de toneladas, los anidnicos supusieron ¢l 55% (D1

CORCIA, 1998).

Catidnicos. Presentan carga positiva al disponer de un grupo funcional con
un atomo de nitrégeno cargado positivamente, es decir con cuatro enlaces
covalentes. Si se establecen enlaces con cuatro radicales alquilicos se trata
de un compuesto cuaternario (QUAT) y presentara, a diferencia de otros
cationicos, carga positiva independientemente del pH del medio en que se
encuentre. Los radicales que constituyen la parte hidrofébica pueden
contener grupos ciclicos o aroméaticos pero si algunos de los radicales es un
atomo de nitrégeno, como en el caso de las aminas grasas o los 6xidos de
aminas su caracter cationico esta restringido a determinados rangos de pH.
En cuanto al contraién del atomo de nitrégeno, las especies mas habituales
son los halogenos, cloruro y bromuro, el metilsulfato y algin acido

carboxilico como el acético. Su naturaleza afectard a propiedades del
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tensioactivo catidnico como la estabilidad térmica, a los equilibrios en

agua, en ¢l comportamiento micelar, o la viscosidad.

= No idnicos. Carecen de carga en el grupo funcional, tales como los
alcoholes etoxilados, alquilfenoles etoxilados, ésteres de acidos grasos y de
poliglicoles, que forman parte de los productoes de limpieza doméstica y se
emplean como emulsionantes y agentes humectantes en aplicaciones

industriales.

*  Anfotéricos. Presentan carga positiva y negativa a la vez en la molécula,
gjemplos de éstos son las carboxi- y sulfobetainas, muy usados en
cosmética, en champis, limpiadores faciales, etc., ya que actian como

bases lavantes menos irritantes y agresivas que los anionicos.

En relacién con las posibles vias de sintesis de los tensioactivos (figura I-1),
hay que tener en cuenta que la parte funcional de la molécula de los tensioactivos
determinara su reactividad y también sus propiedades pero la hidrofdbica tiene
caracteristicas propias que condicionan un comportamiento u otro en el
tensioactivo. De tal manera que la via de sintesis comienza por la definicién y
obtencion de las materias primas que aportardn la cadena grasa. Atendiendo a sus

caracteristicas fisico-quimicas se pueden clasificar en grasas, aceites o ceras.

Quimicamente se trata de cadenas alquilicas hidrocarbonadas cuyo mimero
de atomos de carbono se extiende en el rango de Cg4 (caproico) a Ci4 (gédico)
aunque las mas habituales se encuentran entre C;; (laurico) y C;z (estedrico). Los
compuestos que poseen estas cadenas son de origen natural, triglicéridos o
derivados de la industria del petréleo. La ruta sintética ofrece dos posibilidades: la
polimerizacion de alquenos catalizada por metales (proceso Ziegler) o craqueo

catalitico de compuestos de alto peso molecular. La formacién de a-olefinas
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produce una mezcla de cadenas de distinta longitud que son facilmente purificadas
para producir la cadena de interés mediante destilacion fraccionada. El siguiente
paso es la transformacién de alcoholes a partir de los cuéles se originan
fundamentalmente tensioactivos anidnicos: sulfatos, fosfatos, carboxilatos,
sulfosuccinatos que a su vez pueden estar etoxilados (con n atomos de d6xido de

etileno en la molécula).

NATURALES | DERIVADOS PETROLEQ
[ TRIGLICERIDOS | ETILENO | OLEFINAS
@ AC@@@ ( Eﬁlenaminas)(Acr‘iloni‘l’rilo)CAIcoholes)
DMPA

Imidazeolinas Amidoaminas

S

'
CATIONICOS Y ANFOTERICOS ANLONICOS

Sulfatos, Fosfatos

Carboxilatos, Sulfosuccinates

- J
Y

Figura I-1. Diagrama de flujo de la sintesis de algumos de los tensioactivos mis
representativos.

Los compuestos de origen natural, los triglicéridos extraidos a partir de

plantas o animales, son ésteres de glicerina cuya cadena alquilica es una mezcla de

22



Infroduccion

homoélogos con un nimero variable de atomos de carbono y que pueden poseer

dobles enlaces o insaturaciones.

Los triglicéridos de origen vegetal se clasifican en tres grupos segin la
longitud de la cadena, en el primero con cadenas menores de C;g se encuentran el
aceite de coco, de palma y de babasi con C;; como cadena mayoritaria. Los
transformados del aceite de coco, sobre todo anfotéricos, son muy utilizados en
formulaciones de higiene personal. El segundo grupo que engloba a los
triglicéridos ricos en cadenas C,5 insaturadas, es mas numeroso siendo el aceite de
oliva, de cacahuete, de girasol ejemplos representativos. El tercer grupo contiene a

los que poseen longitud de cadena mayor de Cis.

Los triglicéridos de origen animal son susceptibles de la misma clasificacién
que los aceites de origen vegetal. Se citara el sebo con cadenas C,g insaturadas por
ser el que posee mas aplicaciones; comparativamente con el aceite de oliva su

grado de insaturacién es menor.

El primer paso en la ruta de sintesis de los tensioactivos a partir de los
triglicéridos es la transformacién en acidos grasos, ésteres metilicos o amidas. De
éstos se obtienen los compuestos cuaternarios, las betainas, sulfobetainas,

fosfobetainas y anfotéricos en general, y 6xidos de amina.

Pero antes de su introduccién en la industria de la produccion de
tensioactivos, las grasas y aceites sufren un proceso de refino después de la
extraccidn de la fuente natural. Aunque para la obtencion de los aceites virgenes o
crudos pueden efectuarse procesos de filtracién a través de gel de silice o arcillas
para eliminacién del color, de extraccion con disolventes o calentamiento,
eliminacién de 4icidos grasos con medios acuosos alcalinos, desodorizacién y

eliminacién de compuestos con oxigeno con corrientes de vapor; el proceso de
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refino propiamente dicho tanto para grasas y aceites puede incluir la winterizacion
o enfriamiento para separar por cristalizacion los componentes de las ceras sélidas
(O'LENICK, 2000). Un triglicérido con poco color, desodorizado, con un contenido
bajo en 4cidos grasos y productos que puedan producir oxidacién es el usado para
comenzar la produccion de tensicactivos primordialmente, catiénicos y

anfotéricos.

Puede ocurrir que las materias primaé que contribuyen con la cadena grasa a
la estructura del tensioactivo tarﬁbién lleven el grupo que dara la funcionalidad, es
el caso de las aminas grasas en la produccion de tensioactivos cationicos. La ruta
sintética pasa por la introduccion de un grupo nitrogenado en la cadena grasa
(figura 1-2): se forma la sal amonica de los 4cidos grasos, se deshidrata para la
produccion de amidas y en una subsiguiente deshidratacién se forman los nitrilos.
Las aminas primarias se obtienen por hidrogenacidén catalitica del grupo nitrilo,
primero para formar una imina y en la siguiente hidrogenacién resulta la amina. Si
bien las aminas grasas se comportan como catiénicos en bastantes aplicaciones y
pueden estar clasificadas como tal, quimicamente se transforman en catidnicos o

cuaternarios por posterior reaccién con un agente alquilante.

R-COO-NH,” —= R-COONH, —= R-C=N —» R-CH=NH —= R-CH,-NH,
Sal de amonio Amida Nitrilo Imina Amina

Figura I-2. Una de las posibles vias de sintesis para la obtencién de aminas grasas

primarias.

Otra via de sintesis para los tensioactivos catidnicos es la reaccion del
derivado graso con aminas alifaticas de cadena corta, poliaminas como las de la
serie de las etilenaminas o aminas hidroxiladas (mono, di y trietanolamina) para la

formacién de amidas, ésteres o imidazolinas o reaccidn con aminas aromaticas
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(piridina, isoquinoleina). La ultima etapa de alquilacién o hidrogenacién de

grupos amino terciarios es comun a la ruta de formacion a partir de aminas grasas.

Si se quiere ubicar a los tensioactivos en el desarrollo de la Quimica, desde la
sintesis de los primeros compuestos de este grupo, el estudio de sus propiedades
diferenciadoras y su incorporacion a la Quimica Industrial, se recorre un largo

camino desde mediados del siglo XIX hasta el XX.

Como en otras ocasiones en la historia de la Ciencia, entre las primeras ideas
o planteamientos tedricos hasta su comprobacién experimental o su aplicacion,
puede existir un intervalo de tiempo extenso hasta que las condiciones, en muchos
casos tecnologicas, permiten dar el salto. Para los tensioactivos, desde que en
1836, DUMAS Y PELIGOT sintetizan el laurilsulfato sédico (SLS) habria de
transcurrir un siglo, hasta que en 1930, se dispone de la tecnologia para ensayar la

sintesis en el Ambito industrial, produciendo al principio un SLS bastante impuro.

Las condiciones fueron creadas por el desarrollo de la petroquimica y por la
situacién econdémica durante la segunda Guerra Mundial. En este ultimo periodo,
en los afios de la guerra, se interrumpen suministros y hay problemas de
transporte, que provoca una escasez de grasas y aceites como el aceite de coco y
palma. En Alemania se sintetizan acidos grasos a partir de coque de carbon y de
petroleo y se fabrican jabones con estos actdos. Pero no solo jabones, sino que se
producen los detergentes sintéticos como alcohol latrico y miristico sulfonados y
neutralizados con trigtanolamina que comienzan a ser vistos, por la industria,

como sustitutivos de los jabones.

Aunque en los primeros afios se polemiza sobre cual de los dos productos,
jabones o detergentes sintéticos (con bases lavantes de anidnicos SLS) poseen

propiedades mas beneficiosas, el hecho es que la mayoria del mercado lo
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acapararon los detergentes sintéticos dejando una pequefia parcela a los jabones
que se mantiene hasta la actualidad. También es verdad, que se venden
formulaciones que son mezclas de jabones y de sintéticos y que los jabones han
evolucionado en la presentacion de formulaciones como las de naturaleza liquida

(jabones de potasio) (PRICE, 1995).

Son pues los afios 30-40 cuando tiene lugar el nacimiento y desarrollo de la
industria de la detergencia, con la aparicién de productos que no sélo presentaban
competencia directa con los jabones sino que aportaban nuevas propiedades. Asi
en 1947 ya se valoraban las cualidades bactericidas y tensioactivas de los
compuestos catiénicos, aunque su alto coste no posibilité su salida al mercado
hasta entrados los afios 50. También de la década de los 40, los tensioactivos no
iénicos como los ésteres de acidos grasos con glicoles y poliglicoles aparecen en

el catdlogo de la compafiia Glyco.

Otro aspecto interesante de la Quimica Industrial de los tensioactivos es
como consigui6 crear productos especificos que produjeron cambios en los habitos
de higiene. Son prototipos de estos cambios los bafios de espuma pero
especialmente los champis y acondicionadores que se incluyeron de forma

regular, varias veces por semana, en la higiene personal.

La revision desde finales de los 40 hasta nuestros dias de los nuevos tipos de
tensioactivos y formulaciones, ya solo en el campo de la cosmética, seria muy
larga y alejada del caracter general de esta introduccion. Simplemente se
comentan las formulaciones de champuis porque dieron lugar al desarrollo de

tensioactivos catiénicos para el mercado de los productos de higiene personal.

Los champis deben ademas de poseer cualidades de lavado, incluir

acondicionadores que tienen un efecto sustantivo sobre el cabello, lubricandolo y
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creando una capa de proteccién por la interaccidn entre la carga positiva del
tensioactivo y las proteinas del pelo. Asi, los tensioactivos cationicos son los que
desempefian esta funcion acondicionadora; si su cadena alquilica es corta tienen
mayor poder bactericida y si es cadena larga, mayor poder acondicionador y
menor irritabilidad por la baja solubilidad (NAN ZHANG, 1998). Los tensioactivos
presentes en sus formulaciones tendran una baja irritabilidad y seran no téxicos
por el riesgo potencial sobre los ojos; asi se combinan tensioactivos anfoteros

como la cocoamidopropilbetaina con otros de naturaleza anionica.

Inicialmente el acondicionador estaba separado del champd en las
formulaciones por la incompatibilidad de la mayoria de los catiénicos con los
anidnicos. En los afios 50, se usa como acondicionador el cloruro de
dimetilbencilestearilamonio (cloruro de esteralconio) pero ya se proponen
polipropoxicuaternarios para usar como acondicionadores en champis anidnicos.
Seguidamente, en los afios 60, 70 v 80 se proponen como acondicionadores,
derivados catidnicos celulésicos, condensados de proteinas, cuaternarios

monoméricos y poliméricos.

La importancia cuantitativa de 'los tensioactivos en la industria actual es
grande al ser producidos por millones de toneladas en todo el mundo con el
consiguiente impacto econémico, no solo para usos detergentes sino en numerosos
aplicaciones que abarcan a muchos sectores de la industria. En Europa, se usan
70000 toneladas anualmente de tensioactivos catidnicos (CROSS Y SINGER, 1994)
que representan menos del 10% de total de los tensioactivos (PORTER, 1991). Se
trata de un mercado cambiante que ademas de investigar en nuevos compuestos
(poliméricos, bio-surfactantes) oferta numerosas formulaciones y marcas segun las

diversas aplicactones. NAN ZHANG (1998) hace una estimacion de lanzamientos o
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relanzamientos anuales de 300 marcas de productos capilares en el mercado

japonés.

4. TENSIOACTIVOS CATIONICOS: PROPIEDADES Y QUIMICA
ANALITICA

Los tensioactivos catidnicos son los compuestos objeto de estudio en esta
Tesis Doctoral, asi pues para comprender mejor su Quimica se profundiza en el

estudio de sus propiedades y aplicaciones.

Ademas de disminuir la tensidn superficial, los compuestos catiénicos poseen
otra cualidad que los diferencia de los otros tipos de surfactantes, que es la
sustantividad o capacidad de un compuesto para adsorberse a superficie organicas

¢ inorganicas.

El origen de la capacidad biocida de algunos compuestos cationicos sobre
todo cuaternarios, con numerosas aplicaciones en productos farmacéuticos, se
encuentra en su disposicion para la adsorcion en organismos vivos. Se adsorben a
las paredes de las células inhibiendo las funciones metabélicas y si la
concentracion del cuaternario es suficientemente grande provocan la muerte de la
¢€lula por rotura de la membrana (CHALMERS Y BATHE, 1979). Sus funciones
acondicionadoras en el pelo y la piel que permite su uso en cosmética o de
suavizante en tejidos como el algoddn o la lana son otros ejemplos de adsorcion a
superficies organicas. Los tensioactivos catiénicos empleados en mayor amplitud
como suavizantes son las sales de dialquildimetilamonio y las imidazolinicas con
cadenas alquilicas largas (Cg) constituyendo el 66% de la produccion de
catidnicos {(CROSS Y SINGER, 1994). La adsorcién al tejido aumenta su

hidrofobicidad y por tanto su facilidad de secado, disminuyendo su electricidad
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estatica. En ¢l pelo, la carga positiva del cationico interacciona con la carga
negativa resultado del dafio producido a la estructura de la proteina, creando una

capa de proteccion que lo lubrifica (NAN ZHANG, 1998).

La adsorcion a superficies inorganicas de metales o minerales siliceos da
lugar a un conjunto de aplicaciones principalmente industriales que se apartan de
las relacionadas con la detergencia y las aplicaciones farmacetiticas. Las aminas
primarias son usadas como aditivo en el asfaltado de carreteras. Se adsorben en la
superficie de la piedra desplazando al agua ocluida y sirven de puente entre ésta y

¢l material bituminoso ayudando a una mayor cohesion entre los dos.

Las sales de alquilquinolinio e isoquinolinio, y las de trialquilbencilamonio
se¢ emplean como inhibidores de la corrosidn, por ejemplo en bafios de
galvanizado contribuyendo a limpiar la superficie del metal y protegiéndola de la
corrosién una vez terminado el tratamiento. En sintesis orgdnica en dos fases, los

compuestos cuaternarios actiian como catalizadores acelerando las reacciones.

En metalurgia, las aminas grasas, amidoaminas se usan en procesos de
flotacidon de minerales y las sales cuaternarias de trialquilamonio y trialquilaminas
metiladas en la extraccion con disolventes de metales. En el primer proceso, el
mecanismo es similar a los descritos en otras aplicaciones, adsorcion a la
superficie del mineral y su separacién de éste, por flotacién de los otros minerales
que no adsorbe el tensioactivo. En el segundo actia como un catalizador de
transferencia de fase separando en disolventes como el queroseno, cualquier metal
que sea capaz de formar un complejo con carga negativa. El cobalto es separado
del niquel en una disolucion rica en iones cloruros debido a que forma el complejo

CoCls que es extraido por sales de trialquilamonio quedando el niquel en la
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disolucion. También se aplica este proceso de extraccién en la produccion de

volframio, uranio, molibdeno y vanadio.

En la tabla I-1 se resumen las aplicaciones mas usuales de los tensioactivos
citados anteriormente. Hay que resefiar que no se ha pretendido recoger todos los
compuestos catidnicos del mercado, sino solamente los que se fabrican en mayor
cantidad, detallando sus usos mas extendidos para crear una ﬁsién general de la

Quimica Aplicada de estos compuestos.

Tabla I-1. Aplicaciones mis usuales de los principales tensioactivos cationicos.

COMPUESTO APLICACIONES
Cloruro de dialquildimetilamonio Arcillas organofilicas
Bromuro de alquiltrimetilamonio Catalizadores de transferencia de fase, bactericidas
Ionenos Bactericidas, funguicidas
Metilsulfato de dialquilmetilimidazolinio Suavizantes textiles
Oxidos de alquildimetilamina Espumantes, antiestaticos
Cloruros de alquilquinolinio e isoquinolinio Inhibidores de corrosion
Cloruros de alquilpiridinio Suavizantes concentrados
Alquilamidas y alquilamidoaminas Lubricantes, champiis, componentes de detergentes
Cloruro de alquilbencildimetilamonio Antibacteriano

La Quimica Analitica de los tensioactivos presenta dificultades en cuanto a
que son productos que en su mayoria poseen cadenas homdlogas e isémeros
posicionales en su parte hidréfoba e incluso, cuando se trata de los etoxilados, en
el grupo hidrofilico. Los pesos moleculares alcanzan valores superiores a los 200
sin contar con los de naturaleza polimérica y sobre todo con grupos sulfonatos,
sulfatos y fosfatos que hacen de ellos compuestos poco volatiles, obstaculizando el
empleo de algunas técnicas como la cromatografia de gases. Sin embargo se ha

desarrollado un conjunto extenso de métodos de analisis que han permitido el
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control en los procesos de fabricacion y en los productos terminados y

formulaciones.

Una forma estructurada de acercarse a su Quimica Analitica es seguir tres
vias de diferenciacion: tipo de tensioactivo, técnica de analisis empleada y matriz
que lo contiene. Pueden ser usadas correlativamente pero el orden y la extension
en cada uno de ellos depende de la cantidad y calidad de la informacion que se
necesite. Atendiendo a la naturaleza de los tensioactivos se hara hincapié
Unicamente en los compuestos catidnicos objeto de este trabajo. Las técnicas
empleadas para su analisis van desde métodos volumétricos y potenciométricos
hasta las técnicas cromatograficas, espectrometria de masas y la espectroscopia

molecular.

La parcela que los métodos volumétricos mantienen, ademas de importante,
estd fundamentada en dos hechos: especificidad y rapidez con que suministran
informacién quimica en analisis de rutina al igual que ocurre para otros muchos
compuestos técnicos. Los andlisis volumétricos para tensioactivos catiénicos estan
basados en una reaccidon especifica acido-base (figura I-3), reaccion del
tensioactivo cationico susceptible de analizar con un tensioactivo anidnico
(disolucion valorante), cominmente ¢l laurilsulfato sédico.

R4N+(aq)+R'SO3'(aq) —— R4N'R'SO3'(aq)

Figura I-3. Reaccion dcido-base tipica de los analisis volumétricos de tensioactivos
catiénicos.

Con esta reaccién se obtiene una sensibilidad nada habitual en los analisis
volumeétricos puesto que el rango de concentracién de las disoluciones valorantes

varia entre 107 a 10° M muy alejada de concentraciones dela 10" M utilizadas
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en las volumetrias tradicionales. La principal limitacion que presentaban, la
obtencién de patrones primarios, ha sido resuelta con la purificacién de un SLS
sintetizado a partir de la sulfonacién del alcohol graso que ha sido previamente
sometido a una destilaciéon fraccionada para maximizar el contenido en el

homélogo Cys.

Esta reaccién 4cido-base tiene la particularidad de que se produce en un
sistema de dos fases, acuosa y cloroformica y por tanto necesita de un indicador de
transferencia de fase eficaz. La busqueda del indicador que proporcionase-una
buena repetibilidad y reproducibilidad preocupd a los quimicos analiticos, desde
los afios 50 en los que se propusieron e} azul de bromofenol y el azul de metileno
hasta los afios 70 en los que se empled un indicador mixto que contiene azul de

disulfina y bromuro de dimidio.

De los primeros métodos planteados el mas extendido ha sido el de EPTON,
1948 con indicador azul de metileno en medio 4cido para evitar las interferencias
de los jabones. El azul de metileno con naturaleza catiénica interacciona con el
tensioactivo aniénico que sirve de valorante dando un compuesto de color azul
que es mas soluble en la fase organica pero en presencia del tensioactivo catiénico

¢l cation del indicador es desplazado por éste. El punto final se visualiza cuando la

intensidad del color azul del indicador es igual en la fase acuosa y en la
cloroférmica. Ademas una visualizacién dificultosa con desviaciones entre
operadores de hasta un 5%, estd fuertemente influido por la longitud de la cadena
del compuesto catiénico y por los equilibrios de reparto en la extracciéon de las

sales en las dos fases.

El indicador mixto, cuando se aplica a compuestos catidnicos, tiene como

base las reacciones del catiénico con azul de disulfina, para dar una sal soluble en
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cloroformo de color azul y la del anidénico valorante con el bromuro de dimidio

que rinde un compuesto de color rosa. En ¢l punto final, ¢l primer exceso del SLS
de la disolucion valorante (que ya ha reaccionado con todo el catiénico
desplazando al indicador aniénico), da una sal soluble de color rosa en cloroformo
con el indicador catiénico. Asi la visualizaciéon del punto final se efectua por el
cambio de color de azul a rosa de la fase cloroformica y el resultado de la

valoracion del catiénico se expresa como materia activa cationica.

Pese a que con este método no se pueden valorar compuestos catidénicos de
cadena corta la amplia aceptacién queda ratificada al estar incluido en las normas
internacionales Organization for Standarization (1SO) y American Society for
Testing and Materials (ASTM) que sirven como referencia a la industria de
tensioactivos. Se diferencian las dos normas en la precision requerida para un
mismo laboratorio y entre laboratorios: segin norma ISO es de 1,5% y 3%

(relativo) respectivamente y para la ASTM, <1% (absoluto) en ambos casos.

La otra disolucién valorante alternativa al SLS, es el tetrafenilborato sodico
(STPB) que al interaccionar mas fuertemente con los compuestos cuaternarios
permiten valorar incluso los de bajo peso molecular que presentan dificultades con
SLS. Las principales desventajas son las de no encontrarse purificado como patrén
primario y que sus disoluciones solo son estables si se mantienen entre pH 9-10.
Las valoraciones pueden tener lugar en una fase, con indicadores como la
tetrabromofluoresceina o en dos fases con azul de bromofenol o naranja de metilo.
Para este ultimo caso, CROSS (1965) valora, en un amplio rango de pH de 3 a 13,
tres grupos de cuaternarios: las sales de tetralquilamonio con los derivados

bencilicos, un grupo donde €l nitrégeno cuaternario esta incluido en el grupo
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aromatico: piridina alquilada, quinoleina, isoquinoleina alquiladas y sales de

bisguanidinio y un grupo de aminas no cuaternarias.

Las potenciometrias con electrodos selectivos de iones son la alternativa a las
valoraciones en dos fases que aportan ventajas tales como un tiempo de analisis
mas corto y evitar el uso de disolventes peligrosos como el cloroformo. Se podria
hablar de una variante automatizada de las volumetrias en fase acuosa y orgénica
al estar fundamentadas en la misma reaccién acido-base. El electrodo consta de un
material sensor, generalmente de una sal con parte anidnica y catidnica como el
dodecilsulfato de tetrabutilamonio o de hexadeciltrimetilamonio, v de una
membrana por la que se produce el intercambio de iones. Se han ensayado

distintos materiales para la membrana: cloruro de polivinilo, nailon y silicona.

Estas potenciometrias son utilizadas para el calculo de la concentracion
micelar critica, ademais de la determinacién principal de tensioactivos (catiénicos
y anmidnicos) en procesos de control industrial. Pero existen aplicaciones en
matrices diversas, como el analisis de hexadecilpiridinio en matrices
farmacéuticas (DOWLE y col.,1984; SHOUKRY y col.,1987). En ¢l primero se
compara, con buena correlacion, los resultados obtenidos con la volumetria en dos
fases y las potenciometria con electrodo selectivo para sales cuaternarias
alquilicas, de alquilbenceno en patrones y en muestras reales (liquidos y polvo de

lavado).

Para el andlisis de cationicos también se han utilizado otras técnicas
instrumentales como las cromatograficas. La cromatografia de capa fina (Thin
Layer Chromatography, TLC) ha sido empleada para la separacion de distintos
QUAT. MANGOLD y KAMMERECK, 1962 logran separar alquiltrimetil-

dialquildimetil- y trialquilmetilamonio; MICHELSEN (1978) realizan analisis
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cuantitativo con  densitometria en  cloruro de  cetilpiridinio y
miristildimetilbencilamonio; MATISSEK (1982) analizan formulaciones: champis,
jabones y productos para el bafio y OSBURN (1982) en matrices medioambientales
de diestearildimetilamonio. Por ultimo ARMSTRONG y STINE (1983) llevan a cabo

una separacion de catiénicos de otros tensioactivos aniénicos y no ionicos.

Cuando se emplea la cromatografia de gases (Gas Chromatography, GC) y
para salvar la baja volatilidad de los compuestos, ¢l analisis por GC ha recurrido a
procesos de degradacion o derivatizacién (conversion en otro componente
mediante reaccion quimica). Se han convertido compuestos cuatermarios
(alquilbencildimetil, alquiltrimetil y dialquildimetilamonio) en sus aminas
terciarias de partida (WARRINGTON, 1961) o en alquilaminas y olefinas (mediante
la degradacion de Hofmann) o en &cidos grasos, para aquellos compuestos
cationicos con grupo imidazol (TAKANO y TSUJI, 1983) o en ésteres metilicos para
las amidas grasas (FRISINA y col., 1979) y en 1-olefinas, para los 6xidos de amina
(DEVINSKY y GORROD, 1989). Aunque algunos compuestos catidnicos se
transformen en aminas, éstas también pueden presentar problemas de separacion
al adsorberse en la columna siendo mas acusados en las aminas primarias que en
las terciarias. De este modo algunos autores han propuesto, en la determinacion de
aminas grasas, seluciones para minimizar los efectos de adsorcién mediante el
empleo de fases estacionarias modificadas y sustituyendo el nitrogeno por el
amoniaco como gas portador (ABDEL-REHIM, 1990). 8i se trata de aminas
primarias grasas pueden ser convertidas en dimetilaminas terciarias que son

separadas mas facilmente (METCALFE y MARTIN, 1972).

En resumen, los métodos de analisis por GC de compuestos catidnicos

posibilitan la separacion de la serie homdloga y algunos de ellos son aplicados a
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matrices de productos formulados: productos textiles comerciales (SUZUKI y col.,
1986), productos capilares (SUZUKI y col., 1987) y de limpieza bucal

(CHRISTOFIDES y CRIDDIE, 1982).

En el andlisis por cromatografia de liquidos de alta eficacia (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC), es inevitable clasificar a los
tensioactivos catiénicos en aromaticos, que pueden ser detectados con detector de
ultravioleta o fluorescencia y no aromaticos que deben de ser determinados por
detectores menos universales. Asi, KAWASE y col. (1983) separan y detectan en
UV la seric homologa de sales de imidazolina directamente y la comparan con los
resultados obtenidos por GC con pretratamiento. LINARES y col. (1991) analizan
cetilpiridinio en una formulacién farmacéutica mediante detector de fotodiodos.
En lo que respecta a la bibliografia de los tensioactivos catidnicos de
alquilbencilamonio (BAA) que es bastante extensa y sobre todo para el cloruro de
benzalconio (BAK) se detalla en el capitulo IV de esta Tesis Doctoral dedicado a

su estudio.

Con respecto a los no aromaticos, también se usa la deteccion UV con
modificaciones en la fase mévil que permitan que el catidnico sea detectado en
ese intervalo del espectro: empleando un reactivo de par idnico aromético
(LARSON y PFEIFFER, 1983) o gracias a deteccion indirecta (HELBOE, 1983) e
incluso con transformacion del analito mediante reaccién después de la separacién
0 reaccion post-columna (KANESATO y col., 1987). NAKAMURA y MORIKAWA (1982)
logran la deteccion simultanea de catidnicos no aromaticos (alquiltrimetilamonio)
y aromaticos (alquilpiridinio y alquilbencildimetilamonio) junto a la serie
homologa de cada uno de ellos utilizando un detector de indice de refraccién.

CAESAR y col. (1989) wusando también este detector determinan
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dialquilmetilamonio en una formulacion hidratante para la piel y JASPERSE (1988)
analiza esteramida y oleamida a una concentracion de 1000 mg L™ en un nitrilo

graso.

La deteccién conductimétrica ha sido aplicada en muestras ambientales por
WEE y KENNEDY, en 1982 en aguas de rio, separando mezclas de aromdticos
(cloruro de esteralconio y  hexadecilpiridinio) y no  aromaéticos
(disebodimetilamonio y dodecildimetilamonio) y por GERIKE y col. (1994) al
estudiar disebodimetilamonio en aguas de rio, aguas residuales, suelos y

sedimentos.

La fase estacionaria mas frecuentemente empleada en la separacion de
cuaternarios es una gel de silice funcionalizada con un grupo ciano que presenta
interaccion con el grupo funcional del QUAT aunque funcionalizacion con Cyg y

gel de silice en fase normal también son validas.

Asimismo se han empleado otras técnicas instrumentales como la
espectrometria de masas (Mass Spectrometry, MS) que permite la caracterizacion
de estructuras y de pesos moleculares. Para el analisis de compuestos como los
tensioactivos catiénicos los modos mas usados de produccion de iones gaseosos
son la ionizacion por electronebulizacion (FElectrospray, ESI), ionizacion por
termonebulizacion (Thermospray, TS) y bombardeo con atomos rapidos (Fast
Atom Bombardment, FAB). NAN ZHANG (1998), en una revision sobre la aplicacion
de MS a tensioactivos recoge el analisis de algunas sales de alquiltrimetilamonio y
de un anfotero, la cocoamidopropilbetaina determinada conjuntamente con el

cationico a partir del cual se forma, la amidoamina grasa.

La unién de técnicas cromatograficas y espectrometricas hace posible la

separacién, identificacion y en ocasiones la cuantificacion de compuestos
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englobando una gran parte de los objetivos analiticos. El principal inconveniente
técnico, la compatibilizacion del alto vacio necesario en MS con los eluyentes
liquidos del HPLC, esta siendo resuelto con disefio de nuevas interfases (DI
CORCIA, 1998). Asi LAWRENCE (1992) analiza un tensioactivo catiénico patrén: el
disebodimetilamonio y una muestra comercial de un suavizante que lo contiene,
en fase normal y con cloroformo, metanol, hexano y acido acético como fase
movil. La espectrometria empleada, la de bombardeo con atomos rapidos, atomos
de alta energia de argon o xendn, es muy adecuada para compuestos polares de
alto peso molecular. Los resultados obtenidos permiten elucidar la composicién de
la serie homologa y también se encuentran sefiales correspondientes a la presencia

de trisebometilamonio.

Pero no solamente la espectrometria de¢ masas puede ser acoplada con
técnicas de separacidon como las cromatograficas sino que en la espectrometria de
tandem (MS/MS) se acoplan dos espectrémetros resultando muy util para la
interpretacion de espectros en mezclas complejas. El primer espectrometro, con
una fuente de iones que produce iones moleculares o iones moleculares
protonados, tiene la funcién de separador de iones de los distintos compuestos de
una mezcla. En el segundo se produce la fragmentacion de los iones progenitores
en iones hijos. Es habitual en la espectrometria en tdndem, que los instrumentos
lleven un filtro de masas de triple cuadrupolo entre las fuentes de iones y la
deteccion. KALINOSKI (1994) en un resumen sobre espectrometria de masas
aplicada a tensioactivos catiénicos, presenta el analisis de una imidazolina de sebo
en tandem, con fuente de iones de bombardeo con atomos rapidos y triple
cuadrupolo. El estudio de las sefiales masa/carga (m/z) obtenidas y su posterior

descomposicion indica la presencia de moléculas con dos cadenas alquilicas de
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diferente longitud y de otras con idénticas cadenas alquilicas. También, LYON y
col. (1984) recogen analisis de MS/MS con FAB para distintos tensioactivos
catibnicos: aminas, 6xidos de amina, cuaternarios etoxilados asi como el estudio

de los mecanismos de descomposicion.

Una técnica espectroscopica como la resonancia magnética nuclear
(Resonance Magnetic Nuclear, RMN) es también una herramienta util en el
andlisis de QUAT usando la resonancia de dos nicleos: la de protén y la de
carbono 13 (°C). En la aplicacién del RMN de carbono 13 a los QUAT se mide el
desplazamiento quimico del carbono en o al grupo funcional del cationico, sea
cuaternario, amino, imidazolina 0 amidoamina. Al ser el desplazamiento quimico
normalmente independiente de la longitud de la cadena alquilica que poseen los
QUAT (C3-C;;) resulta sencillo caracterizar muestras complejas. METCALFE
(1984) realiza anilisis cuantitativo de mezclas que poseen desde uno a tres grupos
alquilicos de cadena larga: cloruro de sebotrimetil-, disebodimetil y
trisebometilamonio. Las aminas pueden ser determinadas por RMN de proton y de
'*C y cuando poseen grupos etoxilados es posible el calculo del mimero de moles

de 6xido de etileno con C (MOZAYENI, 1979 ; MOZAYENLy col., 1984). - - 70
G @

5. NUEVAS TENDENCIAS EN LA QUIMICA ANALITICA DE LOS
TENSIOACTIVOS: ANALISIS DE COMPONENTES RESIDUALES

La aplicacion de la Quimica Organica de sintesis a escala industrial intensiva
ha acarreado a lo largo de los afios, problemas para la salud humana y el medio
ambiente. Asi en los primeros tiempos con el uso masivo de tensioactivos, se
revelaron los peligros como la acumulacion de espumas en cauces de rios

provocadas por la baja biodegradabilidad de los alquilbencenosulfonatos, lo que
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motivo el estudio y la sustitucién por otros productos mas biodegradables. En la
actualidad, la evolucién de la Quimica Industrial de los tensioactivos tendrd que
estar condicionada por la creciente concienciacion de la sociedad demandando
productos verdes para el medio ambiente y naturales para los productos

cosmeticos de contacto directo con el cuerpo humano.

En esta situacidén se refuerza el papel de la Quimica Analitica en dos
vertientes: la informacion sobre la composicién y calidad de los productos y en el
analisis de los efectos que la produccion y el ciclo de consumo de éstos, provocan
en e] entorno. El andlisis de los componentes mayoritarios e¢s una linea bien
desarrollada y que va en crecimiento con el nacimiento de nuevas técnicas
analiticas (electroforesis capilar o espectrometria en tidndem). E! término
“componentes mayoritarios” se refiere, en este estudio en concreto, a los
componentes tensioactivos que se encuentran en mayor proporcién en las mezclas
o formulaciones, coexistiendo con otros componentes minoritarios no
necesariamente  de naturaleza tensioactiva:  secuestrantes, blanqueantes,

colorantes, perfumes, etc.

Una nueva linea de investigacion basada en el analisis de los componentes
residuales de los tensioactivos parece acorde con los problemas sanitarios y
medioambientales y las demandas existentes de la sociedad al sector industrial.
Los residuales en los tensioactivos serfan aquellos compuestos no deseables por su
toxicidad o su inadecuacion al producto final, fruto de reacciones secundarias o de
reacciones cuya conversion no alcanza el 100%, provenientes fundamentalmente
de las materias primas, del proceso y de las caracteristicais de la planta donde se

fabrican.
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Los metales a concentraciones muy bajas, del orden de partes por millén, son
unos de los residuales de naturaleza inorganica que pueden encontrarse en los
tensioactivos. Se originan por desgaste y ataque de las aleaciones de reactores,
conducciones, destiladores, etc. donde se lleva a cabo la reaccion de sintesis.
Aunque también las materias primas pueden ser las responsables de su presencia
en el tensioactivo. Es un gjemplo representativo, ¢l mercurio aportado por el
hidréxido de sodio usado como agente neutralizante. La presencia de metales
puede provocar turbidez, precipitaciones y color a las disoluciones del
tensioactivo. La técnica analitica, mas habitualmente empleada para la deteccion
de metales es la espectroscopia de absorcion atomica en sus distintos tipos: de
llama, de camara de grafito para matrices mas complejas o con generacion de
hidruros. PARDHAN Y OTAWAY (1975) determinan metales en jabones en polvo con
altos niveles de fosfato con espectroscopia de absorcidon atémica en camara de
grafito. Otras impurezas inorganicas que pueden hallarse en los tensioactivos pero
que no suelen causar problemas de toxicidad son los cloruros, carbonatos y

sulfatos.

Las impurezas de tipo organico son las mas preocupantes y seguramente mas
dificiles de clasificar porque, en algunos casos se encuentran solamente en una
reaccion y en un producto en particular. Algunas de las mas conocidas son: el 1,4

dioxano subproducto de la sulfatacion de alcoholes etoxilados, las tetralinas,

producto secundario en la alquilacién del benceno para producir alquilbenceno
lineal, Wa compuesto residual, a pesar de su alta reactividad,
obtenido después de la etoxilacion de tensioactivos no i6nicos; las s&l_t__cm@ls y
sulfonas productos intermedios de sintesis en la sulfonacion de olefinas y en la

sulfonacién de alquilbenceno con triéxido de azufre respectivamente.
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Para los tensioactivos catidnicos, los compuestos residuales organicos mas
especificos son las E__n_l_i_@s que non han reaccionado en los procesos de amidacion,
cuaternizacion, etc., las impurezas aromaticas procedentes de los agentes
cuaternizantes y las l}_i&trqsaminas. Las dos primeras se examinaran en los capitulos
siguientes. Las @h@son los productos de nitrosacion de aminas

secundarias y han sido caracterizadas como toxicas y carcinogénicas.

De las aminas usadas en la sintesis de tensioactivos catidnicos es la
dietanolamina, una amina secundaria empleada en la sintesis de dietanolamida de
coco una de las mas examinadas como posible precursor de nitrosaminas (DIALLO
y col., 1996). Los métodos ensayados para su analisis han sido diversos:
colorimétricos, polarograficos y cromatograficos (GC con detectores especificos,

GC-MS y HPLC) (PORTER, 1991).

El estudio de los componentes residuales permitiria conocer detalladamente
la composicién del producto y no tinicamente en lo que se refiere a su componente
mayoritario. Desde un punto de vista del ciclo productivo, se puede analizar el
componente residual y monitorizarlo en el proceso o en las materias primas. Esto
afecta a cuestiones como los atributos que definiran la calidad del producto y de

las materias primas, pautas sobre ¢l mantenimiento preventivo de las maquinas o

la mejora de procesos. St se detecta y cuantifica el producto residual, es posible
evitar su presencia en el componente mayoritario o cuando menos mantenerlo de

una forma regular en limites tolerables.

La necesidad de tener controlados y minimizados posibles factores de riesgo,
se pone de manifiesto en €l estudio de RIEGER (1997) sobre la potencial irritacién
en la piel de los cuaternarios. Asi, se citan las experiencias de Draize en un test de

los afios cincuenta, muy controvertido hoy dia por la utilizacién de animales (se
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ensaya en los ojos de los conejos) y refiriéndose a las pruebas con lauril sulfato
sédico (SLS) dice “diferentes lotes del mismo grado comercial provocan
diferentes niveles de dafio en el ojo”. Por lo tanto, sera preciso asumir la
investigacion de residuales con algun nivel de toxicidad, en cada proceso y

asegurar su control, aunque su uso final no sea estrictamente farmacéutico (ZIMAN,

1999).

Siguiendo con un enfoque industrial, cuando se investigue sobre nuevos
métodos analiticos de compuestos residuales, se debe procurar la consecucion de
métodos que sean rapidos, que no impliquen el uso de técnicas con
instrumentacién cara y que puedan adaptarse con facilidad al conjunto de métodos
empleados para fijar las especificaciones de calidad del producto; amén de las

caracteristicas propiamente analiticas de precision, reproduciblidad y exactitud.

Por dltimo, desde el marco de un sistema de calidad implantado en la
empresa, €l estudio de los productos residuales significara una retroalimentacion
en la que se consideran las demandas de los clientes: productos poco agresivos en
su utilizacién y con el medio ambiente, englobados en el concepto tan ambiguo y
poco riguroso como productos naturales o productos verdes. Y no solo eso,
cuando un sistema de gestion de la calidad total (Total Quality Management,
TQM) en el cual no sélo se persigue el mantenimiento de los estandares de calidad
establecidos sino también la mejora, es aplicado a una empresa quimica, resulta
factible que uno de sus objetivos de esta mejora esté dirigido a la obtencién de un

producto libre de potenciales componentes toxicos (HOYLE, 1998).
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Objetivos generales

En ocasiones, puede parecer que entre la ciencia basica y la aplicada se ha
producido una escision, dejando por un lado una ciencia bésica recluida en el
mundo académico, poco sostenible en términos econdmicos por la sociedad que la
genera, y por otro una ciencia aplicada dominada por las pautas del mercado en la
que se han perdido los criterios cientificos. Aunque ésta es, sin duda, una
expresion maximalista, resulta vital que se produzca una realimentacion entre las
dos.

Desde un laboratorio industrial, esta Tesis Doctoral nace con ¢l dnimo de
llevar a cabo una “investigacion hibrida” (ZIMAN, 1999) que contemple aspectos
referidos al 4mbito de la Quimica Analitica y su incidencia en la Quimica
Industrial gestionada con un sisterma de calidad.

Los tensioactivos cationicos, productos de sintesis industrial son el objeto
de estudio que se enfoca intentando paliar algunos de los vacios encontrados en la
bibliografia, pero también integrandose en las nuevas tendencias que surgen,
empleando en cualquier caso, medios técnicos que no supongan costes
econdmicos elevados. Asi el objetivo final sera realizar un desarrollo de mctodos

orientados fundamentalmente al analisis de productos residuales indeseables por

su irritabilidad o toxicidad.

En una visién mas precisa y detallada del objetivo principal, se puede

desglosar en los siguientes objetivos parciales:

= Aplicacion de nuevas técnicas de separacién como la electroforesis capilar

al analisis de tensioactivos.

» Elaboracion de métodos que permitan compatibilizar el analisis de
residuales y compuestos principales de la matriz con caracteristicas

quimicas muy diferentes entre si, para de este modo lograr en un
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determinado problema analitico el mayor nimero de respuestas en el

menor nimero de operaciones sencillas.

= Obtencion de métodos que requieran tiempos de analisis cortos sin
menoscabo de parametros analiticos como la sensibilidad, precision,

selectividad y limites de deteccion,

Algunos de los objetivos estan directamente relacionados con aspectos

industriales:

= Desarrollo de un control de proceso selectivo mediante la sustitucién de
metodos volumétricos por instrumentales con el fin de asegurar una

calidad final del producto.

* Mejora de procesos gracias a la informacién analitica conseguida por la
aplicacién de los diferentes métodos desarrollados al estudio de cinética de

formacion de subproductos o de eliminacion de residuales.

» Seleccion de materias primas adecuadas para lograr mejorar la calidad del
producto final por medio de métodos que permitan diferenciar los distintos

grados de pureza de los productos existentes en el mercado.

Especificamente, los compuestos sobre los que recaen los objetivos
propuestos son los productos residuales aminicos como dimetilaminopropilamina
(DMPA) en alquilamidoaminas, cloruro de bencilo y sus derivados en cloruro de
benzalconio y trietilbencilamonio, alquilbencilades en cloruro de bencilo. La
técnica usada para su analisis es la cromatografia de liquidos de alta eficacia
(HPLC), mientras que una nueva técnica de separacion: la electroforesis capilar
(CE) se aplica a dos tensioactivos cationicos: el cloruro de benzalconio (BAK) y

el de alquilbencildimetilamonio (BAA).
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Andlisis de DMPA en alquilamidopropilaminas

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS

Las alquilamidoaminas, consideradas como tensioactivos catiénicos, son
productos intermedios de sintesis para otros tensioactivos, algunos de ellos como
la cocoamidopropilbetaina (CAPB) intervienen en una amplia variedad de
formulaciones para el cuidado personal. Ademdas de este valor cualitativo, las
miles de toneladas por afio que se procesan en Europa, Estados Unidos y Japén
motivan que la CAPB esté clasificada como el tensioactivo mas importante de los
llamados secundarios. La sintesis de las alquilamidoaminas transcurre a través de
la reaccién de un 4cido graso o de un ester graso con poliaminas. El tipo de
amidoamina que se estudia, la alquilamidopropilamina (cadena alquilica tipo coco
o undecilénica) se forma por reaccion de aceite de coco o acido undecilénico con
dimetilaminopropilamina (DMPA). La amidacion se produce por el grupo
primario (figura IlI-1), quedando el terciario como potencial centro activo para la
reaccidon con monocloroacetato sodico, perdxido de hidrégeno y cloruro de
bencilo formando una betaina, un 6xido de alquilamidoamina, y un cuaternario

respectivamente. De estos derivados, el mas conocido en el mundo de la

R-CO-OCH, HOCH,
R-CO-OCH + H,N{CH,),N{CH,}, —— R-CON(CH,),N(CH,), + HOCH
R-CO-OCH, (A) HOCH,

R-CO-OH + H,N(CH,),N(CH,), — R-CON(CH,),N(CH,), + H,0
(B)

Figura III-1. (A) Reaccion de formacién de cocoamidopropildimetilamina (CAPA),
(B) Reaccién de formacion de undecilamidopropildimetilamina (UAPA).
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Analisis de DMPA en alquilamidopropilaminas

Para establecer un método de anilisis de la DMPA en la sintesis de
alquilamidoaminas puede describirse ésta en dos fases de acabado de la reaccion:
una primera, al final de la reaccién de amidacion, en la que los niveles de amina
pueden llegar hasta un 1% puesto que se trabaja con un exceso de amina durante
la formacion de la amida; y una segunda fase de eliminacién de los productos
secundarios como la glicerina donde la DMPA quedaria a niveles inferiores de un

0,1%.

La determinacién de la DMPA residual en alquilamidoaminas y derivados
tiene un particular interés ya que la legislacion relativa al manejo de sustancias
industriales peligrosas establecio en julio de 1980 que los productos con nivel de
aminas entre 1-10% seran considerados irritantes y con mas de un 10% como
corrosivos (WINKLER y col., 1988). Igualmente, estudios sobre las posibles
impurezas contaminantes responsables de que la cocoamidopropilbetaina pueda
producir reacciones de dermatitis de contacto alérgicas, sefialan como uno de las
posibles causantes de las mismas a la DMPA (PIGATTO y col., 1995; DE GROOT y

col,, 1995; FOWLER y col. 1997).

La versatilidad de la cromatografia como técnica de separacion puede
posibilitar la determinacion de una amina alifatica de cadena corta en una matriz
tensioactiva con grupos funcionales amino. Concretamente en este estudio, se
emplea HPLC con detector de UV-visible, por ser la instrumentacion disponible.
Ademas se intentara que el método pueda ser aplicable como un método de rutina,
sensible y extrapolable para los tensioactivos en los que la cocoamidoamina es

usada como materia prima.

Después de todo lo expuesto, los objetivos que se proponen son los

siguientes:
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1. Desarrollo de un método de andlisis para la determinacién de DMPA por

HPLC con detector de UV visible que incluya las siguientes caracteristicas:

= Tratamiento de la muestra sencillo y rapido para su deteccion en UV-

visible.

= Tiempo de analisis corto con el fin de que pueda ser usado como un
método de rutina en el control de calidad industrial del producto final

elaborado.

= Deteccion de la DMPA con buena sensibilidad, un rango de linealidad
adecuado y un limite de deteccién aceptable para la posterior

aplicacion.

2. Anilisis de DMPA residual en precursores de tensioactivos catidnicos, las

alquilamidoaminas.

2. METODOS DE ANALISIS DE AMINAS POR HPLC.
DERIVATIZACION QUIMICA Y AGENTES DERIVATIZANTES

En la Quimica Analitica, especialmente en el analisis organico, la
determinacién de aminas y sus derivados no es un problema secundario,
posiblemente debido a que su presencia se extiende a una variedad amplia de
matrices. Esta heterogeneidad ocasiona multiples variantes analiticas para una
misma cuestion y no se localiza en una sola area, sino que se extiende por sectores
claves del desarrollo socioeconémico y en los que la interaccién entre ciencia y
sociedad es mas patente: industrial, biomédico, farmacéutico, medioambiental y

alimentario.
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(Por qué las aminas estan presentes en matrices tan heterogéneas? La causa
parece radicar en que se pueden originar en el medio natural como productos de la
actividad microbiologica, actividad de descomposicién de alimentos, etc. o como
fruto de la intervencion de la actividad econémica en el entorno. Ademas en el
organismo humano las aminas desempefian un papel importante en el crecimiento
y diferenciacion celular. Su concentracion sera dependiente de la dieta o incluso
actuar como un indicador de la presencia o evolucion de enfermedades como el

cancer, la insuficiencia renal, la artritis reumatoide etc.

Es, en relacion con el origen antropogénico, donde se puede explicar la
amplitud y diversidad de matrices tan diferentes que contienen aminas. Asi en la
produccién industrial se emplean como materias primas e intermedios en sintesis
de colorantes, pesticidas, plasticos, tensioactivos, farmacos, inhibidores de
corrosion, emulgentes, etc. En el ciclo del consumo humano, las aminas pasaran,
en el caso mas optimo, a formar parte de residuos de incineracion, o de plantas de
tratamiento y directamente al medio ambiente en las aguas o al aire en aquellos

puntos que delaten una actividad humana m4s incontrolada.

En resumen, desde el punto de vista analitico, el origen de la formacién o
produccion de las aminas implicard matrices tan diversas como suero, orina,
tejidos bioldgicos, antibidticos, muestras ambientales (aire, aguas subterraneas, de
rios y de mar), polimeros (resinas epoxi), tensioactivos, alimentos (pescado, vino y

queso).

En este capitulo solamente se mencionaran aquellos métodos analiticos por
HPLC, dado la extensa bibliografia encontrada para los compuestos objeto de

estudio.
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Algunas de las aminas alifaticas, aquellas con caracteristicas fisico-quimicas
de volatilidad y bajo peso molecular, se adaptan mas a los requerimientos de una
técnica como la cromatografia de gases que a la cromatografia de liquidos.
Aunque la determinacion a niveles bajos en GC presenta problemas de adsorcion y
descomposicioén en columna, en HPLC, la deteccion constituye un impedimento
importante sobre todo cuando se realiza con un detector universal, como ¢l UV-
visible pero incluso para aminas con grupos aromaticos en las que la deteccion es

N
posible, se encuentran problemas de separacién y resolucidn. La solucion que se
recoge en un gran nimero de trabajos publicados, ha sido la derivatizacion,
operacién en la que a través de una reaccion quimica o por un método fisico se
transforma el analito en otro compuesto o grupe de compuestos mas accesibles,
que éste, para el analisis por la técnica elegida (GC, HPLC o CE). Concretamente
la derivatizacién que implica reaccién, denominada derivatizacidon quimica,
consiste en una alteracion de la estructura por un reagrupamiento de los atomos o
por la adicion de otra molécula. Los objetivos perseguidos afectan a dos de los
aspectos fundamentales del analisis cromatogréfico: la separacion y la deteccién.
En la cromatografia de gases, la derivatizacion intenta mejorar la separacion,
mientras que en cromatografia de liquidos, por la versatilidad de mecanismos que
entran en juego, variables que pueden se@, etc., €s un recurso que se@

fundamentalmente para facilitar la deteccidn.

Cuando la dificultad a resolver, se refiere a la separacién, normalmente se
trata de mejorar la resolucién de compuestos -que presentaban problemas de
elucion, colas, picos anchos, de tal forma que la parte de la molécula afiadida,
evita interacciones indeseadas entre el analito y la fase estacionaria o de la
separacion de analitos en una matriz compleja o con compuestos dificilmente

diferenciables cromatograficamente.
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Atendiendo a la deteccidn, la derivatizacién asegura o aumenta la
sensibilidad en la regién ultravioleta, en fluorescencia o en un sistema
clectroquimico mediante los nuevos grupos funcionales y/o anillos aromaticos
afiadidos para compuestos que eran invisibles a los detectores espectroscopicos o
presentaban baja absorcion, Son casos paradigmadticos las aminas alifaticas de
interés en este trabajo o la cuantificacién de componentes muy diluidos en la

matriz.

El agente derivatizante o reactivo usado para la derivatizacion del compuesto
puede producir solamente cambios en las propiedades cromatograficas o la
deteccion al analito. Pero obviamente ambas caracteristicas pueden ser adquiridas
en una sola derivatizacion. Aunque los casos mas frecuentes son las adiciones de
una parte de molécula con detectabilidad en UV o fluorescencia, algunos reactivos
como ¢l orto-ftaldialdehido (OPA) no presentan las caracteristicas de
detectabilidad que posee €l derivado. También otras opciones son posibles, la
derivatizacion puede ser lnica o existir varias reacciones secuenciales,

obteniéndose uno o miltiples derivados respectivamente.

Una vez defimido el por qué es necesaria la derivatizacion, con qué reactivos
se lleva a cabo y qué tipo de derivados se producen, falta por explicar donde y
cuando se realiza. Estas dos dltimas preguntas generan dos clasificaciones muy
utilizadas en la derivatizacion: jcuando se realiza?. Si es antes de que se efectie la
separacion se denomina derivatizacion precolumna y si es después de la
separacion, derivatizacién post-columna; ;Dénde? puede que sea fuera del sistema
cromatografico y se habla entonces de derivatizacion off-line o dentro del sistema,

en la llamada derivatizacion on-fine.
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La derivatizacion post-columna o continua tiene lugar, normalmente dentro
del sistema cromatografico si bien algunos autores como KRULL y col. (1994)
mencionan el tipo de derivatizacion post-columna fuera del sistema o discontinua
lo que implica que las etapas de inyeccion, separacion, derivatizacion no estin
incluidas en ¢l sistema cromatografico. Si se centra la atencién en las on-line, que
son las que disfrutan de mayor entidad bibliografica, se caracterizan
primordialmente frente a las pre-cblumna (on y off-line) en que no afectan a la
separacion. Una de sus ventajas es que no necesitan un derivado estable mi
conversiones del 100%, solo que la derivatizacién sea reproducible. Sin embargo
la cinética de la reaccion, que es la variable principal y que condiciona el disefio
del montaje, tiene que ser muy rapida para que sea posible detectar el derivado en
tiempo real, si bien el empleo de reactores en el sistema posibilita la ampliacion
de los tiempos de reaccion. Existen tres tipos generales de reactores: abiertos,
aplicados a reacciones muy rapidas, inferiores a 20s, empaqguetados, con material
inerte o que intervenga en la derivatizacion, para reacciones con tiempos entre 0,5
y 4 min y los segmentados para reacciones muy lentas, alrededor de 20 min. Otra
clasificacion de reactores puede establecerse en funcién de la fuente energética
que desencadene la reaccidn: fotoquimicos, electroquimicos, térmicos o
quimioluminiscentes que estan dando buenos resultados en aplicaciones

particulares (VALCARCEL y GOMEZ, 1990).

En cuanto a los condicionantes que €l agente derivatizante plantea en el
sistema, se incluye el uso de bombas adicionales para su introduccion, los
disolventes de reaccién han de ser miscibles con la fase mévil y un control
exhaustivo tanto del exceso del agente derivatizante, ya que puede interferir en la

deteccion, como de la eficiencia de mezclado de éste con el eluyente. Se precisan
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para esta ultimo requisito, disefios adecuados de los puntos de confluencia, entre

¢l eluyente de la separacion y el reactivo.

Con la automatizacién, aspecto muy favorable en la derivatizacién post-
columna, se accede a través de los reactores post-columna a un control de la
reaccion con extracciones, ajuste de pH, adicion de disolventes organicos,
reacciones de hidrolisis basicas y reacciones previas a la considerada como de

dertvatizacion.

La derivatizacion pre-columna, interviene en la separacion pudiendo mejorar
la especificidad del analito y su comportamiento cromatografico. Exhibe como
ventaja frente a la post-columna que la cinética de la reaccién no tiene unos
limites tan estrechos y las condiciones pueden ser optimizadas segin criterios
donde la prioridad no sea necesariamente la velocidad de reaccion. Los

rendimientos no tienen que ser del 100%.

En la derivatizacion llevada a cabo fuera del sistema en discontinuo o off~
line, aunque es importante que los disolventes de la reaccidn sean miscibles con la
fase movil, no es determinante porque se pueden introducir etapas de evaporacion
o extraccion. El exceso de agente derivatizante ha de ser eliminado o separado del
resto de componentes de la matriz. En general permite un espectro mas amplio de
derivatizacion pero requiere manipulaciones manuales que consumen tiempo de
los operadores en el analisis. La mayoria de las aplicaciones usan derivatizacion
precolumna en discontinuo, seguramente por la flexibilidad de condiciones de

derivatizacién y de la cinética.

La derivatizacion pre-columna, dentro del sistema exige la compatibilidad del
agente derivatizante y de los disolventes de la reaccion con la fase movil y no

permiten derivados que precipiten o generen gases, no obstante se admiten etapas
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de extraccion que suelen ser automatizadas dentro del sistema. Esta derivatizacion
elimina la dilucién (que ocurre en un sistema off-line) ya que toda la muestra que

se derivatiza esta en el sistema y es separada y detectada.

Pese ﬁ que se esta examinando la cromatografia de liquidos, €l medio en que
tiene lugar a la reaccién no es obligatoriamente liquido. En los comienzos de la
aplicacion de esta técnica se trabaj6 en un medio liquido homogéneo pero en los
lltimos afios conjuntamente con los disolventes habituales cobra importancia los
medios heterogéneos donde el agente derivatizante es un solido. Asi habra que
distinguir reaccidn en fase heterogénea (reactivo sdlido, analito liquido o gaseoso)

y en fase homogénea (reactivo y analito liquidos).

En fase heterogénea, se trabaja con un exceso de agente derivatizante muy
grande (en relacion miles de veces superior al analito), que favorece la reaccién
(cinéticas mas rapidas y rendimientos mas altos), pero con la ventaja de que no es
preciso eliminarlo como ocurria en fase homogénea. En la separacion
cromatografica no hay picos del agente derivatizante lo que facilita el tiempo de
optimizacién del método y posteriormente también el tiempo de analisis. Las
concentraciones altas del reactivo que podrian provocar insolubilidades en fase
liquida proporcionan una facil deteccion en niveles de trazas del analito.
Tampoco, la solubilidad del agente derivatizante constituye una dificultad a

remediar para obtener los resultados perseguidos.

Algunas caracteristicas del agente derivatizante que deben ser consideradas
para su eleccion como la estabilidad en el tiempo del derivado formado parece que
son mejoradas en fase sélida. Otras co‘mo 1a buena selectividad, con formacion de
menos subproductos, la posibilidad de que el reactivo puede ser usado muchas

veces y después regenerado (lo que abarata el coste del analisis) deben ser
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considerados desde un cierto relativismo o quiza desde una visidbn menos
generalista (comparativa reactivo a reactivo). También, en fase liquida homogénea
hay agentes baratos (salicilaldehido) y selectivos sin subproductos (muchos
agentes de aminas primarias). Los reactivos en fase sélida, los soportes
funcionalizados, no se comercializan por ahora, lo que requiere una etapa de
preparacion y un control de reproducibilidad que dificulta la puesta a punto de

meétodos.

Para revisar el analisis de aminas que hacen uso de la derivatizacién en
HPLC, se tomara como hilo conductor, el tipo de agente derivatizante. Como es
necesario convertir las aminas en compuestos detectables, el agente derivatizante
debe poseer un grupo croméforo junto a un grupo funcional que propicie una
reaccién de una forma rapida y cuantitativa con las aminas. La quimica de estos
compuestos, sobre todo las aminas primarias y secundarias no tanto las terciarias,
indica que formaran derivados con cloruros de 4cidos, aldehidos y cetonas,
cloroformiatos, isocianatos y tiocianatos. Se estudiara pues el analisis de aminas
segun el grupo funcional del agente derivatizante, sin menoscabo de analizar otras
orientaciones como el medio de reaccién o el tipo de deteccién (UV, fluorescente

y electroquimica).

Los cloruros de dcidos sera el primer grupo a examinar va que constituye un
grupo extenso de agentes derivatizantes que reaccionan con aminas primarias y
secundarias formando amidas o sulfonamidas (si se trata del cloruro de sulfonilo)
pero también pueden acilar algunos grupos alcohol ¢ imidazol. De este grupo, el
cloruro de dansilo (cloruro de 5-dimetilaminonaftalen-sulfonilo) uno de los
agentes mas comunmente empleados proporciona derivados fluorescentes, ésteres

sulfénicos con fenoles, y sulfonamidas con aminas primarias y secundarias. La
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derivatizacion tiene lugar en un medio mixto, generalmente de agua-acetona con
catalizador bicarbonato o carbonato e incluso borato, a temperatura ambiente o

entre 30-60°C (BUSTO y col., 1994).

Los principales inconvenientes de este reactivo son tiempos largos en la ctapa
de derivatizacion, del orden de horas, unido a la necesidad de una etapa de
extraccion después de la formacién del derivado y antes de su introduccién en el
sistema cromatografico. HENRIKS-ECKERMAN y LANOKI (1985) describen una
aplicacion tipica en cuanto estudia cuatro de los miembros de la serie de aminas
alifaticas, etilendiamina (EDA), dietilentriamina (DETA), trietilentretramina
(TETA) y tetraetilenpentamina (TEPA) con un tiempo de reaccion de dos horas y

etapa de extraccion.

La anilina y sus derivados (metil y cloro derivados) incluidos en el programa
aleméan sobre aguas 1985-89, previo enriquecimiento de la matriz en fase sélida,
se analizan con dos métodos de derivatizacién con cloruro de dansilo a 45°C en

tiempos largos desde 1 a 16 horas (GEERDINK, 1988).

Pero los tiempos se han ido acortando a valores menores de media hora en
algunas aplicaciones. De este modo, BIONDI y col, en 1986 sistematizan un
método de rutina para determinacion de taurina (el acido 2-aminoetanosulfonico)
en una formulacién farmacéutica, con un tiempo de 10 min a temperatura de 40°C,
¢ incluso sin extraccidn, pero con un pretratamiento de la matriz. PRICE y col.
(1992) presentan un método cbn tiempos de 15 min y etapa de extraccidn; con
posterior separacion en gradiente de 25 aminas perienecientes a una muestra

bioldgica.

GENNARO y col. (1988) realizan un estudio de la separacion de los derivados

dansilados de series de mono- di- y poliaminas, con distintas fases estacionarias y
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mezclas de agua/metanol; sin descuidar optimizar algunas de las variables en la
reaccion como la cantidad de agente derivatizante, el tiempo y la temperatura (20

min a 60°C).

BUSTO y col. (1994) emplean en el andlisis de aminas biogénicas en vinos, la
derivatizacion con cloruro de dansilo (65°C, 25min) combinada con extraccion en

fase solida para eliminar interferencias y como preconcentracion.

SMITH y col. (1991) encuentran que el cloruro de dansilo es mejor agente que
el sulfonato de naftoquinona (NQS) (90min a 55°C) para una matriz de aguas
industriales que podia contener aminas de bajo peso molecular con otras que
poseian grupos hidroxilo (2-amino-2-metilpropancl) y aminas con impedimentos

estéricos como la hexandiamina.

En los ultimos trabajos publicados que emplean cloruro de dansilo, se han
obtenido buenos resultados con muestras de agua medioambientales (COBO y
SILVA, 1999). En un sistema automatizado de extraccién-derivatizacién mediante
dansilacion y analisis por HPLC éon deteccién quimioluminiscente se analizan
una serie de aminas primarias, desde la metil a la heptilamina. Los limites de

deteccion son inferiores a los nanogramos.

Otro cloruro de acido, ¢l cloruro de benzoilo muestra las desventajas tipicas
de los cloruros de 4cido: tiempos largos, etapas de extraccién con disolventes
organicos, formacion de productos de degradacion: acido y anhidrido benzoico,
benzoato de metilo (WATANABE y col., 1990} Sﬁ reaccion con las aminas
primarias y secundarias para ia formacién del derivado amidico transcurre a través
de la reaccion de Schotten-Baumann. Con la modificacion de las condiciones de
esta Teaccion, SOLON y col. (1987) consigue que, este agente derivatizante sea

selectivo de grupos aminos cuando hay alcoholes presentes pero con extraccion y
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tiempos de reaccion de cuatro horas. MORLEY y col. (1997) con cloruro de dinitro
benzoilo (cloruro de benzoilo sustituido por dos grupos nifro que aumentan su
absorbancia) determina aminas residuales en compuestos aminicos de caracter
farmacéutico. Logran tiempos de derivatizacion de 25 min obteniendo un derivado
soluble y estable en la mezcla de dilucion y un exceso de reactivo hidrolizado que

permite la inyeccién en el sistema sin extraccién.

El cloruro de dabsilo (cloruro de 4-dimetilaminoazobenceno-4-sulfonilo)
necesita también tiempos de reaccion largos, una hora, en LAMARRE y col. (1989),
que cuantifican morfolina y sus productos aminicos de degradacién en las aguas

. . . . ., -1
del ciclo térmico de una planta nuclear a niveles de concentracion de ng mL™.

El cloruro de m-toluilo es usado por CHEN y FARQUHARSON (1979) para el
analisis de amoniaco, aminas aromaticas (bencilamina, anilina...), poliaminas
(DETA, TETA), aminas hidroxiladas (monoetanolamina, MEA) con ticmpos de
reaccion relativamente cortos, 10 minutos. El exceso de reactivo se destruye con
etilendiamina (EDA) sin embargo necesita una extraccion previa al analisis

cromatografico.

El cloruro de 2-naftalenosulfonilo, un agente derivatizante con una estructura
quimica muy similar a la del cloruro de dansilo, ha sido aplicado en el campo
biomédico (TSUJI y JENKINS, 1985) en el analisis de un antibidtico (espectomicina)
y sus productos de degradacion. Los compuestos analizados son multifuncionales
con grupos amino secundarios € hidroxilos en la molécula que forman grupos
ésteres y amidas con el agente derivatizante. Las variables que intervienen en la
reaccion (pH, catalizador, relacidon de reactivo, temperatura) son examinados

detalladamente y finalmente optimizados para un tiempo de 20 min. En este caso,
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también es preciso una extraccion antes del analisis cromatografico: la separacién

se realiza en fase normal y la cuantificacion con patrén interno.

Como conclusion los cloruros de acidos se han aplicado con éxito a la
cuantificacién y separacion de aminas alifiticas y aromaticas con limites de
deteccion del orden de nanogramos, sobre todo cuando el reactivo es fluorescente.
La formacion de derivados es siempre superior a los 10 min y con algunas
matrices después de la derivatizacidn, hay una etapa de extraccién que como
minimo aumenta el tiempo de andlisis. Por todo ello no parecen los reactivos més

adecuados para un control de rutina,

Los isocianatos e isofiocianato de estructuras (RN=C=0 y RN=C=8)
reaccionan con nucledfilos como las aminas por el carbono del grupo carbonilo
para dar ureas y tioureas. Un isocianato con un grupo croméforo como el
fenilisocianato que rinde N,N-ureas sustituidas con las aminas, también sufriria
adicién con agua y alcoholes dando difenilureas y feniluretanos, respectivamente.
En el estudio de estos agentes como formadores de derivados de aminas, es la
reaccidn con agua la mas problematica porque puede interferir en la derivatizacion
al consumir grandes cantidades de agente derivatizante. Por ello, estos agentes
derivatizantes, los isocianatos no parecen recomendables para una matriz que
contenga agua como disolvente, ni para su introduccion en el sistema
cromatografico, con una fase mévil cuya composicién incluya agua. Por otra
parte, el ataque de los alcoholes ha sido aprovechado para la destruccién del
agente derivatizante aunque también se han utilizado aminas para este fin. Por
ultimo, hay que tener en cuenta ¢n estas derivatizaciones que el reactivo no es
inocuo sino que estd considerado como irritante para los ojos y el aparato

respiratorio.

70



[ 7]

Andlisis de DMPA en algquilamidopropilaminas

El fenilisocianato es examinado por BJORKQVIST (1981) con 10 aminas
alifaticas y una aromatica usando dimetilformamida (DMF) con doble funcion,
como disolvente de las muestras y como catalizador. El exceso de fenilisocianato
es destruido con metanol. ANDERSSON y col. (1984) proponen, ademas del fenil-, el
naftilisocianato en una determinacién de aminas (n-propil- y alilamina) en aire
sustituyendo la DMF por dioxano para eliminar impurezas y €l exceso de agente

derivatizante se elimina por reaccidn con butilamina.

Contrariamente al fenilisocianato, el fenilisotiocianato puede ser usado en
muestras acuosas, el exceso no tiene que ser destruido y los derivados (las
feniltioureas) son estables en un amplio rango de pH. SAHASRABUDDHEY ¥y col.
(1999) optimizan un método para aminas alifaticas primarias, secundarias y
amoniaco en muestras medioambientales. La derivatizacién se realiza en un
tiempo de 15 min a 40°C y las recuperaciones obtenidas en muestras de agua de

rios son buenas.

KLEIDERNIGG ¥ col. (1996) proponen un isotiocianato, €l diaminociclohexano
basado en 3,5 dinitrobenzoil isocianato (DDITC) para la separacion enantiomérica
de compuestos farmacéuticos con aminas primarias, secundarias y aminoalcoholes
0 aminas con grupos hidroxilos en la molécula. Se describe 1a sintesis del reactivo
en dos etapas y la separacion en fase inversa de los derivados. Otro agente
derivatizante usado en €l analisis quiral de firmacos, el 2,3,4,6 tetra-benzoil-gluco
arabinopiranosil isotiocianato {GITC) es comparado con el anterior presentando
mejores parametros cromatograficos excepto para aminas seccundarias con grupos

terbutilo.

La cloroetilnitrosourea es un agente antitumoral que en condiciones

fisiolégicas se descompone en un cloruro de alquilo y otro derivado con un grupo
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isocianato. Esta particularidad es aprovechada por VANDENABEELE y col. (1998)
para derivatizar aminas biogénicas (histamina, cadaverina..) con el isocianato, en
condiciones medias de tiempo y temperatura (15 min, 75°C). Los derivados
obtenidos son muy estables lo que puede ser ventajoso en analisis de control de
calidad, para separar la derivatizacién de la medida cromatografica. La
optimizacién de la reaccion esta basada en analisis matricial (dos niveles por cada
parametro). Se hacen ocho experimentos con dos niveles para pH, temperatura,
relacion molar y tiempo encontrandose el pH como parametro critico de todos los

que se optimizaron.

En ¢l grupo de agentes derivatizantes, existen agentes selectivos para aminas
primarias que son aquellos con grupos funcionales como aldehidos o cetonas que
presentan una reaccion cuantitativa y rapida formando derivados iminicos (C=N)

solamente con las aminas primarias y no con las secundarias ni terciarias.

El orto-ftaldialdehido (OPA) en presencia de un alquilisotiol como el
etanotiol y €l mercaptotiol o sulfito forma con las aminas primarias, N-alquiltio-
isoindoles y sulfonatos de N-alquiltio-isoindoles respectivamente. Estos derivados
tienen la ventaja de que pueden ser detectados por absorcién ultravioleta,
fluorescente y electroquimica pero el mayor inconveniente es su inestabilidad.
JACOBS (1987) usa €l OPA-suifito para una separacion de alquilaminas (n=1-8)
obteniendo también derivados mas estables que los formados con tiol y evitando
los malos olores de éstos. Ambos se hidrolizan a pH bajos, lo que restringe las
condiciones cromatograficas a ensayar. MENTASTI y col. (1991) en una
comparativa del OPA con ofro agente derivatizante, ¢l 4-cloro-7-nitro-
benzofurazano predice por calculo computacional ¢l comportamiento

cromatografico de aminas previo estudio de una serie homdloga. Ademds, aplica
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las condiciones optimizadas a una muestra real, determinando con OPA aminas

biogénicas en queso.

En los productos industriales, el analisis de aminas en resinas epoxi ha tenido
una fuerte demanda: poliaminas del tipo HN(CH,CH,NH),CH,CH,NH, ¥y
dimetilaminopropilamina, la amina objeto de estudio en este trabajo, han sido
determinadas por HPLC, con agentes derivatizantes de aminas primarias como el
salicilaldehido (SA). Esto ha permitido operar de forma selectiva con respecto a
los grupos secundarios en los materiales poliméricos. BAUER y RITCHER (1981}
determinan amina libre (DMPA y dietilentriamina) de las poliamidas en resinas
epoxi por separacion en cromatografia de gel permeacion, con tiempos de
retencidn de 16 horas y columnas de alto coste. WINKLER y col. (1988) con un
quelato del salicilaldehido, el difenilboro-salicilaldehido o 2,2-difenil-1-oxa-3-
oxonia-2-boratonaftaleno (DOOB) establecen un método de rutina para
poliaminas con deteccion fluorescente y UV. Igualmente, con este reactivo
SANCHEZ-RODAS y col. (1996) analizan dos aminas biogénicas y monoetanolamina,
en vinos. Por la naturaleza de esta matriz se precisa una extraccion de las aminas

en un tiempo de hasta dos horas.

Otro aldehido usado es el /-pirenocaldehido (PyA), (ADACHI y ICHINOSE 1990).
Es un aldehido aromético con -caracteristicas fluorescentes, que requiere
condiciones de reaccion extremas (130°C a reflujo) y tiempos de reaccion largos

(1 h) pero que sirvio para el estudio del papel fisiologico de las fenolaminas.

Asimismo, se describe el empleo de acetilacetona, que al igual que los
aldehidos forma bases de Schiff con las aminas, por NISHIKAWA (1987) para la
determinacién de diaminas alifiticas a niveles de ng mL' en muestras

medioambientales de aguas. Pero €l exceso de acetilacetona precisa de una etapa
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de extraccion siendo el tiempo de derivatizacién de una noche. Todo ello no es

obice para que el método sea calificado como método de rutina.

Hasta este momento los agentes derivatizantes se clasificaban segun el grupo
funcional que intervenia en la reaccion con la amina. Otros criterios como el
medio en €l cudl tiene lugar la reaccidon permite englobar un numero de
aplicaciones muy especificas: la determinacion de aminas alifaticas volatiles en
aire. Este analisis cobra importancia en el campo de higiene y salud ya que estos
compuestos pueden presentar efectos toxicos por exposicion, inhalacion, ingestion
o contacto. Alguna legislacion como la americana (The American Conference of
Governmental Industrial Higienists) establece un valor limite umbral de 5-10 pg

mL™" (JEDRZEICZAK y GAIND, 1990).

El principal problema, que se ha tenido que resolver para el analisis de
aminas en aire, ha sido conseguir un método de muestreo eficaz y no supeditado a
su potencial adsorcién en superficies solidas y/o a su alta reactividad, sobre todo
en reacciones de descomposicion y oxidacién, Esta cuestion fue resuelta con una
derivatizacion en fase sélida que tiene lugar en la mayoria de los métodos, en el
momento de hacer el muestreo, atrapando y estabilizando de esta forma la amina.
Despues, el derivado de la amina puede ser transportado desde el punto de
muestreo hasta el laboratorio o almacenado sin pérdidas si fuese necesario. Antes
de la inyeccion en el sistema cromatografico, el derivado es eluido con un
disolvente. La eficacia de la fase sdélida en matrices de aire no resta valor al uso de

este medio en matrices liquidas o susceptibles de solubilizarse.

Quimicamente, el reactive en fase solida es un soporte inorganico (silice,
alumina...) o sino un polimero (poliestireno) al que estan adsorbidos o unidos,

mediante enlace covalente, compuestos funcionalizados con los grupos que dan
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una reaccion cuantitativa y rapida con el analito. Aunque en HPLC estos reactivos
no son especificos para aminas, cuando se¢ han aplicado a su analisis, los soportes
se funcionalizan con los grupos comentados para la fase liquida (aldehidos,

isocionatos, cloruros de acido, etc.)

Se han recogido los siguientes trabajos bibliograficos ilustrativos de
derivatizacién con reactivos solidos de aminas en matrices liquidas o en aire.
ANDERSSON y col. (1985), determinan etildiamina en aire con naftilisocianato

adsorbido en Amberlita. El método presenta interferencias con agua y alcoholes.

CHOU y col. (1986) y JEDRZEICZAK y GANID (1990) utilizan un anhidrido
polimérico con un grupo o-acetilsalicil que condiciona una deteccién de tipo
electroquimico en modo oxidativo o en UV. Los autores citados en primer lugar
llevan a cabo la reaccion de aminas primarias y secundarias en medio liquido en
condiciones medias de¢ tiempo y temperatura (20 min a 60°C) y realizando la
deteccién con los dos modos posibles. Los segundos utilizan unicamente la
deteccion ultravioleta, proponen una aplicacion especifica para. la n-butilamina
con UV (220nm) en aire con el que consiguen un limite de deteccion de 1pg. En
general, los anhidridos poliméricos tienen la ventaja frente a otros agentes solidos
que son muy estables, selectivos y rinden escasos subproductos y ademas no se

ven afectados por otros compuestos que contenga el aire muestreado.

GAO y col. (1989) empleando 9-fluorenilmetilcloroformato (FMOC) en
soporte polimérico efectiian la derivatizacién dentro del sistema cromatografico.
La muestra de aminas volatiles {(metil-, dimetil-, dietil-amina y cadaverina) en aire
es adsorbida previamente en gel de silice y después eluida y neutralizada en un
tiempo de al menos una hora, en una etapa que los autores consideran de

muestreo. Mds tarde la derivatizacion se inyecta en una columna de reaccién y
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desde este momento hasta la cuantificaciéon sélo transcurren 30 min. La
automatizacion en columna representa una de las ventajas y la hidrélisis gradual

del reactivo uno de los inconvenientes.

SIMON Y LEMACON (1987) plantean un procedimiento de determinacion de 16
aminas (primarias, secundarias y poliaminas) en airc a distintas concentraciones,
usando gel de silice funcionalizado con m-toluilo. La separacion propuesta de las

aminas tiene lugar en dos modos, fase inversa con gradiente y fase normal.

Otro reactivo en fase sélida para determinar muestras de aminas: silice que
contiene un cloruro de 4cido, el 3,5 dinitrobenzoilo (DNB-CI) es sintetizado por
ZHOU y col. (1991) en un proceso de cuatro etapas, optimizando la derivatizacién
de aminas primarias y secundarias y finalmente aplican a la determinacién de

histamina en muestras de pescado.

Uno de los trabajos mas completos encontrados en la bibliografia analitica
para reactivos solidos es el de BOURQUE y KRULL (1991a). Al igual que los
anteriores emplean DNB-C1 sobre dos polimeros: poliestireno funcionalizado con
benzofenona que rinde un reactivo polimérico benzofenona-DNB vy
etilvinitbenceno con un benzotriazol del que se obtiene un benzotriazol-DNB. La
derivatizacion se ensaya fuera y dentro del sistema y la separacién se realiza en
fase inversa y normal con columnas Cig y ciano, respectivamente. Se optimizé la
derivatizacién considerando los parametros de tiempo, temperatura, concentracion
del catalizador, pH y rangos de concentracion para aminas, aminoacidos, aminas
con grupos hidroxilos (etanolamina), ésteres metilicos de los aminoacidos y
enantiomeros de la anfetamina. Este ultimo compuesto fue cuantificado en

muestras de orina.
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En otro trabajo, BOURQUE y KRULL (1991b) emplean polimeros
funcionalizados con los mismos reactivos del estudio anterior pero consideran que
la selectividad no so6lo es funcién del grupo quimico sino también de la estructura
fisica del polimero. El polimero examinado es poliestireno de dos tipos: macro y
microporoso que poseen diferencias en caracteristicas importantes de su estructura
como el reticulado, el area superficial y la porosidad. La cinética de la
derivatizacién es examinada frente a las distintas caracteristicas fisicas del sustrato
y del disolvente empleado, con las muestras de cuatro aminas de distinto
impedimento estérico. De los disolventes organicos el acetonitrilo es el mas
efectivo y cuando el medio es acuoso los polimeros microporosos reducen su
eficacia en la derivatizacién mientras los macroporosos se ven menos afectados.
El polimero con hidroxibenzotriazol-DNB con las caracteristicas fisicas
optimizadas derivatiza nucleoéfilos débiles como alcoholes, tioles y fenoles en
condiciones muy dificiles de mejorar en la bibliografia existente: temperatura

ambiente y tiempo menor de 30 s.

La importancia del 9-fluorenilmetilcloroformato (FMOC), otro agente
derivatizante radica en las numerosas matrices a las que ha sido aplicado.
Reacciona con aminas primarias v seccundarias a través del grupo clorformato (-
CH;-O-CO-Cl) para dar carbamatos con liberacion de una molécula de acido
clorhidrico. También puede reaccionar con alcoholes (FMOC-OR) (liberando una
molécula de acido clorhidrico) aunque al ser menos nucledfilos que las aminas es
necesario un medio basico adecuado que aumente su reactividad. Con agua, se
obtiene un producto de hidrélisis, FMOC-OH, con liberacion de acido chorhidrico
y didxido de carbono. En su reaccion con aminas se consiguen, en medio acuoso
tamponado y a temperatura ambiente, derivados que absorben en UV y

fluorescencia con sensibilidad alta y que presentan buena estabilidad (el tiempo de
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derivatizacion es excelente, menor de 2 min). El exceso de reactivo constituye el
principal inconveniente al formar productos de degradacion (FMOC-OH y otros)
que pueden causar interferencias y complicar la optimizacion de la derivatizacion
y de la separacién. Las soluciones aportadas en la bibliografia para este problema
han sido: extraccioén con un disolvente organico y derivatizacion del exceso con un

aminoacido.

Aunque es conocido desde los afios 80, ha sido en los Gltimos afios cuando
han aumentado las publicaciones aplicadas a Quimica Clinica, Medioambiental ¢
Industrial. Asi, WICKSTOM y BETNER (1991), analizan tres aminas (putrescina,
espermina y espermidina) y sus formas acetiladas en una aplicacion clinica para
pacientes con artritis reumatoide. En la reaccién de derivatizacion encuentran que
¢l pH es una de las variables criticas y que el ajuste de la concentracién del FMOC
es importante para el control de los productos de degradacién. Debido a que en las
extracciones se transfiere la mayor parte del producto de hidrélisis formado
(FMOC-OH) proponen la eliminacion del exceso derivatizandolo con un
aminoécido, la glicina que eluye cerca del volumen muerto y no interfiere en la
separacion, Aunque la mejora es importante una pequefia parte de FMOC

permanece sin derivatizar.

En quimica industrial, RODRIGUEZ y col. (1996), determinan dimetilamina,
con buenas recuperaciones, en aguas subterraneas cercanas a fabricas donde se
producen efluentes con aminas. Estos autores eliminan el exceso de reactivo
mediante una extracciéon con hexano previa acidificacién con acido acético. No
obstante, en el cromatograma con deteccion fluorescente se atribuyen hasta tres
picos a productos de degradacion. Uno de ellos interfiere con el de la DMA y es

por tanto necesaria una cuidadosa optimizacion de la separacién. Se chequean
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once posibles interferencias, aminas primarias, secundarias y aromaticas,

aminodcidos y aminas biogénicas.

Con dos de las técnicas cromatograficas principales, GC/MS y HPLC,
PIETSCH y col. (1996) derivatizan con cloroformatos aminas alifaticas (propil-,
pentil-, hexil-, heptil y octil-aminas) y aromdticas (pirrolidina, morfolina,
piperidina y piperazina) en medio acuoso para determinacién en aguas de rios y
plantas de aguas residuales. La derivatizacion en cromatografia de liquidos se
realiza con FMOC a temperatura ambiente en un tiempo: 10 min de reacciéon y 10
min para una extraccién con ciclohexano de una muestra de 0,5 L. La separacion
se lleva a cabo en gradiente (agua/acetonitrilo), con columna termostatizada, en
40min, cuantificando con un patrén interno. La comparativa de las dos técnicas
indica que los resultados obtenidos para los limites de deteccidon y los rangos de
lingalidad son similares para ambas y que HPLC es més adecuada para aguas
altamente contaminadas pero que GC/MS permite la identificacion de todos los

picos.

FAULKNER y col. (1991), proponen un agente derivatizante basado en las
propiedades cromodforas del grupo antraceno y funcionalizado con un cloroformato
obteniendo el 2-(9-antril) etiicloroformato (AEQC). La reaccion de derivatizacion
es rapida y a temperaturas bajas (36°C, 5 min) pero no tanto como el FMOC, sin
embargo los derivados de aminas tienen una absobancia mayor que los formados
con ¢l La derivatizacién, que es dependiente del pH, produce tres productos
debidos al exceso de agente derivatizante (AEOC sin reaccionar, el producto de
hidrdlisis y un producto de condensacion de ambos) que no impiden la separacion

cuando se hace un gradiente. L.a optimizacién posibilita una aplicacion muy
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interesante ¢n ¢l campo biomédico: un andlisis de aminas biogénicas en tejidos y

fluidos de enfermos de cancer.

CAMPIS-FALCO y col. (1997) plantean una alternativa intermedia entre los
reactivos poliméricos y las derivatizaciones en medio homogéneo liquido que ya
habia sido ensayada en el analisis farmacéutico. Se trata del uso de FMOC como
agente derivatizante en cartucho y discos de extracciéon en fase sélida para el
andlisis de aminas y aminoacidos. Se estudia la cinética de la reaccién en los
soportes con las variables que intervienen: concentracion del FMOC, pH, relacién
agente derivatizante/amina y tipo de material del soporte. Como desventaja, en
comparacion con los reactivos poliméricos, estd la presencia de picos no
1dentificados provocados por el material del soporte que pueden complicar la
separacion. Ademas, los rendimientos de los derivados para un grupo de aminas
tienen valores bastante irregulares (44-169%). E! método fue aplicado a una

muestra real de feniletilamina en orina.

En la clasificacidn de agentes derivatizantes segun el grupo funcional se ha
encontrado reactivos que permitian deteccion fluorescente ademas de UV o
electroquimica. Pero la fluorescencia es una propiedad que ofrece por lo general
una sensibilidad elevada y un rango de linealidad mas amplio y por tanto limites
de deteccion mas bajos. Sus limitaciones radican en que el numero de reactivos a
elegir es menor y ademas el medio de reaccion tiene parametros (pH, disolvente..)
que influyen en la deteccion. Se usan dos longitudes de onda, de emision y
excitacion a excepcion de la deteccion quimioluminiscente que usa solamente la
de emisién aumentando de esta manera, la sensibilidad. Por todas estas razones

estos reactivos son muy adecuados en el anélisis de trazas.
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Ademas de los reactivos fluorescentes ya revisados (FMOC, cloruro de
dansilo...) existe otro tipo de agentes derivatizantes utilizados por las ventajas que
aporta la deteccion fluorogénica, los halogenonitrobenzofuranos y Iuminarinas.
Los primeros tienen la desventaja de que causan hipersensibilidad y algunos de
sus derivados son muy téxicos y las segundas forman derivados en tiempos de

reaccion muy largos, que pueden ser supertores a una hora.

TOD y col. (1992) trabajan con [uminarina I y 2 cuya estructura es una
quinolizinocumarina y su grupo funcional, un éster de N-hidroxisuccinimida con
él que reaccionan aminas primarias y secundarias. Las condiciones de
derivatizacion van desde los 20 a los 180 minutos a temperaturas entre 50°C y
80°C, para relaciones molares luminarina/aminas de 10/1. Los limites de deteccion
alcanzan los 100 fmol inyectados. Con una deteccién quimioluminiscente
mediante una derivatizacién post-columna se¢ rebajan estos limites de deteccion.
Se aplica a la determinacién de histamina y se compara con un meétodo que usa

OPA y mercaptoetanol que es mdas rapido pero menos sensible.

La luminarina 9 es otro agente derivatizante fluorescente con estructura de
quimilizinocumarina pero con un grupo funcional tiocarbamato que es usado por
ZHOU y col. (1994) para la determinaciéon de N-nitrosoaminas de dimetilamina},
isopirrolidina, prolina, dietanolamina. Al poseer estos compuestos una elevada
toxicidad en distintas matrices: alimentos, cosméticos, productos farmacéuticos,
es prioritario en la optimizacion del método que los valores de sensibilidad sean
los mas altos posible. Los limites de deteccion estan entre 0,4 y 1,0 pmol. El
procedimiento de derivatizacién va precedido de una etapa de desnitrosacion y
finalmente se realiza una identificacién de los derivados con la técnica de

cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (LC-MS).
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En el grupo de los halogenobenzonitrofurazanos, un agente derivatizante
clasico es el cloruro de NBD (4-cloro-7-nitrobenzo-2,2,3-o0xadiazol), compuesto
no fluorescente que rinde derivados aminicos que si lo son. Se emplea sobre todo
en el andlisis de aminoacidos secundarios, sustituyendo al derivatizante clasico de
estos compuestos, el OPA, que no reacciona con grupos amino secundarios. Fue
propuesto por GHOSH y WHITEHOUSE (1968) como “nuevo reactivo fluorogénico
para amino4cidos y otras aminas” con medidas fluorimétricas de sus derivados en
aminoacidos como la glicina, cisteina y aminas como la dimetilamina y la
bencilamina. En 1973, FAGER y col., aplican el cloruro de NBD para la deteccion
de aminoacidos con grupo terminal en péptidos con técnica fluorimétrica y con

cromatografia de capa fina.

En HPLC, ¢s interesante la mejora de JOHNSON y col. (1982) que trabajan con
derivados del cloruro de NBD, los éteres formados con metanol y etilenglicol.
Estos reaccionan con aminodcidos (alanina y prolina) observandose reacciones
maés rapidas con los éteres que con el cloruro y ademas con mejores rendimientos,
menos reacciones secundarias y, lo mas importante, es que los éteres posibilitan la
reaccion en medio acuoso o en mezclas de agua/acetonitrilo. A pesar de esto, los

tiempos de reaccion alcanzan los 50 minutos a 50°C pero las sensibilidades son

del orden de pmol mL!,

Otro halogenobenzonitrofurazano, el fluoruro de NBD (7-fluoro-4-
nitrobenzo-2-oxa-1,3 diazol) es propuesto por WATANABRE y IMAl (1982) como
sustitutivo del cloruro, con un tiempo de derivatizacién bueno, 5 min a 60°C y
limites de deteccion de fmoles. Separan ocho aminoacidos en 30 minutos, entre

ellos la alanina, que es derivatizada mdas rapidamente por el fluoruro que por el
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cloruro. Se apunta la posibilidad de determinacién de los aminoéacidos en fluidos

biolégicos.

Las 2-acil-3 oxazolonas, otro tipo de agentes fluorescentes, acilan aminas al
igual que alcoholes y tioles rindiendo amidas y €steres en presencia de un
catalizador. TAKADATE y col. (1989) sintetizan dos reactivos, acil-oxazolona con
un grupo cumarina cuya diferencia en uno de los sustituyentes (dimetilamino
frente un metoxi) les confiere distintas propiedades fluorescentes. La
derivatizacion de una mezcla de aminas primarias se lleva a cabo en cloroformo a
temperatura ambiente durante 90 minutos y la separacion en fase inversa. El limite

de deteccion para la bencilamina es de 19fmol/100uL.

Una oxoquinoxalina funcionalizada con un cloruro de carbonilo el cloruro de
2-carbonilo 3,4 dihidro-6,7 dimetoxi 4 metil 3 -oxoquinoxalinas DMEQ-COCI, es
otro de los reactivos fluorescentes que reacciona con aminas v alcoholes. ISHIDA y
col. (1989) lo aplican a la determinacion de aminas primarias y secundarias en un
tiempo de derivatizacion excelente, 30 s, a temperatura ambiente y con una
estabilidad del derivado también muy buena (120 h). La concentracién del
DMEQ-COCI, la cantidad de catalizador y el pH son las variab]les optimizadas en
la derivatizacién y la relacion agua/acetonitrilo en la separacion de n-butilamina,
ciclohexilamina y hexilamina. Se¢ comprueban los tiempos de retencion y limites
de deteccidén de aminas biogénicas (del orden fmol) ademas de chequear posibles

interferencias de compuestos biologicos.

MERALI y col. (1996) usan ¢l carbamato de N-hidroxisuccinimidil 6
aminoguinoilo un agente derivatizante difundido para el andlisis de aminoacidos
que se vende comercialmente con el nombre AccQ.Fluor®. La derivatizacién de

aminas biogénicas (espermina, putrescina y espermidina) se efectia en una sola
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etapa a 55°C en 20 min y el derivado formado es tan estable que puede ser
analizado en tejidos bioldgicos 24 h después de su formacion y separados en fase
inversa en 40 min. Es un método entre 40 a 60 veces mas sensible que los que

utilizan el cloruro de dansilo y ¢l ortodiftaldehido.

Se han propuesto otros reactivos para la derivatizacién de aminas como la 9-
isotiocianoacridina (SINSHEIMER y col., 1971 y DE LEENHEER y col., 1973) con
deteccion florescente y el p-cloranil (SMITH y DAVIS, 1984) con deteccidén en el

visible que han sido aplicados en la cromatografia de capa fina y no en HPLC.

Pese a que como se ha podido comprobar las referencias bibliograficas de
andlisis de aminas con derivatizacion son muy extensas, existen algunos casos sin
derivatizacion como la cromatografia idnica. Esta técnica que se destina en sus
comienzos, en los afios 70, para el analisis de aniones inorganicos, se ha ido
ampliando a principios de los 80 para cationes inorganicos y organicos, y
posteriormente al campo bioquimico. El mecanismo de interaccion estd basado en
fuerzas electrostaticas y la separacion cromatografica es funcién de las distintas
afinidades del analito por el material cambiador y a los equilibrios dcido-base y de
complejos que se produzcan en la fase mévil. Pero otro tipo de interacciones como
las hidrofébicas, de exclusion etc. pueden intervenir en la separacién. El modo
especifico de deteccion es el conductimétrico aunque no el tnico, puesto que la
introduccién de otros mecanismos distintos al puramente i6nico: pares idnicos,
exclusion idnica propicid el uso de otros modos de deteccion como el fotométrico

(UV, visible), fluorimétrico y amperométrico.

En la mayoria de los casos, la determinacién de aminas se enmarca en el
analisis organico, pero también aqui como prueba de lo endeble que, en Quimica,

es la clasificacidn organico e inorganico, hay muestras que contienen aminas €
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iones inorganicos (cationes y aniones) que necesitan ser separados y cuantificados
simultaneamente y a las que se aplica de un modo preferencial la cromatografia
iénica. La técnica mas empleada es la cromatografia de cambio i6nico con resinas
intercambiadoras en las que se juega con mecanismos de cambio iénico, particién
y también fases ligadas no polares. Otro tipo de cromatografia iénica, basada en la
formacioén de pares i6nicos con un reactivo disuelto en la fase mévil, ha dado

buenos resultados en el analisis de aminas.

La cromatografia de pares iénicos tiene variables propias en la separacion,
ademas de las consideradas para la optimizacidén en fase inversa, relacionadas,
como era de esperar, con ¢l mecanismo de interaccion como son la longitud de la
cadena de reactivo de par idnico y la naturaleza de la parte anidnica y catiénica de
éste. Una de las ventajas que aporta la ausencia de pretratamiento o derivatizacion
de 1a muestra, la hace particularmente util para matrices medioambientales pero se

emplea también para muestras industriales y alimentarias.

El mecanismo de retencion para cromatografia de par i6mico puede ser
explicado a modo de una funcionalizacion dinamica de la fase estacionaria con el
reactivo i6nico. Asi se propone un modelo de adsorcidén idnica de doble capa
combinado con interacciones electrostaticas. La fase estacionaria apolar adsorbe el
cation del reactivo y éste a su vez atrae al anién formando una bicapa eléctrica que
estd en equilibrio dinamico con el reactivo i6nico que circula en la fase movil. Los
iones de la muestra no poseen normalmente absorciéon en UV pero la interaccion
con el reactivo las transforma en especies absorbentes a la longitud de onda

Optima para la parte cromdfora del reactivo.

A principios de los 90, se publican tres articulos de cromatografia en fase

inversa con reactivo de interaccion idnica. Asi GENNARO y MARENGO (1988)
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ensayan dos reactivos el salicilato de hexil y octilamina a una concentracién de
0,005M en la separacién de diaminas, poliaminas y aminas primarias de cadena
corta. La retencion explicada como una competicién entre el ién de la muestra y el
del reactivo por el anion salicilato es menor, al aumentar la cadena de la amina
que forma la sal del reactivo, no siendo capaz de separar aminas con cadena
alifatica mas larga que la del reactivo. La comparacioén con otros reactivos como
el salicilato de sodio o el cloruro de octilamina sugiere que predominan las
propiedades de afinidad sobre las fuerzas electrostaticas. En un estudio particular
para la serie (CH;3-CH;),-NH; (n=1-5} se observa que a pesar de sus semejanzas

estructurales no presentan ninguna relacion predecible en la retencidn.

En muestras ambientales (aguas de un lago), GENNARO y BERTOLO (1990a)
analizan simultineamente aminas alifiticas, aromaticas, nitritos y nitratos. Para
conseguir la separacion estudian el mecanismo de retencién v ensayan diferentes
reactivos de par ionico (ortofosfato de octil y butilamina y salicilato de octil y
butilamina) en dos modos de detecciéon: UV y conductimétrica. Los limites de
deteccion para las especies aminicas y aniones se encuentran entre 0,1 y 0,5 ug

mL™.

GENNARO y BERTOLO (1990b) para muestras similares (contienen aminas y
aniones) y con reactivos de par ionico: salicilato y ortofosfato de octilamina,
consiguen limites de deteccion para las aminas alifaticas de 50 ng mL™’. Se
examinan aspectos sobre el mecanismo de la retencion al conseguir mejoras en la
retencién de los aniones con cambios en la naturaleza del anién del reactivo,

siendo estas mejoras insignificantes para las aminas.

Otros autores sin hacer uso de los reactivos de par idnico, han empleado la

cromatografia de cambio idnico sin derivatizacién para la separacion de mezclas
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de aminas e incluso en matrices con cationes y aminas (VIALLE y col., 1991 y
KROL y col.,, 1992). Los primeros separan una mezcla de 12 aminas, primarias,
secundarias y terciarias con fase estacionaria de intercambio idnico y deteccion
conductimétrica. Optimizan la separacién usando la metodologia quimiomeétrica
para el estudio de las variables que influyen en la separacién: naturaleza y
cantidad del disolvente afiadido a la fase acuosa, 1a naturaleza y la cantidad del
cation del eluyente y la naturaleza del anién enlazado al cation eluyente y pH. Se
aplica un disefio de experiencias factorial para la variacion simultanea de estas
variables después un estudio previo exploratorio para definir las variables

experimentales y revisar las variables cuantitativas y cualitativas.

KROL y col. (1992) realizan una comparacién entre columnas comerciales de
intercambio i6nico y una columna de resina intercambiadora de poli (butadieno-
acido maleico) sobre soporte de gel de silice. El eluyente empleado contiene un
agente complejante AEDT y acido nitrico y asi logran la separacién de una mezcla
de aminas (alquilaminas, alcanolaminas) y cationes de metales alcalinos y
alcalinotérrecos con deteccién conductimétrica. La retencién tiene las
caracteristicas del mecanismo de intercambio idnico para alcanolaminas y
alquilaminas de cadena corta y mezcla de interaccion hidrofébica y de intercambio
ionico para aminas de cadena mas larga. El método se aplica a muestras reales de

una formulacion farmacéutica y en aguas tratadas de una refineria de petréleo.

3. AMIDOAMINAS: SINTESIS, METODOS DE  ANALISIS,
APLICACIONES Y DERIVADOS

Una de las vias de sintesis de las alquilamidoaminas tiene lugar mediante la

reaccion de desplazamiento nucleofilico del éster de un triglicérido por una
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poliamina formando la alquilamidoamina y liberando la glicerina que era parte
constituyente del triglicérido (figura III-1, pag.57). Las condiciones de reaccion
son mas extremas que cuando la reaccion se lleva a cabo con un 4cido o un

anhidrido, necesitandose temperaturas de 180°C y bajas presiones.

Para el caso particular de la sintesis de cocoamidopropildimetilamina
(CAPA), la glicerina constituye un 9%, la amidoamina un 90-91% ademas de la
DMPA residual. El aceite de coco sin reaccionar también puede estar presente
aunque la reaccion se produce con un exceso de DMPA que es destilado al final
de la reaccion y reciclado. La presencia de la glicerina en la amidoamina es
tolerada e incluso puede ser beneficiosa en ciertas formulaciones. Si los
requerimientos del posterior uso de la amidoamina lo estableciesen, puede ser

reducida hasta valores de un 1% por separacion en fase acuosa.

La composicidon alquilica de la CAPA es la responsable del caracter
hidrofobico del la amidoamina y sus cadenas principales estin determinadas por el
aceite de coco encontrandose los siguientes intervalos, Cg = 6-9%, Cip = 5-7%,
Ciz2 = 42-53%, Ci4 = 14-21%, C\s = 8-11%, C)3 (estedrico), =2-5% y C,z (oleico)
=5-9%. Otra caracteristica del aceite de coco es la insaturacidén en sus cadenas
alquilicas que expresada como indice de yodo en mgl,/ 100g se encuentra entre 8-
10. Si se trata por hidrogenacion, para reducir la insaturacidn, se producen
pequefios cambios en propiedades fisico-quimicas como el punto de fusién o la
solubilidad de la amidoamina procesada con un aceite de coco refinado (con
insaturacion) o hidrogenado. En el aceite de coco hidrogenado se reduce la cadena

oleica a porcentajes menores de un 1% y se aumenta la estedrica (10-14%).

La CAPA sintetizada con aceite de coco refinado es un liquido viscoso a

temperatura ambiente (20°C) que presenta un color de amarillo a anaranjado, cuya
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intensidad depende de la pureza de las materias primas en cuanto a metales libres
y productos de oxidacion, asi como de las condiciones de reaccion. Otro factor a
tener en cuenta, debido a que las poliaminas atacan ciertos metales formando
quelatos, es la naturaleza de los materiales del reactor, condensador y ¢l empleo

de atmdsfera de nitrégenc que preserva el color (FLOYD, 1990).

Con respecto a la sintesis a partir de un 4cido graso como en ¢l caso de la
undecilamidopropildimetilamina (UAPA), se genera agua con la amidoamina que
es separada sin dificultad de la amida. En las actuales formulaciones de
tensioactivos se requieren compuestos con cadena undecilénica por sus posibles

ventajas desde un punto de vista dermatologico.

Los métodos de analisis mas habituales en el proceso de control industrial de
las amidoaminas son los volumétricos que estan basados en el caracter de base
débil de las amidoaminas producido por el grupo amino {Official Methods AOCS,
1973). Estos métodos distinguen grupos amino primarios, secundarios y terciarios
en tres determinaciones distintas. La basicidad total, debido a todos los grupos
amino se valoran con un acido (clorhidrico o perclorico) y se expresa como indice
de amina total. La reaccion con salicilaldehido, que reacciona con los grupos
primarios y la posterior valoracion con acido clorhidrico permite obtener la
basicidad de los grupos secundarios y terciarios. Por tltimo, a partir de la reaccion
con fenilisocianato (reacciona con aminas primarias y secundarias) y valoracién
con acido clorhidrico o bien de la reaccion con anhidrido acético y valoracién con

acido percldrico se conoce el indice de amina terciaria de los compuestos.

En el analisis volumetrico de 1a CAPA, via determinacion de indice de amina
total con acido percldrico e indice de amina terciaria por reaccién previa con

anhidrido acético, no soélo se valora la aminoamida sino también la DMPA
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residual. Pero por célculo indirecto se obtiene la DMPA libre ya que la diferencia
entre el indice de amina total y terciaria indica los grupos primarios y éstos sélo

pertenecen a la poliamina.

% DMPA = (Irotat — Frerciaria )10~ PMbies

% CAPA = (2 Iterciaria — Irowa) 107" PMcara

. -1
donde Iroar ¥ Irerciaria €5tan expresados en meq g™

Si se valora el indice de amina total con Acido clorhidrico y la terciaria,
previa reacciéon con salicilaldehido, se llega al mismo resultado también por

calculo indirecto.

La glicerina liberada en la reaccion de amidacién con aceites grasos puede
ser determinada por un método clasico volumétrico como es la valoracién
yodomeétrica. Los grupos hidroxilo de la glicerina reaccionan con peryodato sodico
(NalO,) reduciéndose éste a yodato que libera yodo libre en presencia de ioduro.

El yodo libre es valorado con tiosulfato sédico.

Los métodos volumétricos son ttiles para el control de fabricacién de la
amidoaminas pero para conseguir una mayor selectividad y sensibilidad hay que
trabajar con técnicas instrumentales. GRUNING y col. (1997) investigadores de la
Th. Goldschmidt, una de las compafiias europeas que mas se han distinguido
por la investigacion analitica en el campo de los tensioactivos, presentan un
articulo muy completo sobre el anélisis de cocoamidopropilbetainas (CAPB).
Uno de los métodos propuestos es el analisis por HPLC de acidos libres en
betainas, procedentes de la sintesis de CAPA, en fase inversa, previa

derivatizacion con 3-bromoacetofenona. Con respecto al analisis de amidoamina,
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presentan un método semicuantitativo en capa fina y otro cuantitativo por HPLC.
En este iltimo, con una columna de intercambio idnico y eluyente tampon fosfato
0,02 M separan la CAPA en un solo pico cromatografico, sin distinguir los

componentes de la serie homdloga de su cadena alquilica.

También, uno de los objetivos de este trabajo, €l analisis de DMPA residual
en amidoaminas es citado de forma breve en el articulo de GRUNING y col., que
fue coetaneo en publicacién, 1997, con el de PRIETO y col. (que forma parte de la
investigacion ahora presentada en esta Tesis Doctoral). Se trata de un }e odo por
HPLC en fase inversa y derivatizacién con fenilisotiocianato coty €l ‘que se
detectan valores de DMPA entre 5 y 20 ng mL™' en betainas. En el apattado 7 de

este capitulo, se comparan ambos métodos.

A pesar de que s¢ ha resaltado en las alquilamidoaminas, su funcién de
materias primas para tensioactivos secundarios, especialmente de las que son
objeto este trabajo (CAPA y UAPA), conviene recordar que genéricamente son
utilizadas en otras miltiples aplicaciones: agentes de flotacion, emulsionantes en
asfalto, aditivos para lubricantes y aceites, inhibidores de corrosion, aditivos de
polimeros, textiles, etc. FLOYD (1990) recoge el uso de la amida estedrica y oleica
de DMPA, la primera como inhibidora de oxidaciéon de aceites incluso a altas
temperaturas y en presencia de metales, y la segunda en formulaciones para el
tratamiento de superficies metalicas con objeto de mejorar la resistencia a la

COTTosion.

En cuanto a las aplicaciones de los derivados tensioactivos de las
alquilamidoaminas, los cuaternarios pueden ser usados como acondicionadores de
cabello o suavizantes textiles, los oxidos de amina como estabilizadores de

espuma, dispersantes y las betainas como el complemento de tensioactivos
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anidnicos para mejorar el comportamiento de las formulaciones (FLOYD, 1990;

GRUNING y col., 1997).

4. INSTRUMENTACION, MATERIAL Y REACTIVOS

92

Cromatografo de liquidos Hitachi-Merck (Tokyo, Japan) equipado con un
controlador de gradiente L-500, bomba 655A-12, detector de longitud de
onda variable 655A, integrador cromatografico D-2000 ¢ inyector Reodyne
con bucle de 20uL.

Cromatdgrafo de liquidos Waters equipado de sistema de gradiente
cuaternarioc modelo W600MSDS, controlador de gradiente modelo
WAT62700, inyector universal U6K modelo WATO062011, detector
ultravioleta-visible con red de diodos modelo 991, con sistema de

tratamiento de datos PDA.

Columnas de silice funcionalizada con cianopropildimetil son una
LiChrospher-CN y Lichrosorb-CN de Merck, de dimensiones, 125 mm x
4,0 mm x 5 um y LiChrorsob-CN de 250 mm x 4 mm x 5 pum.

Jeringa Hamilton de 20 pL.

Matraces aforados de 10, 25 y 50 mL y pipetas de doble aforo 1,2, 5y 10
mL.

Tubos de ensayo de vidrio Pyrex y tapon roscado.
Filtros para filtrado de disolventes de 0,2 um de MSI Separations.
Bafio de glicerina.

Termémetro de control de temperatura con escala de 0-180°C.,
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*  Material fungible de uso corriente en laboratorio.

s Acetonitrilo y metanol (Merck) y agua (Scharlau) de calidad

cromatografica.

= Acetato sédico de BDH y acido acético glacial de Panreac, ambos calidad

para analisis.

= Salicilaldehido, para analisis, de Merck y dimetilaminopropilamina, >99%,

de Aldrich.

5. REACCION DE DERIVATIZACION

Se ha optado para la determinacion de la DMPA por la cromatografia de
liquidos de alta eficacia con derivatizacion pre-columna/q_fﬁlzjg_Las razomnes estan
basadas en la naturaleza organica de la matriz, sin iones inorgénicg)s y en la
instrumentacién (HPLC-UV) disponible que impedia considerar otro modo de
deteccién como pudiera ser el conductimétrico. Otra posibilidad como el uso de
una cromatografia idnica con reactivo que presentase absorcién ultravioleta
implicaria un tiempo de acondicionamiento mas largo que la fase inversa. Ademas
debido a la utilizacién del equipo para métodos de rutina en fase inversa, el
método idnico tendria que ser intercalado; habria por tanto que extremar las
condiciones de limpieza del sistema cromatografico y se aumentarian los tiempos

de andlisis en las jornadas de trabajo.
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5.1. Consideraciones previas

Preparacion de disoluciones patron y muesira de alguilamidoaminas

Se preparan disoluciones concentradas de salicilaldehido (0,02 M) y
dimetilaminopropilamina (0,08 M) en acetonitrilo o metanol. Estas disoluciones
se diluyen a una concentracion de 4. 10~ M. Las muestras, amidoamina de cadena

N ——

/
COCO Y undecllenlca se prepara en acetonitrilo 0 metanol a una concentracién de

40 mgmL™", !l o %.a Pffct_\@mc._h o/

Procedimiento de derivatizacion

Se derivatizan muestras de alquilamidoaminas con DMPA residual de un
maximo de 1% de 1a siguiente forma: en un tubo de vidrio Pyrex se mezclan 1 mL
de amidoamina (40 mg mL") y 2 mL de §§1lic_i‘1§1_dg_\_hido (0,02 M). A continuacion
se introduce el tubo de vidrio en un bar”;c: de glicerina termostatizado a 60°C
durante 4 min. Se enfria y se diluye hasta 10 mL en un matraz aforado antes de su

inyeccion en el sistema cromatografico.
Condiciones cromatograficas

La separacién del exceso de salicilaldehido, el derivado de DMPA, y un pico
posiblemente de alquilamidoaminas se lleva a cabo en una columna ciano usando
las siguientes condiciones isocraticas: 80% de metanol y 20% de fase acuosa y
flujo de 0,8 mL min™. El eluyente acuoso se¢ prepara con un 0,1M de acetato
sodico ajustado a pH=S5 con 4cido acético. El volumen inyectado en el sistema es
de 20 pL y la deteccion se realiza en el maximo de absorcion del derivado, 218

nm.
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5.2. Eleccién del agente derivatizante

A lo largo de la revision de los agentes derivatizantes, algunos de los
investigadores han justificado en cada caso, la eleccion del reactivo con
argumentos que, en una primera estimacién, pueden ser contradictorios o
rebatibles cuando son comparados con los de otros autores. Por gjemplo, los que
utilizan reactivos solidos explican las ventajas de trabajar sin una etapa de
eliminacién de reactivo, pero la preparacion de un reactivo solido patron
reproducible puede conllevar problemas tan costosos como la eliminacién del

agente derivatizante.

En una lectura mas profunda, lo que subyace en la eleccidn parece que son
los objetivos perseguidos en el desarrollo del método analitico. Es obvio que el
objetivo principal es el andlisis de aminas, pero con diferentes prioridades:
sensibilidad (se emplea deteccidon fluorescente), aplicabilidad (reactivos sélidos
en aire), simultaneidad con el anélisis de otros compuestos (cromatografia ionica),
selectividad (de ahi la utilidad de muchos agentes selectivos de aminas primarias)

etc.,

En general, todos los autores buscan una derivatizacidon con una cinética
rapida, derivados estables, sin productos de degradacién, una derivatizacién con
pocas etapas, con disolventes compatibles con los de la separacién y con reactivos

que no sean tOXicos.

Una vez elegida la técnica de derivatizacion, hay que seleccionar un reactivo
que transforme la amina en un derivado que absorba en el UV-visible y que se
pueda separar cromatograficamente. En el analisis de tensioactivos, existe un

método volumétrico tradicional y estandarizado en normas internacionales
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(Method Tf 2a-64 T ACS, 1973) que usa el salicilaldehido como agente selectivo
para las aminas primarias en mezclas que contienen primarias, secundarias y
terciarias de productos grasos precursores de tensioactivos. El salicilaldehido es
un compuesto con un grupo aromadtico, con un grupo funcional aldehido, que
permite la deteccién en UV-visible y que actua como agente selectivo de aminas
primarias. Es en consecuencia un potencial agente derivatizante que ya ha sido
aplicado por BAUER y RITCHER en 1981 para el andlisis de DMPA en resinas,

ademas es barato y no téxico.

Inicialmente, la matriz, la alquilamidoamina, va a contener DMPA en valores
TN T

altos, hasta un. 1% por lo que la sensibilidad no sera el pardmetro mas critico. El

estado liquido de la matriz con buena solubilidad en los disolventes usados en fase

inversa {acetonitrilo y metanol) facilita la deteccion en fase homégenea. Por otra

parte, los reactivos sélidos implicarian un trabajo de sintesis y caracterizacion que

excede los recursos de un laboratorio de control de proceso de una planta

industrial.

El método a desarrollar debe aplicarse como de rutina, por consiguiente tanto
el tiempo parcial de derivatizacion como el total del andlisis (derivatizacién y
separacidon) se fijan como parametros prioritarios. Los cloruros de acide con un
uso muy extendido en la bibliografia no serian los mas adecuados por su cinética
lenta y su derivatizacion con varias etapas. El FMOC, uno de los reactivos con
cinéticas mas rapidas, da lugar a productos de degradacion que pueden ocasionar
tiempos de separacion largos. El fenilisotiocianato posee tiempos de
derivatizacion medios v el OPA-sulfito, con derivados estables, presenta una
reaccidon de derivatizacion que se realiza con medios tamponados muy

dependiente del pH.
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Finalmente se ha elegido el salicilaldehiido como agente derivatizante para
desarrollar un método de rutina que posibilite la determinacion de DMPA en
alquilamidoaminas y su posterior aplicacién a oxidos de amina y betainas. La
reaccidn del salicilaldehido tiene lugar a través del grupo primario de la DMPA
con una adicién nucledfila al grupo carbonilo rindiendo en principio una a-
hidroxilamina. Esta sufre una deshidratacién espontanea de una molécula de agua
y forma una imina, (R,-N=CH-R;)} llamada también base de Schiff (figura III-2),
en honor al quimico aleman Hugo Schiff que en 1864 descubrio estad reaccién de
especial importancia en procesos biolégicos. La alquilamidoamina posee un grupo
amino terciario que no reaccionard con el salicilaldehido, asi que éste sera

selectivo con la amina residual de la matriz.

H
|
-C=0 C=N-(CH,),-N(CH,),
@'OH + HZN'(CHz)a'N(CH3)Z —_— -OH + Hzo
Salicitatdehido Dimetilaminopropilamina Derivado

Figura II1-2. Reaccion de derivatizacion entre la DMPA y el SA.

En todos los procesos de derivatizacién precolumna, se intenta que la
reaccion cuantitativa se desarrolle lo mas rapidamente posible para que esta etapa
no grave en demasia el tiempo total del andlisis. Para ello se optimiza la reaccion
seleccionando las condiciones que aceleran su cinética. Asi se ensayan los factores
propios de las derivatizaciones homogéneas como: el exceso de uno de los
reactivos, el agente derivatizante, la temperatura, el pH y el disolvente del medio

de reaccion.
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5.3. Efecto del exceso de agente derivatizante

Para evaluar la efectividad de los factores ensayados en la cinética, se usa
como criterio general en toda la bibliografia analitica, la estabilizacion del pico
del derivado en el tiempo. También se pueden usar otras estrategias como la
medida cuantitativa del agente derivatizante consumido, cuando el exceso afiadido
es pequefio y se cuantifica en un rango lineal, e incluso la determinacion del
derivado frente a un patron puro comercial o sintetizado, purificado y analizado en
el laboratorio de analisis. Esto ademas permite estimar el rendimiento de la
reaccion qué por otra parte no tiene que ser del 100%. En el trabajo que aqui se
presenta se utiliza la estabilizacion del derivado con seguimiento cualitativo del

agente derivatizante para los excesos mas pequefios.

El efecto del exceso de reactivo en la cinética se determina comparando una
relacion equimolar de SA/DMPA 1:1 frente a excesos de 2:1 y 10:1. En la figura
[TI-3 se representa el area del derivado frente al tiempo para las distintas
relaciones molares. Se consigue un notable aumento en la velocidad de reaccion

con 80 min frente a 15 min, cuando el exceso del reactivo pasa de 1 a 10.
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Figura III-3. Influencia del exceso de reactivo (SA) en el tiempo de derivatizaciéon de
DMPA en acetonitrilo y a temperatura ambiente.

Ademas, de la informacion de tipo cinético, la grafica proporciona una
medida de la sensibilidad, indicada por los valores de area a los que tiende a
estabilizarse el derivado. Se observa que se obtiene una mejora muy significativa
de la relacion equimolar 10:1 frente a las otras dos ensayadas. Por otra parte, en la
relacion 1:1 aun al final de la cinética, sobre 80 min detectan valores residuales de
salicilaldehido. De las dos relaciones con exceso la 2:1, presenta rendimientos
ligeramente mas bajos y mayores tiempos de derivatizaciéon que los obtenidos en

la relacion 10:1.
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Los resultados experimentales resultantes del seguimiento de la cinética se
ajustaron para los tres casos a una ecuacién monoexponencial de primer orden con
residual, producto de integrar la ecuacién diferencial dfY]/dt=k[Y] entre los

limites de ¥=0 (al principio de la reaccion) e Y=Resid (al final de la reaccién)
Y =Ae™ + Resid

en donde, Y es el area del pico del derivado, 4 es una constante, k es la
constante de velocidad de primer orden, e es la funcidn inversa del logaritmo

natural y finalmente Resid es el area del pico al final de la reaccién.,

En la bibliografia se pueden encontrar relaciones de agente
derivatizante/amina superiores a 250:1, pero para este estudio el limite viene
determinado por la separacidén cromatografica del derivado. Se prueban relaciones
molares de 50:1 y 100:1, pero el pico de SA se solapa parcialmente con el pico del
derivado y es necesario, para conseguir una buena separacién, incrementar el
porcentaje de metanol en la fase mévil al 90%. En estas condiciones los picos se
ensanchan demasiado y se pierde resolucién asi que se eligié la relacion 10:1

para la optimizacion del resto de las variables consideradas.

En la figura III-4 se muestran los cromatogramas correspondientes a las

relaciones agente derivatizante/amina ensayadas.
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(A)

Absorbancia (UA)

Tiempo (min)

Absorbancia (UA)

(B)

Tiempo {min}

Absorbancia (UA)

(C)

Tiempo (min)

Figura III-4. Cromatogramas obtenidos de la derivatizacion de DMPA en
acetonitrilo con exceso de agente derivatizante para las relaciones molares: (A) 10:1,

(B) 50:1 y (C) 100:1. 1. Salicilaldehido, 2. Derivado de DMPA.

5.4. Efecto de la temperatura

Con objeto de acortar el tiempo de derivatizacién se examina, manteniendo la

relacion SA/DMPA en 10:1, el efecto de la temperatura sobre la velocidad de
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reaccion a 22°C (temperatura ambiente), 40, 60 y 80°C (figura III-5). Los
resultados, ajustados como en el apartado anterior a una ecuacion cinética de
primer orden muestran que a las temperaturas mas altas ensayadas, la constante de
velocidad es superior al triple de la que rige la ecuacion a temperatura ambiente.
Consecuentemente, la estabilizacion del pico cromatografico a partir de 60°C se

lleva a cabo mas rapidamente, aproximadamente en 3 min.

3.5
< s 9
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Figura III-5. Influencia de la temperatura en el tiempo de derivatizacion de DMPA
para la relacién 10:1 en acetonitrilo.

El aumento de la temperatura de 60°C a 80°C apenas afecta a la mejora del

tiempo de derivatizacion, en un proceso en el que, ademas del estudio de la
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cinética, es necesario un cierto margen de seguridad con respecto al tiempo
elegido. En lo que se refiere a la sensibilidad, en los ensayos realizados no se
contemplaron aumentos notables en el area del pico comparativamente con la

obtenida a temperatura ambiente.

Ast finalmente, para relacion 10:1, se elige 60°C como temperatura de
reaccion y un tiempo de reaccidn de 4 min, condiciones que se adoptan como

finales cuando el disolvente empleado es acetonitrilo.
5.5. Efecto de las condiciones del medio: disolvente y pH

Se evaliia el efecto del disolvente en la cinética debido a las caracteristicas de
solubilidad de las matrices en las que se pretende aplicar el método. Solamente, la
cocoamidopropilamina muestra diferencias de solubilidad cuando la cadena
alquilica estd hidrogenada o presenta su insaturacién natural (7-10 cg [,/100g), o
también éi posee la glicerina liberada en la reaccion o si ésta fue parcialmente
eliminada. Para el caso en el que se produzcan menos manipulaciones (cadena
insaturada y glicerina en la matriz) el acetonitrilo es un buen disolvente que al
mismo tiempo es compatible con las fases mévil y estacionaria usadas en la

separacion cromatografica.

Pero en amidoaminas con menos subproductos para mantener las
concentraciones de trabajo seria necesario buscar un sustituto para el acetonitrilo
asi como para las cocoamidobetainas que no son solubles en éste. Teniendo en
cuenta que el primer requisito a cumplir por el disolvente de la derivatizacion es
que no presente incompatibilidad con el sistema cromatografico {problemas de
miscibilidad, solubilidad..), parece que el disolvente organico de la fase movil

puede ser un buen candidato. El metanol solubiliza las betainas y las amidoaminas
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purificadas asi que se probd cémo afectaba su presencia a la reaccion de

formacion de la base de Schiff.

A partir de la relacion molar 10:1 seleccionada, se examina la velocidad de
reaccion en medio metanol a temperatura ambiente y a 60°C (el metanol tiene un
punto de ebullicion a 64,5°C). Los datos experimentales representados en la figura
I1I-6, ajustados a una ecuacién monoexponencial con residual, indican un tiempo
de derivatizacion de 3 min a 60°C y 15 min a temperatura ambiente. Por lo tanto

si la derivatizacion transcurre en metanol, las condiciones finales seran 10:1,

60°Cy 4 min.

35
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Figura III-6. Influencia del disolvente (metanol) en la reacciéon de derivatizacion de
DMPA para la relacion 10:1 a diferentes temperaturas.
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La formacién de bases de Schiff para la determinacidén de aminas por HPLC,
tiene lugar en un medio de reaccion en los que, normalmente, se asegura un pH
basico con distintas sales: hidrogenofosfato de dipotasio (NISHIKAWA, 1987},
hidréxido potdsico (BAUER Y RITCHER, 1981) o tampén fosfato a pH=10
(MENTASTI v col., 1991). La amudoamina con un caracter basico, proporcionado
por €l grupo amino terciario del final de la cadena, no requiere este incremento del
pH con sales, simplificandose de esta forma la derivatizacién. En una posterior
adaptacién del método a otras matrices con pH ligeramente acidos como las
betainas podria ser revisado la utilizacion de tampones y medios acuoso/organicos

para ¢l ajuste de pH.

6. SEPARACION CROMATOGRAFICA

6.1. Seleccién de las condiciones cromatograficas

La busqueda que se plantea en la separacién cromatogrifica es la
diferenciacién entre el derivado y el exceso de agente derivatizante, asi como
otros picos originados por absorciéon de componentes de la matriz o incluso de

derivados formados con el SA por otros compuestos distintos de la DMPA,

Se elige una fase estacionaria funcionalizada con un grupo cianopropil que
proporciona buenos resultados cuando se analizan matrices que contengan grupos
aminicos. Asi, se ensaya una cromatografia en fase inversa porque, aunque la
silice con grupos ciano ofrece la posibilidad de separaciones en fase normal con
disolventes apréticos, se piensa en un método que pueda analizar DMPA en
medios acuosos. Se inicia la separacién con una columna ciano Lichrosorb® de

longitud 125 mm x 4 mm x 5 um con particula de forma irregular.
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Una fase mévil de metanol/agua cluye separados el SA y la base de Schiff en
las muestras derivatizadas de DMPA patrén, una vez realizado el ajuste de la
relacion metanol/agua. Se ensaya la fase acuosa con un tampén habitual en las
separaciones cromatograficas, acetato sédico a una concentraciéon de 0,1 M y

pH=S.

El porcentaje de fase acuosa en la fase moévil es el pardmetro critico en la
optimizacion si bien en un margen limitado. Cuando se trabaja con mezclas en
metanol de cantidades crecientes del tampon deéde 0-25%, el derivado muestra un
comportamiento caracterizado por una disminucion del factor de capacidad v un
aumento de la resolucion en el derivado. El exceso de agente derivatizante no se
ve apenas afectado por la concentracién del tampoén y eluye cercano al volumen
muerto. El efecto contrapuesto en la base de Schiff entre factor de capacidad y
resolucion es el condicionante que limita la separacion. Asi se consigue un pico
bien resuelto cuando el tiempo de retencién en la columna es bajo y por tanto la
selectividad con el exceso de salicilaldehido es pequefia. El aspecto positivo de
estas caracteristicas cromatograficas es que la separacion tiene lugar en un tiempo

total excelente, inferior a los 5 min.

Para estudiar el problema de la separacién al completo hay que plantearlo no
solamente con los patrones puros de DMPA sino también en las muestras de
amidoamina. La matriz derivatizada exhibe los picos del salicilaldehido, el
derivado y un tercer pico que no se corresponde a ningin compuesto derivatizado
puesto que también aparece en el blanco. Posiblemente se trate de la amidoamina,
sin separar los homélogos de la cadena alquilica, que presenta absorcidn originada
por el grupo amida a longitudes de onda bajas en UV. El orden de elucién para las

condiciones estudiadas: exceso de salicilaldehido, pico del blanco y derivado
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requiere que se encuentre una selectividad adecuada de este ultimo no solo con el

salicilaldehido sino también con el pico de la matriz (figura I1I-7).

El pico del derivado no posee una buena resolucién para cantidades de
tampdn inferiores al 10%, es entre 10 y 20% donde se logra un pico estrecho mas
apropiado para cuantificar. ADACHI Y ICHINOSE, 1990 separando en mezclas
agua/metanol aminas derivatizadas con pirenoaldehido apuntan el hecho conocido
de la hidrolisis de bases de Schiff y no recomiendan cantidades grandes de agua en
la fase mdvil. En su caso no utilizan mas del 15% de agua sin tamponar; para la
DMPA con valores del 20% no se ha observado evolucidon ni descomposicién del
derivado y valores mayores no se consideran porque no aportan la sclectividad

conveniente del derivado con los otros picos.

La retirada del mercado de la columna Lichrosorb por el fabricante nos
obligd a buscar otra fase estacionaria para reemplazaria. Se ensayaron dos tipos
funcionalizados con cianopropil, en la primera (Lichrospher®) de las mismas
dimensiones pero con particula esférica, los compuestos tienen un
comportamiento cromatografico similar. No obstante fue necesario un ajuste del

flujo a 0,8 mL min".

Diferencias en las caracteristicas de tipo fisico relacionadas con el relleno de
la columna como el grado de recubrimiento vy el area especifica entre Lichrosorb®
y Lichospher® y que presentan valores mas favorables para esta ultima quiza
podria explicar un mayor numero de platos tedricos. Esto representa para una
misma concentracién de derivado valores mas altos de areas y alturas en el relleno

esférico que en el irregular.
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Figura II1-7. Cromatogramas de amidoamina de coco: (Aj Derivatizada en las

condiciones optimizadas y (B) Sin derivatizar. 1. Exceso de SA, 2. Amidoamina de
coco, 3. Derivado de DMPA.

El segundo ensayo consistid en la adaptacion de las condiciones
anteriormente seleccionadas a una columna Lichrosorb-CN® de 250x4 mm lo que

supuso aumentar el flujo hasta 1,5 mL min™' para lograr retenciones parecidas a las |
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conseguidas con otras 2 columnas y asi mantener los tiempos de analisis (tabla III-

1).

Tabla III-1. Tiempos de retencion del SA, matriz y DMPA con diferentes columnas

cromatograficas,
Columna Dimensiones y Flujo Tiempo de retencion (min)
forma particula (mL min") SA Matriz DMPA
Lichrosorb® 125x4x5um 1,0 1,3 1,9 2,3
irregular
Lichrospher® 125x4x5um 0,8 1,6 2,0 2,4-2.5
esférica
Lichrosorb® 250x4x5um 1,5 1,5 2,0 2,7
irregular

Se observo, con respecto a Lichospher® 125x4mm y para una concentracién
de derivado constante, ireas y alturas mas bajas (figura III-8). Aunque el analisis
con las dos columnas disponibles comercialmente es viable, se ha seleccionado la

Lichrospher® 125 x 4mrm para el analisis cuantitativo.

DOLAN en 1994, estudiando las variables que afectan a la separacién,
considera entre otros, ¢l flujo y la longitud de la columna, como factores para
mejorar la separacion. La longitud de la columna es directamente proporcional al
numero de platos tedricos y, flujos bajos en la mayoria de las condiciones,
aumentan el nimero de platos y por tanto la resolucion. En la separacién de la
DMPA, la forma de la particula, esférica o irregular es el factor determinante ya
que un aumento en la longitud no compensa ¢l efecto de la forma de la particula ni

posiblemente los efectos del flujo.
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Figura I1I-8. Influencia de la longitud de la columna y de la forma de la particula de

la fase estacionaria en la separacién cromatogrifica. Cromatograma de la
amidoamina de coco derivatizada: (A) Lichrospher-CN (125x4mm) vy (B)
Lichrosorb-CN (250x4mm). 1. Salicilaldehido, 2. Amiodamina de coco.

Por otra parte una disminucién de la concentracién del tampdn produce
retenciones mayores del derivado con picos mas ensanchados. El mismo efecto se
encuentra cuando se aurnenta el pH por encima de 5; pH mas bajos de este valor

no parecen recomendables porque podrian hidrolizar la base de Schiff.
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6.2. Analisis cualitativo: analisis espectral

El andlisis espectral de disoluciones patrén y muestras ha sido llevado a cabo
en un detector de fotodiodos, con ¢l fin de hallar la longitud de onda de maxima
absorcion del derivado. Igualmente, se realiza el analisis de la homogeneidad
espectral de los picos para verificar la pureza y detectar coeluciones de los
compuestos separados. Los espectros de absorcidon del salicilaldehido y del
derivado muestran tres raximos comunes situados entre 210-230 nm, 250-270 nm
y 300-340 nm. El agente derivatizante presenta su mayor absorcion en zona de
250-270 nm mientras que el derivado de la DMPA la tiene entre 210-230 nm. En
esta ultima banda, la longitud de maxima absorcién es de 218 nm y por tanto se
elige como longitud de onda de trabajo. Ademas la base de Schiff presenta una
cuarta banda de absorbancia aunque menos intensa en torno a los 420nm,
posiblemente relacionada con el color amarillo que toman las disoluciones cuando

se forma el derivado (figura II1-9).
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Figura III-9. Espectros de absorcién UV-vis (190-600 nm): (A) Salicilaldehido, (B)

Derivado de DMPA patron recogidos a distintos tiempos baje el Area del plco para
verificar la pureza.
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En muestras reales, el pico correspondiente a la matriz registra un espectro
con absorcion a longitudes bajas del visible y en 250nm ya no absorbe (figura III-
10). Esto podria ser empleado si se necesitase mejorar la selectividad entre el
derivado y el pico de la matriz. A la longitud de onda de trabajo, 218 nm, el pico
de la matriz no presenta un maximo de absorcién del pico, sino que estd
desplazado para la matriz de cadena coco entre 206 y 209 nm y para la

undecilénica entre 209-212nm.
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Figura 1II-10. Espectro de absorcién UV (190-400 nm) del pico posiblemente debido
a la amidoamina de coco.

6.3. Andlisis cuantitativo: Precisién, rango lineal, limites de deteccién y

cuantificacion

La precision del método no sélo debe referirse a la relacionada con la

preparacion e inyeccion en el sistema cromatografico sino que debe incluir la
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etapa de derivatizacién. Asi, para una concentracion de 33,5 pg mL"' de DMPA
derivatizada (0,84% en la muestra) y 10 derivatizaciones diferentes, se obtuvo una

desviacion estandar relativa de 1,30%, por lo que se considera satisfactorio.

Pese a que, en principio, el rango lineal fue estudiado desde las proximidades
del limite de cuantificacién (0,6 pg mL']) hasta cerca de los niveles mas altos
donde la sefial del detector comienza a estar saturada (100 pug mL'l),
posteriormente se trabajé en un rango de 0,6 a 50 pg mL' adaptado a las
concentraciones de DMPA en las muestras. En este intervalo, con 10 niveles de
concentracion, se construye la recta de calibrado que es ajustada por minimos
cuadrados. El coeficiente de correlacion es de 0,9991 (cada punto de la regresion
fue la media de dos inyecciones a cada nivel de concentraciéon del patrén,

concentraciones referidas a las disoluciones inyectadas en 20 pL).

Otros dos importantes parametros analiticos para posteriores estudios de la
DMPA en formulaciones son ¢l limite de deteccidn (1.D) y de cuantificacion (L.C).
Una definicion habitual del limite de deteccidn lo considera como la
concentracion del analito que da una sefial igual a la del blanco mas tres veces la

desviacion estandar del blanco, es decir:
Y =Y, +3x§, (1)
stendo, Y= sefial del limite de deteccion, ¥z= sefial media del blanco y Sg=
desviacion estandar de la sefial del blanco.

Basada en esta definicion, MILLER y MILLER (1988) proponen un
procedimiento en el cudl el limite de deteccidn es calculado a partir de una

seccion de la recta de regresion cercana al origen. Cada punto de la recta, y aqui se
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incluye el blanco, presenta una variacién normalmente distribuida en la direccién

de y (medidas experimentales) con una desviacién estandar, S, definida como:

Z (y —yi')z 172

S% B n—-2 )

siendo (n-2) los grados de libertad, y=son las sefiales y-experimentales, yf'

=las sefiales y -obtenidas en la regresion.

Al retomar la expresién (1) y asumiendo la desviacién del blanco como la
desviacion estandar de la recta S,4=Sg y la sefial del blanco como la ordenada en
el origen, se puede calcular la sefial del limite de deteccion Y. Con este valor
calculado y llevado a la recta de regresion se obtiene la concentracion del limite
de deteccién. Para el limite de cuantificacion, el procedimiento de MILLER y
MILLER, es analogo al seguido para el limite de deteccidn, a excepcion de la
expresion general tomada como punto de partida, que esta definida como la
concentracion del analito que da una sefial igual a la del blanco mas 10 veces la
desviacion estandar de este blanco:

Y =Y, +10x§, (3)
Siguiendo el procedimiento descrito se obtienc un limite de deteccion de

0,13ug mL" y un limite de cuantificacién de 0,40 ug mL™.

En la Tabla III-2 se ofrece un resumen de los parimetros obtenidos para el

analisis cuantitativo .
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Tabla III-2. Pariametros para el anilisis cuantitativo de DMPA,

DMPA
Rango lineal (ug mL™") 0,60-50
Recta de calibrade, [Area]=26736+60694,1[DMPA]
coeficiente de correlacion =0,9991
LD (pg mL") 0,13
LC (ug mL™) 0,40
%RSD (n=10)" 1,30

(™) Calculado para una concentracién de 33,5 pg mL™!.

7. APLICACION DEL METODO A LA DETERMINACION DE DMPA EN
MUESTRAS DE ALQUILAMIDOAMINAS

En la aplicacion del método a las matrices de alquilamidoaminas es necesario
tener en cuenta la concentraciéon y la solubilidad de la matriz. La primera esta
limitada por la separacion, tal y como se ha visto en la discusién previa, ya que un
pico posiblemente de amidoamina eluye entre el exceso de agente derivatizante y
la DMPA. Para rellenos Lichrospher CN, se empled una concentracion de muestra
de 40 mg mL" diluida a 4 mg mL"' antes de inyectar y en Lichrosorb CN debido at
menor numero de platos se aumentd hasta 80 mg mL" y 8mg mL"
respectivamente. Si se refiere el limite de deteccion 0,13pg mL! a la
concentracidon en la muestra supone un limite de deteccion de DMPA de 32,5y
16,2 pg mL’ respectivamente. Concentraciones mas altas de muestra provocan el

solapamiento del pico de la amidoamina con el del derivado.

Las muestras, atendiendo a la solubilidad de la amidoamina, se pueden
dividir en dos grupos. Aquellas como la amidoamina de cadena coco, que contiene

la glicerina formada como subproducto, y la amidoamina undecilénica son
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solubles en acetonitrilo a la concentracién de trabajo. Otro grupo formado por
amidoamina de coco, en la que la glicerina fue parcialmente eliminada, debe ser
disuelta en metanol para las concentraciones ensayadas. También el éxido de

amidoamina y la cocoamidopropilbetaina son solubles solamente en metanol.

Ensayo de la exactitud. Principalmente debido a que en la determinacién de
DMPA, esta implicada una reaccion de derivatizacidn, es necesario verificar si la
matriz interfiere en el analisis. Al no disponer de materiales de referencia
certificados el ensayo de la exactitud del método se realiza por medio de la
recuperacion analitica. Para ello a una muestra de amidoamina se adicionan
cantidades exactamente conocidas de DMPA. Se calcula la DMPA encontrada
como la diferencia entre el valor obtenido de la muestra con la adicion y el
inicialmente cuantificado en la matriz. El cociente entre el valor encontrado y el
afiadido expresado en tanto por cien es lo que se denomina recuperacién analitica

expresada en porcentaje.

El ensayo debe realizarse a distintos niveles de concentracion dentro del
intervalo de cuantificacion. En este caso concreto se hizo a 4 niveles de
concentracion (con tres réplicas y dos inyecciones para cada una). Los resultados
s¢ reflejan en la tabla I1I-3. Los valores de recuperacion cercanos al 100% indican
que la matriz no interfiere en la determinacion de la DMPA eﬁ el intervalo
estudiado. La cantidad de amina afiadida esta referida a la recta de calibrado y no

a la concentracién en la matriz (4 mg mL™).
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Tabla I11-3. Resultados del ensayo de la recuperacion analitica.

Cantidad de DMPA (ug mL™") %Recuperacién

Aifiadida Encontrada {RSD, %), n=6
13,33 13,32 99,90 (1,93)
23,60 22,90 97,05 (1,02)
30,83 31,00 100,54 (1,12)
40,14 40,55 101,03 (1,17)

Una vez comprobada la exactitud del método se aplica a la determinacion de
DMPA libre en lotes de fabricacion de amidoaminas de cadena coco y
undecilénica. En este caso, un lote de fabricacion, corresponde a una reaccion
individual del aceite de coco o acido undecilénico con DMPA. Cada muestra
representativa de un lote se disuelve y derivatiza tres veces y cada una de las
derivatizaciones se inyectan por duplicado (n=6). La DMPA libre cuantificada
tanto en amidoamina de coco con glicerina (todos los lotes cuyo nimero de
identificacién termina en 92) como en undecilénica (159/93) se encuentra por
debajo del 1% pero en niveles superiores a los 1000 pg mL™'. Los valores
obtenidos asi como el coeficiente de variacién (porcentaje de la desviacién

estandar relativo) se indican en la tabla I11-4.

Tabla III-4. Contenido de DMPA libre en muestras procedentes de lotes de
fabricacién de amidoamina de coco y undecilénica,

Muestra n’ DMPA libre (%) RSD% (n=0)
, 218/92 0,36 1,23
Amidoamina 268/92 0,48 0,78
de coco 311/92 0,70 0,83
397/92 0,93 0,71
Undecilénica 159/93 0,97 0,96
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A raiz de la publicacién de este capitulo, (PRIETO y col. 1997), investigadores
de Goldschmidt (GRUNING y col. 1997; KEUNE, 1999) que también se habian
planteado la  determinacion de DMPA en cocoamidoaminas vy
cocoamidopropilbetainas por HPLC, se pusieron en contacto con nosotros para
confrontar los metodos. El desarrollado por Goldschmidt estd orientado, como el
propuesto aqui, hacia la derivatizacién de la DMPA vy la separacion del derivado
en fase inversa con deteccion en UV a 254 nm. El agente derivatizante es un
agente clasico, propuesto por Edman en 1950 para la determinacién de péptidos,

¢l fenilisotiocianato.

El tiempo de derivatizacion es de 30 min con una etapa posterior de ajuste de
pH, el pico del derivado eluye a los 12 min y ¢l tiempo de andlisis total para la
betaina alcanza los 30 min. En resumen, la ctapa de derivatizacién es lenta, el
derivado tiene que ser analizado inmediatamente después de ser formado (no es
estable) y el tiempo de analisis es largo (minimo de 12 min), sin embargo el limite
de deteccién en la matriz es muy bueno, de 1 pug mL", lo que posibilita la

determinacién de la DMPA en niveles bajos, entre 10 y 1000 pg mL™.

Se intenta comprobar si el método propuesto en este capitulo es valido para el
mismo intervalo de amina. La concentracion de DMPA en las muestras de trabajo
es superior a los 1000 pg mL™ v la relacion agente derivatizante/DMPA, 10:1 esta
referida para asegurar que la reaccion tiene lugar cuando la amina se encuentra en
su limite superior, el 1%. Pero si la muestra contiene solamente 1000 pg mL™, la
relacion agente derivatizante/DMPA seria 100/1 vy el pico del derivado estaria
parcialmente solapado. Por lo que, habria que adaptar el exceso de agente

derivatizante a un nuevo intervalo de concentracion con valores menores o iguales
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a 1000 pg mL", con el mismo criterio que para 1000-10000 ug mL”’, es decir,

relacién 10/1 para el nivel superior de concentracion.

La obtencién de un limite de cuantificacién y de deteccién mas bajos en las
muestras pasa por ¢l aumento de la concentracidn de las mismas. Para este fin
parece mas adecuado el relleno Lichrosorb ya que al trabajar con concentraciones
mas altas permite un limite de deteccion de 16 ug mL”’ y de cuantificacién de
50ug mL" (en Lichrospher® el limite de cuantificacion es de 100 pg mL™). Sin
embargo una medida mas eficaz debe de orientarse a una mejora de la resolucion
de los picos. Se han realizado pruebas con DMPA patrén derivatizada y separada
en las condiciones optimizadas sustituyendo el acetato sédico por acetato de

trietilamina consiguiendo una disminucién del ancho de los picos.

Desgraciadamente el no disponer de muestras de amidoaminas purificadas,
con niveles de DMPA de 1000 pg mL™, ha impedido verificar si con la adaptaciéon
del exceso de agente derivatizante o un aumento de la concentracion de la matriz,
propiciado por una mejor resolucidn, es posible cuantificar a niveles de

concentracién de DMPA en el rango de 10-1000 ug mL™.
8. CONCLUSIONES

* El método propuesto para la determinacién de DMPA por HPLC permite
la deteccién en ultravioleta, después de una etapa de derivatizacion, con las
siguientes ventajas relacionadas con el agente derivatizante usado, el
salicilaldehido: reaccion rapida, en una sola etapa, con derivados estables y
sin que sea necesaria la eliminacion del exceso de agente derivatizante

antes del analisis cromatografico.
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* El método puede ser usado en andlisis de rutina puesto que el tiempo total

de analisis es inferior a los 10 min.

* La cuantificaciéon de la DMPA puede realizarse con buena sensibilidad en

un rango de linealidad amplio y con un limite de deteccion aceptable.

= La aplicacién del método a las muestras de amidoaminas con niveles
superiores a los 1000 pg mL" presenta buena exactitud y precision sin

interferencias de la matriz.
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Andlisis del agente cuaternizante residual .....BAK

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS

El cloruro de benzalconio (BAK) estd definido en la farmacopea americana y
europea como “una mezcla de cloruros de alquilbencildimetilamonio
[CsHsCHLoN(CH;),RCl], en los que el grupo R lo constituyen cadenas alquilicas
cuya longitud varia de Cg a C,5 formando una serie homdloga y donde las cadenas
con 12 y 14 4itomos de carbono son las predominantes”. Comercialmente, se
presenta como un polvo amarillento que contiene al menos un 95% de BAK o en

disolucién acuosa o alcohdlica a concentraciones del 50% o mayores.

La sintesis del BAK se produce por la sustitucién nucleéfila de la
alquildimetilamina por el cloruro de bencilo, de forma que el 4tomo de nitrégeno
queda cargado positivamente formando un compuesto cuaternario que constituye

¢l grupo funcional de la molécula (figura IV-1).

En el proceso de sintesis industrial, la efectividad de la reaccion de
cuaternizacion es medida por los porcentajes de amina libre y del cuaternario
formado. Su determinacién estd reglamentada por diversas normas: norma UNE:
55712:1982 para la determinacién de amina libre y acidez libre en cloruros de
amonio cuaternario, y norma ISO 2871-2:1990 para la determinacion de materia

activa en cuaternarios de bajo peso molecular.

Las especificaciones comerciales de estos pardmetros se encuentran en
valores sobre 1% para la amina libre y para la materia activa (medida de los
catiénicos existentes en la disolucion) a una concentracién que oscila entre 49-
51% y 79-81%, respectivamente. La acidez libre es consecuencia de una reaccion
secundaria, simultidnea con la cuaternizacion, posiblemente la sustitucién

nucleofila del cloruro de bencilo por un grupo hidroxilo del disolvente para formar
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alcohol bencilico y acido clorhidrico en presencia de un compuesto basico como
es la amina alifatica. El acido generado en esta reaccion es neutralizado por la

amina, expresandose comunmente la acidez libre como amina clorhidratada.

cH, "

|
R-N(CH,), + @CH2C1 — @CHZJI\I-R cr

CH
Alquildimetilami 3
quidimetiiaming - - ro de bencilo

Cloruro de benzalconio

H,0
@(3}12(:1 = CH,OH + HCl

Clorurp de bencilo Alcohol bencilico

R-N(CH,), + HC] — = R-NH*(CH,),CI

Figura IV-1. Reaccion de formaciéon de BAK y reaccién secundaria del agente
cuaternizante.

El agente cuaternizante, cloruro de bencilo, esta considerado como un
producto toxico, y posiblemente cancerigeno y mutigeno por lo que resulta
obligatorio conocer en el BAK sintetizado si posee cloruro de bencilo residual, y
si es asi a qué niveles se encuentra para poder estudiar las condiciones de su
eliminacién. Por otra parte las numerosas aplicaciones farmacolégicas del BAK
(desinfectantes orales, de piel, espermicidas...) refuerzan esta necesidad

(CHALMERS y BATHE, 1979, HERRERO ¥ col., 2000).

El analisis de un haluro de alquilo como ¢l cloruro de bencilo implica el uso
de técnicas instrumentales para conseguir una determinacion selectiva. La técnica

se seleccionara en funcion del equipamiento disponible en el laboratorio y de las
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caracteristicas de los compuestos principales de la matriz. La cromatografia de
liquidos es una técnica de amplia difusion tanto en investigacion como en control
de rutina de los procesos en la Quimica Industrial y el cloruro de benzalconio es
una matriz apropiada para ser analizada por cromatografia. De hecho, ¢l andlisis
del cloruro de benzalconio por HPLC se encuentra estandarizado en la farmacopea
americana para la medida de su capacidad antibacteriana (USP, 1995). Aunque
ésta viene determinada por la amina de partida y no influenciada por el proceso de
formacion del cuaternario, seria importante disponer de estos datos en el producto
final junto con los productos residuales de la sintesis. Si ademas se consigue en
una misma determinacidn analizar varios compuestos, supondra un ahorro de

tiempo, de medios y de coste desde €l enfoque de una planta industrial.

Por cllo los objetivos planteados en ¢l analisis del BAK por HPLC se indican

en los siguientes puntos:

1. Determinacion de cloruro de bencilo en cloruro de benzalconio en disolucion

alcoholica 0 acuosa.

2. Determinacién conjunta de la serie homdéloga del cloruro de benzalconio y de

los residuales originados por ¢l agente cuaternizante.

3. Establecimiento de las mejores condiciones de sintesis que aseguren la

eliminacién del cloruro de bencilo residual en el producto final.

4. Estudio de posibles reacciones secundarias y subproductos formados como

consecuencia de éstas.
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2. TOXICIDAD DEL AGENTE CUATERNIZANTE Y DEL BAK.
APLICACIONES BIOLOGICAS DEL BAK

Se incluye este apartado sobre toxicidad, que en principio podria parecer
alejado de los objetivos analiticos, para recoger de forma sucinta la informacién
toxicologica del cloruro de bencilo asi como la existente sobre el cloruro de
benzalconio. BAK es uno de los tensioactivos catidnicos mas estudiados en este
aspecto, posiblemente, debido al gran de numero aplicaciones en cosmética y en
formulaciones farmacéuticas. DROBECK (1994) menciona la participacion del BAK

en 83 formulaciones cosméticas en 1986.

SAX (1980), recoge 15 datos de toxicidad referentes a cloruro de bencilo, de
los cuales se destaca, dosis letal cincuenta via oral en ratas (oral-rat L.Ds;=1231
mg kg™, concentracién letal cincuenta por inhalacion en ratas (inh-rat L.C5=150
ppm/2h) y la concentracidn toxica letal mas baja publicada por inhalacién en
humanos (inh-hmm TCL¢=16 ppm/1M). El valor de toxicidad acuatica {TLm96)

es de 10-1ppm. Ademas estd considerado como un posible agente tumorigeno.

Los valores de toxicidad equivalentes para el alcohol bencilico (posible
derivado) son oral-rat LDs;=1230 mg kg'l, ihl-rat LCs50=1000 ppm/8h, no hay
datos para el TCLy de inhalacién en humanos y €l TLm26 esta en €l intervalo

1000-100 ppm, es decir 100 veces menor que ¢l cloruro de bencilo.

En la guia de riesgos quimicos NIOSH, (MACKISON y col., 1981; INSTITUTO
NACIONAL DE SEGURIDAD E HIGIENE EN EL TRABAJO, 1986), el limite de exposicion
admisible (PEL) para el cloruro de bencilo o valor medio promediado en el tiempo
para un turno de trabajo es 1ppm (5 mg m'3). En cuanto al limite IPVS que es la

concentracién inmediatamente peligrosa para la vida y la salud es de 10 mg L™ y

134



Analisis del agente cuaternizante residual .....BAK

representa el maximo nivel de concentracion al que un sujeto expuesto, un tiempo

de 30 min, puede escapar sin sintomas graves ni efectos irreversibles para la salud.

Segin la Conferencia de Higienistas Industriales (Gubernamentales
" Americanos el TLV-TLWA 6 valor limite admisible/media ponderada en el

tiempo es de 20 mg L™

También la XUNTA de GALICIA (2000) recoge un Valor Limite Ambiental-
Exposicion diaria (VLA-ED) para el cloruro de bencilo de 1 ppm o 5,3 mg m”. Se
considera Exposicién Diaria (ED) como la concentracién media del agente
quimico en la zona de respiracion del trabajador, medida o calculada de forma

ponderada con respecto al tienﬁpo y referida a una jornada estandar de 8 h.

El cloruro de benzalconio forma parte de formulaciones que entran en
contacto con ¢l cuerpo (en disoluciones de lentes de contacto, anticonceptivos
vaginales, pastillas para tratamiento de infecciones bucales y de garganta,
nebulizadores nasales, etc.) y existe entonces, riesgo potencial de ser absorbidas,
inhaladas 6 accidentalmente ingeridas. De este modo, se han realizado estudios de
los efectos sistémicos por inhalacion, ingestion oral o sobre la funcién
reproductora. Son también amplias las investigaciones sobre toxicidad ocular con

el estudio de los efectos citotoxicos in vitro y las referidas a dermatitis irritante.

Los efectos sistémicos por inhalacién se han estudiado fundamentalmente en
animales aunque existen experiencias con pacientes asmaticos que han inhalado
una disolucion que contenia BAK como antiséptico (BEASLEY y col., 1986 y
ZHANG y col, 1990) causindoles broncoconstriccion. Se han encontrado
situaciones de correlacion en pacientes con una mayor sensibilidad a la histamina
y con efectos bronquiales provocados por el BAK, si bien la accidn de este uitimo

era dependiente de la concentracién (COLEMAN vy col., 1981).
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Se han registrado casos de efectos corrosivos en el tracto gastro-intestinal al
emplearlo, como agente germicida en una administracién oral, a una
concentracion superior a la recomendada. El BAK presenta efectos corrosivos por
encima del 1% (DHILLON y col., 1982). Debido a que también es un agente
espermicida y un efectivo anticonceptivo vaginal fueron precisos estudios en
animales sobre la posible absorcidn espontanea o sobre malformaciones
congénitas. Pese a que a determinadas concentraciones presente efectos abortivos

no se observaron defectos congénitos (BUTTAR, 1985).

La toxicidad ocular de los tensioactivos catidnicos ha sido medida por el test
de Draize llevada a cabo con conejos (DRAIZE y col. 1944). Se han establecido las
concentraciones a partir de las cuales se produce irritacion, en el caso del BAK es
de 0,5%. La concentracion en disoluciones oftalmoldgicas varia en ¢l rango de
0,004-0,02%, su uso mas corriente es en la esterilizacién de lentes de contacto
aunque puede ir en formulaciones mas especificas como el tratamiento del
glaucoma. F1 método de Draize estd parcialmente sustituido por otras técnicas
como la microscopia electrénica de barrido, que por su alta resolucion ayuda a
comprender los efectos citotéxicos a nivel celular y con la que se ha establecido la
concentracion de 0,01% de BAK como limite maximo para que no se produzcan
dafios a nivel celular. No obstante, las dosis méximas y tiempo de exposicion

deben ser revisadas en cada formulacién y aplicacién en particular.

El poder irritante de los tensioactivos cationicos, en la llamada dermatitis
irritante estd basado en su poder de penetracion al reducir la tensién superficial y
eliminar lipidos y/o aminoacidos. Esta propiedad puede ser empleada para ayudar
a la penetracion de un medicamento a través de la piel pero evidentemente con

limites estrechos. RIEGER {1997) aporta otras caracteristicas (bajo peso molecular
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y solubilidad en lipidos) para que un compuesto tenga un alto poder irritante, por
lo que la solubilidad en agua y alto peso molecular posibilitarian que el poder
irritante en la piel fuera menor. Asi en el BAK, el homologo de cadena mas larga
(Cys, cloruro de esteralconio) tiene una concentracién maxima de tolerancia en los

test realizados, mayor que €l cloruro de lauralconio C;.

El BAK es usado en formulaciones dérmicas a concentraciones menores o
iguales a 0,1%. Los experimentos de poder irritante realizados con clofuro de
benzalconio han estado en funcidn de la concentracion y del tiempo de exposicion,
sin embargo otros factores como las distintas localizaciones de la piel en €l cuerpo
humano se han revelado como variables a tener en cuenta., RIEGER (1997) al
examinar la validez de los test existentes para evaluar la irritacidén de la piel por
contacto directo o accidental comenta ¢l hecho de que en algunos de ellos las
concentraciones estan poco ajustadas a las existentes en las formulaciones

comerciales.

Investigaciones con BAK parecen sugerir que hay una contribucion genética
en la dermatitis irritante provocada por productos quimicos {HOLST y MOLLER,
1975). También aqui con €l uso de la microscopia electrénica se ha comprobado la
especificidad en la irrtacion del producto quimico comparando BAK y lauril
sulfato sddico (WILLIS y col., 1989). Otros estudios no han encontrado evidencia

de respuesta cancerigena en €l BAK (STEUBACK, 1977).

Por ultimo, otro aspecto a considerar, puesto que ¢l BAK puede ser usado en
grandes cantidades en las actividades higiénicas de los centros sanitarios, es su
toxicidad medioambiental, 0 mas bien su toxicidad -en las aguas. La datos de
toxicidad en peces es alto (concentracion letal LCy=0,5 mg L! y LC90=2-5 mg L’

y aun mas elevado para las dafnias LCy=0,1 mg Lt y LCi00=1 mg L.
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En cuanto a las aplicaciones bioldgicas, €l cloruro de benzalconio posee
propiedades antibacterianas que dan una orientacion especifica al campo de sus
aplicaciones. En el 4mbito sanitario, ademdas de ser un popular antiséptico en
formulaciones de tratamiento de la piel y oftalmoldgicas, es usado en etapas de

desinfeccidn y limpieza.

Es un agente antibacteriano cuya actividlad abarca numerosos
microorganismos, bacterias, hongos y virus a excepcion de las bacterias Gram-
negativas donde su eficacia es escasa. Tiene las ventajas afiadidas de actividad
estatica, poder de detergencia, poco olor, toxicidad e irritabilidad también muy
baja para el ser humano, sin efectos corrosivos para materiales sintéticos
(plasticos, cerdmicos) y metales, moderada tolerancia en los suelos y efectividad
en un amplio rango de pH. Las desventajas, ligadas no estrictamente a su actividad
bacteriana, son su moderado coste, la formaciéon de espumas como limpiador
sanitario, la formacién de peliculas indeseables sobre las superficies y su reducida

actividad en aguas duras.

Al examinar el proceso de sintesis del BAK, se describe la estructura quimica
de la molécula, con el grupo funcional cuaternario y las cadenas alquilicas
confiriéndole ambos las propiedades tensioactivas (figura IV-1). Pero en la
quimica del compuesto ;qué es lo que condiciona su actividad biolégica? Fue
DOMAGK (1935) el que establece que la actividad bacteriana de los compuestos de
amonio cuaternario esta relacionada con la estructura y el tamafio de los radicales

unidos al atomo de nitrégeno.

CUTLER y col., 1966 determinan que las cadenas con un nimero de atomos de
carbono entre 12 y 16 muestran la mayor actividad bactericida. La medida de esta

actividad se realiza mediante test sobre bacterias: Staphylococcous aureus,
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Salmonella  typhosa, Pseudomonas aeruginosa donde se cuantifica la
concentracion minima en mg L™ que mata las bacterias en un tiempo establecido.
Se requiere una concentraciéon de las cadenas cortas, de Cga Cyy, qué puede llegar
a ser 10-100 mayor que para las cadenas Cj;» a Cis y, a partir de Ci5-Cyy la
concentracién minima vuelve a aumentar del orden de 10 veces mas, aunque este
incremento depende de la bacteria. En general, las cadenas mas cortas son menos
bactericidas, las mas largas presentan un comportamiento irregular, y entre el
grupo Cp-Cis es el Cy4 el de mayor poder bactericida en algunos de los test
realizados; sin embargo JONO y col. (1986) indica que es ¢l homdlogo Ci; el méas
efectivo. L.a composicion de la cadena alquilica depende de la fuente natural de la

que es extraida y de la posterior purificacion.

Los intentos de establecer modelos de la accion de los cuaternarios sobre los
microorganismos (no sélo el BAK) han pasado por considerar aspectos como la
desnaturalizacion de las proteinas, los efectos en las reacciones metabdlicas y la
estimulacion en las reacciones de glicolisis, los efectos en la membrana celular y
en el sistema enzimatico. Las condiciones mas propicias para la accion
antibacteriana se dan con un aumento de la temperatura, en un rango de pH
amplio (3-10) dependiendo del organismo sobre el que actie y la adicion de un

agente quelatante, como el EDTA, para mejorar la accion en aguas duras.

Para no resultar muy prolijos en la enumeraciéon de la actividad
antibacteriana, en la tabla IV-1 se recoge la concentracion minima, expresada en
mg L', de BAK para inhibir la accién de bacterias, hongos y algas (PETROCCI,
1983). En cuanto a sus propiedades antivirales ha resultado efectivo con virus

lipofilicos como el Pseudorabies y(élide la gastroenteritis (TGEV). Otros casos
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estudiados han sido los del virus de la hepatitis A y el mas espectacular por las

esperanzas que despertd puntualmente, el de la immunodeficiencia adquirida.

Si se revisa mas concretamente las aplicaciones del BAK en el campo
sanitario lo encontramos como desinfectante de instrumental dental (CRAWFORD,
1983) o como antiséptico para la piel en alcoholes, apdsitos, etc., usados por
humanos y animales (NAKASHIMA y col.,, 1987). También es empleado en la
industria en los lavados y tratamiento de textiles, para la limpieza de los equipos
de la transformacién de lacteos (KROG Y MARSHALL, 1940). Inclusive se han
estudiado los efectos inhibitorios sobre cepas de cultivos para iniciar la

fermentacion (GUIRGUIS Y HICKEY, 1987).

Tabla IV-1. Concentraciéon minima de clorure de benzalconic necesaria para inhibir
la accion de bacterias, hongos y algas.

BAK (mgL™")
Escherichia coli 200
. Pseudomonas fluoresecens 300

Bacterias

Bacillus subtilis 3

Staphylococcus aureus 4

Aspergillus niger 300

Chaetomium globosum 30
Hongos .

Myrothecium verrucaria 300

Trichoderma viridae 200

Anabaena cilindrica 1

Chlorelia vulgaris 1
Algas

Oscillatoria tenuis 0,6

Stigeoclonium sp. 0,7
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3. TECNICAS ANALITICAS APLICADAS A LA DETERMINACION DEL
BAK

Se inicia este apartado con la revisién de los métodos analiticos incluidos en
las farmacopeas americana y europea. De las dos farmacopeas consultadas, es la
americana (USP, 1995) la tunica que establece una especificacion para el
contenido de los homoélogos con mayor poder antibacteriano; individualmente el
Ci,H,5, sera mayor del 40%, expresado sobre la base anhidra, €l Ci4 H»p>20% y la
suma de ambos representard como minimo el 70% del total. La determinacién de
los homodlogos se lleva a cabo por HPLC, con una columna ciano como fase
estacionaria y como fase mévil una mezcla de acetonitrilo y tampon acetato; se
especifican parametros cromatograficos como la resolucion, la eficacia y se aplica
un peso molecular medio para el compuesto de 360. El resto de la analitica consta
de dos ensayos de identificacion, una determinacion de agua, de residuo seco, una
prueba de solubilidad, un analisis cualitativo de aminas extrafias y un analisis
cuantitativo del cloruro de benzalconio con una volumetria por extraccion en dos

fases organica y acuosa.

La farmacopea curopca propone hasta cuatro procedimientos de
identificacion, uno de ellos basado en la espectroscopia. Tiene andlisis comunes
con la USP: determinacién de agua, cenizas sulfatadas, prueba de solubilidad y
analisis cuantitativo de cloruro de benzalconio. En la prueba cualitativa de aminas
introduce las sales de aminas y la acidez que no eran consideradas en la
farmacopea americana. También el peso molecular es ligeramente inferior 354 y
no hay ninguna referencia a la composicion de las cadenas alquilicas. En ambas se

consideran separadamente el BAK en disolucion y el sélido con las rectificaciones
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de concentracién pertinentes. Otras farmacopeas como la britinica y la espafiola

son analogas a ésta.

Algunos andlisis volumétricos especificos de los QUAT revisados en la
introduccion han sido aplicados al analisis del BAK. Seguramente el método mas
extendido es el recogido por las normas ASTM, e ISO aunque se han ensayado
variantes como la propuesta por UNO y col. (1960), valoracion en una fase con
tetrafenilborato sodico (STPB) como disolucion valorante e indicador naranja de
metilo a pH=3. También con STPB pero en una valoracién en dos fases y con azul
de bromofenol, PATEL y ANDERSON (1958) valoraron ademas de BAK, cloruro de
benzetonio y cetilpiridinio. Asimismo el BAK puede sustituir al STPB en el

método de Epton para el analisis de tensioactivos anidnicos (EPTON, 1948).

Una opcidn a los métodos volumétricos clasicos, para €l andlisis de rutina en
una planta industrial, son las potenciometrias con electrodos selectivos de iones.
No obstante, la aplicacidn al BAK solo estd documentada para la evaluacién de la
concentracion  micelar  critica de los homodlogos, cloruro de
tetradecilbencilamonio y para el bromuro de dodecilbencilamonio {QIAN y col.,
1988). Mas recientemente, CAMPANELLA y col., 1998 fabricaron un electrodo
sensible a los tensioactivos catidnicos con el que determinaron BAK en cinco
formulaciones comerciales: dos desinfectantes (0,2 y 4% de BAK) y tres colirios
(0,01% BAK).

Una segunda alternativa lo constituyen los métodos electroquimicos,
polarograficos y tensamétricos (basados en el comportamiento de adsorcion entre
la superficie de la disolucion y el electrodo metalico). BOSS (1982) con una

tensametria de pulsos para la determinacidon de punto final y con dodecilsulfato
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sodico como valorante cuantifica BAK en una mezcla de tensioactivos catidnicos

entre los que se encuentra el cloruro de benzetonio (Hyamine® 1622).

Pese a que, en un primer acercamiento, la cromatografia de gases no parece
las mas adecuada para el analisis del compuesto objeto de estudio, debido a la baja
volatilidad de éste, la bibliografia cuenta con un amplio numero de referencias. El
problema de su andlisis ha sido resuelto por dos vias: con degradacién mediante
hidrogenacién obteniendo 1a alquilamina y tolueno (WARRINGTON, 1961) o por
degradacién de Hofmann rindiendo también la dimetilalquilamina (TAKANO y col.,

1977) y, via derivatizacion a tricloroetilcarbamatos y cianamidas (ABID1, 1980).

El analisis por degradacion puede tener lugar en la columna (METCALFE,
1963), en la célula de inyeccion (TAKANO y col., 1977b) o después de un tedioso
proceso de degradacion con otros tensioactivos catiénicos (al menos 1 h) fuera del
sistemna cromatografico (TAKANO y col., 1977a) con metoxido sodico o terbutdxido

de potésico (SUZUK1 y col., 1989).

Pero la pirdlisis sin tratamiento previo también ha sido ensayada con éxito
(CYBULSKI, 1984) con una inyeccién a 250°C, la temperatura del detector de
ionizacién de llama (FID) a 350°C y un gradiente de temperatura de 100 a 280 en
8°C min”. De los productos resultantes, dimetilalquilaminas y bencilmetilaminas
se determind la distribucion de las cadenas alquilicas con buena exactitud pero fue
necesario un tratamiento previo de silanizacién de la columna. Asimismo,@
col. (1986) cuantifican el porcentaje de las cadenas alquilicas por cromatografia
de gases capilar con FID y un programa de temperatura que mantiene la
temperatura a 100°C durante 2 minutos y después realiza un aumento lineal a 10°C

min” hasta 280°C.
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La cromatografia de gases acoplada con la espectrometria de masas se ha
aplicado para la elaboracién de un método de rutina que permita la determinacioén
de BAK en matrices medioambientales: agua de rios y efluentes industriales (DING
Y LIAO, 2001). El pretratamiento de las muestras se realiza con extraccion en fase
solida usando laurilsulfato sédico como contraién y su andlisis cromatografico
con degradaciéon de Hofmann optimizada en funcién del tratamiento previo. Los

resultados de las muestras fueron compatibles con los obtenidos mediante HPLC.

La cromatografia de capa fina, ha resultado ser una técnica muy efectiva para
el analisis de cloruro de benzalconio. De ZEEUW y col. (1976) consiguen limites de
deteccion del orden de ng con gel de silice 60, eluyendo con NaBr e Nal y
utilizando agente revelador iodoplatinato y el reactivo de Dragendorff. MICHELSEN
(1978)  determina, entre otros  catidnicos, el cloruro de
- miristilbencildimetilamonio, desarrollando con una mezcla de acetato de
etilo/acido acético/agua y revelando con el reactivo de Dragendorff en una
cuantificacidén densitométrica a 525 nm para un rango de concentracion entre

0,002al mgL™

Al ser el HPLC, una de las técnicas usadas para el andlisis del BAK en esta
Tesis Doctoral y sobre todo por contar con una amplia bibliografia, se intenta
realizar un exhaustivo resurnen de las ventajas, limitaciones, objetivos y matrices
en las que se determina BAK. La bibliografia en electroforesis capilar, una técnica
nueva que tiene su desarrollo en los afios 90, conjuntamente con un analisis
comparativo con HPLC se examina en el capitulo VI cuando se presenten los

resultados obtenidos al aplicarlas a compuestos cuaternarios, entre ellos ¢l BAK.

El primer problema planteado para ¢l BAK en HPLC es resolver su

naturaleza multicomponente, es decir la cadena homdloga. La buena solubilidad
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en agua y disolventes organicos asi como su absorcion en UV por el grupo
bencilo, que forma parte de su molécula, hacen que la cromatografia de liquidos

sea una de las técnicas de eleccion para su analisis.

NAKAE y col. (1977) con una columna de gel‘poliestireno-divinilbenceno de
50 ¢m termostatizada y con una fase moévil de 0,1 M de HC1O4 en metanol separan
la cadena homdloga de Cs a Ci3 con tiempos de elucion entre 10-30 min
estableciendo una relacion lineal entre el factor de capacidad y el numero de
carbonos de las cadenas alquilicas. ABIDI (1985) elabora uno de los articulos mas
extensos sobre la separacion de homodlogos (Cg a Ciz) chequeando tres tipos de
fase estacionaria (octadecilsilano, fenilpropilsilano y cianopropilsilano) v mezclas
de fase movil (agua/THF, agua/metanol y agua/acetonitrilo), variando la
concentracion del tampén (0,01 a 0,25 M), el pH del tampon de 2 a 6 y distintos
contraiones: dihidrogeno fosfato, (metano-, propano-, butano-, hexano-, octano- y
dimetilciclohexano-) sulfonato y perclorato. Los valores recogidos constituyen una
valiosa informacidn sobre la selectividad del compuesto. En un trabajo posterior,
ABIDI (1986) elimina el tampdn usando una columna de gel de silice enlazada con
ciclodextrina y mezclas agua/acetonitrilo y agua/metanol como fases méviles,

verificando que la adicién de algunos tampones mejora la resolucion.

La aplicacion del andlisis del BAK a muestras reales se ha llevado a cabo en
un nimero bastante considerable de formulaciones farmacéuticas donde el BAK

se encuentra a bajas concentraciones (fSO—_lJOO mg L'“];)‘.
— B2

Los principales problemas asociados a estas matrices son las interferencias
presentadas por principios activos de altos coeficientes de extincién y/o la baja
solubilidad de los excipientes de la formulacién en los eluyentes ensayados en la

separacién cromatografica. MEYER (1980) determina en una preparacion oftalmica
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experimental, que presentaba una concentracién de BAK de 40 pg mL™, el
porcentaje de los tres homologos principales (Ci,, Ci4, Cig) con las condiciones
cromatograficas propuestas por la USP, en menos de 13 min. Encuentra

diferencias en la cadena dependiendo de las fuentes comerciales.

Sin embargo MARSH y TAKAHASHI (1983) y AMBRUS y col. (1987) trabajando
con formulaciones oftalmicas que contienen BAK a concentraciones de 40-50 pg
mL" encuentran problemas de interferencias con alcaloides, alcoholes
poliméricos, esteroides en suspensidn, antibidticos y aminas fisiologicamente
activas que resuelven por distintas vias. Los primeros complejan BAK con naranja
de metilo y lo extraen con dicloroetano obteniendo recuperaciones aceptables. Las
condiciones cromatograficas son similares a las de Meyer (1980) a excepcion del
tampon. Los segundos resuelven el problema con dos condiciones de separacion
que tienen en comiin una fase mévil compuesta por agua/acetonitrilo a pH acido y
se diferencian en un segundo modificador organico, en un caso con isopropanol y
en el otro con tetrahidrofurano, lo que le permite primero disolver la muestra y
despu¢s separarla en una columna ciano a una longitud de onda en la que BAK es

mas sensible, 214 nm.

Otros dos autores estudian este tipo de preparaciones, asi GOMEZ- GOMAR y
col. {1990), con columna ciano, deteccién a 215 nm y una fase movil con agua-
acetonitrilo y trietilamina presenta una optimizacion de la separacion muy
interesante al estar basada en los modelos de mecanismos cromatograficos para
compuestos cuaternarios. El método se ensaya para 21 excipientes y 26
ingredientes activos comunes en los colirios, encontrandose tres interferencias a la
que se les dan soluciones particulares. ELROD y col. (1992) con unas condiciones

cromatograficas similares a las de AMBRUS y col. (1987), ensaya dos
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procedimientos para solventar las interferencias de los excipientes: la extraccion
en fase solida con cartuchos Cig o un sistema de precolumna antomatizado en el
equipo cromatografico. Las recuperaciones analiticas obtenidas son muy buenas y
ademas en ambos casos se consigue concentrar la muestra, con la mejora en la

sensibilidad del método.

Algunos trabajos (PARKIN, 1993), abordan las bajas concentraciones de BAK
en las muestras, con técnicas especificas de preconcentracion como salting-out,
consistente en una extracciéon en acetona y acetonitrilo con altos contenidos de
electrolitos inertes, en este caso NaCl. Sin embargo el método no se aplica a

ninguna matriz real.

Un estudio biomédico para controlar la absorcion de BAK en sangre
realizado por BLEAU y DESAULNIERS (1989) consigue resolver el inconveniente de
la dilucién con una previa extraccion en fase solida, y una posterior con
disolventes organicos con indicador azul de bromofenol. Se usa BAK marcado
como patrén, obteniendo un limite de deteccion muy bajo (0,005 pg mL™"). La
aplicacion puede ser importante desde el punto toxicolégico. Analiticamente la

pureza del BAK patrdn es determinada por un andlisis por GC-MS.

En otro tipo de matriz, un producto cosmético, se determina BAK por analisis
directo con una columna de fase inversa y diluyendo la muestra en una mezcla

THF/agua (BETTERO y col.,1990).

En el ambito medioambiental, LEVSEN y col. (1993) determinan BAK junto a
un compuesto imidazolinico sin separacion de los homologos en aguas residuales.
El sistema cromatografico: columna diol, fase movil: metanol/agua 0,25mM

HCITHF y detector conductimétrico no es el habitual en la bibiliografia. El
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pretratamiento de la muestra consiste en etapas de extraccion con cloroformo y

agua y fraccionamiento en columna de alimina.

Otro trabajo, realizado en la fuente de la emisién es el KUMMERER y col.
(1997) que determinan BAK en los efluentes de cinco hospitales europeos. Es
preciso una extraccion con fase sélida y una derivatizacion postcolumna con un
reactivo de par 16nico fluorescente, para medir concentraciones en un rango 0,05-6
pg mL” en tiempos de elucién menores de los 5 min. Los resultados obtenidos
permiten evaluar los habitos higiénicos sanitarios de los distintos hospitales

chequeados.

En los dltimos afios NORBERG y col. (2000) y FERRER y FURLONG (2001)
automatizan conjuntamente el pretratamiento de la muestra con la separaciéon. En
el primero de ellos el objetivo del método es obtener un sistema de deteccion de
tensioactivos cationicos en matrices ambientales de aguas de rios y residuales y en
esta ocasion, el BAK es usado como un compuesto catidnico representativo. Para
ello se propone, una extraccion liquido-liquido con membrana microporosa
conectada en linea a un sistema cromatografico, separando los homologos en fase

normal y consiguiendo limites de deteccion del orden de pg L™

Finalmente,(FERRER Y FURLONG {2001) combinan extraccién en fase sélida

on-line con cromatografia de liquidos y espectrometria de masas con interfase de
clectronebulizacion (Electrospray, ESI). Debido a la complejidad de la matriz se
emplea una variante con espectrometria de tandem, LC/MS/MS que posibilita la
confirmacion inequivoca de los tres homélogos del BAK encontrados (Cy;, Ci4 y
Ci6) después de aislar y fragmentar cada ién molecular. Los limites de deteccidon
son muy buenos, del orden de partes por trillén (ng L"). Seguidamente se aplica

el meétodo optimizado al analisis de efluentes procedentes de las plantas de
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tratamiento de aguas y de los rios donde se evacuaban. El estudio permite concluir
que el BAK no se degrada en su totalidad. Se cuantifica en concentraciones de pg
L' a la salida de planta, pero no llega a los rios, lo que parece indicar que queda

retenido en sedimentos y lodos.

Otro orientacion del analisis de BAK por HPLC fue el desarrollo de métodos
para la separacion de tensioactivos. NAKAMURA Y MORIKAWA (1982) con una
columna C,g, fase mdvil agua/metanol pero con un refractrémetro diferencial (no
el habitual UV) separa hasta tres tensioactivos catidnicos distintos: BAK, cloruro
de alquiltrimetilamonio y cloruro de alquilpiridinio, asi como con sus

correspondientes homologos.

El trabajo de kKAwWAKAMI y col. (1998) usando la técnica de espectrometria de
masas describe una determinacién de trazas de BAK en la piel. El limite de

cuantificacién 1,2 ng L' y el rango de lineal 5-100 ng L™ son excelentes.

El anélisis de los compuestos residuales cloruro de bencilo y los derivados,
alcohol bencilico y benzaldehido, constituyen uno de los objetivos de la
investigacion de esta Tesis Doctoral y, no se ha encontrado en la biliografia
consultada ningun método por HPLC en el cual el cloruro de bencilo fuera
determinado en BAK. Hay un articulo, que estudia las caracteristicas de retencién
de compuestos policiclicos aromaticos clorados, que incluye el cloruro de bencilo
como aromatico clorometilado (NILSSON Y COLMSIO, 1991). Los posibles
subproductos del cloruro de bencilo: alcohol bencilico y benzaldehido han sido
determinados por HPLC en una crema farmacéutica por GORMAND y col. (1986).
Otros trabajos que hacen referencia al analisis de cloruro de bencilo y sus
derivados en diversas matrices y con distintas técnicas serdn comentados en el

capitulo VIIL.
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4. INSTRUMENTACION, MATERIAL Y REACTIVOS

150

Cromatografo de liquidos Hitachi-Merck (Tokyo, Japan) equipado con un
controlador de gradiente L-500, bomba 655A-12, detector de longitud de
onda variable 655A, integrador cromatografico D-2000 e inyector Reodyne
con bucle de 20 pL.

Cromatégrafo de liquidos Waters equipado de sistema de gradiente
cuaternario modelo W600MSDS, controlador de gradiente modelo
WAT62700, inyector universal U6K modelo WAT062011, detector
ultravioleta-visible con red de diodos modelo 991, con sistema de

tratamiento de datos PDA.

Columnas cianopropildimetilsilice LiChrosorb®, 250 mm x 4 mm x 5 umy

Lichrospher®, 250 mm x 4 mm x 5 pm (Merck).
Jeringa Hamilton de 20 pL.

Matraces aforados de 10, 25 y 50 mL y pipetas de doble aforo 1,2, 5y 10
mL.

Filtros para el filtrado de disolventes de 0,2 pm de MSI Separations.
Matraz reactor cilindrico con tapa y capacidad de 0,5 kg.

Termémetro de control de temperatura con escala de 0-180°C.
Material fungible de uso corriente en laboratorio,

Acetonitrilo (Merck) y agua (Scharlau) de calidad para cromatografia.

Acetato sédico de BDH y acido acético glacial de Panreac, ambos calidad

para andlisis.
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» (Cloruro de bencilo y benzaldehido, para sintesis, de Merck, y alcohol

bencilico y tolueno, para analisis, de Panreac.

= Laurilminstildimetilamina,  laurildimetilarmina,  muiristildimetilamina,
cloruro de bencilo y alcohol isopropilico de distintas fuentes comerciales y

de grado técnico.

5. SEPARACION CROMATOGRAFICA

5.1. Consideraciones previas

Preparacion de disoluciones patrén y muestra de BAK

Se preparan disoluciones concentradas de cloruro de bencilo (3 mg mL'l),
benzaldehido (2 mg mL™") y alcohol bencilico (2 mg mL™) en acetonitrilo. A partir
de las mismas se obtienen las disoluciones de trabajo diluyendo convenientemente
con fase mévil. La disolucion de BAK se diluye en fase mévil a una concentracién
final de 10 mg mL"' sobre la base anhidra a excepcidn de la primera muestra de la

cinética (1 mg mL’l).

Condiciones cromatogrdficas

La separacidon cromatografica se lleva a cabo en una columna ciano con una
P o . . o] . .y
elucion isocratica y en gradiente a flujo de 1,5 mL min"; el volumen de inyeccién
£ gracienic 4 Tjo de 1,5 mL min

es de 20 uL y la deteccién a 220 nm.

La fase movil para la elucién isocratica consiste en un 45% de tampon

acetato (pH=5) y 55% de acetonitrilo (condiciones A).

La elucion en gradiente comienza con tampdn acetato-acetonitrilo (55/45,

v/v) hasta los 2,5 min, seguido de una elucién lineal hasta 40/60 (hasta el minuto
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3} y manteniendo esta proporcion hasta el minuto 12. Finalmente, en un tiempo de
3 min se vuelve a condiciones inciales empleando un gradiente lineal. Varios

minutos fueron precisos para la estabilizacién de la fase moévil (condiciones B).

5.2. Identificacién de los productos residuales y seleccion de las condiciones

de elucién en isocratico

El objetivo inicial de la separacion cromatografica persigue la separacion de
cloruro de bencilo de los homdlogos del BAK en un periodo corto (razonable) de
tiempo. La estrategia adoptada en esta investigacion ha sido tomar como punto de
partida unas condiciones cromatograficas descritas en la bibliografia para la
separacion de los homodlogos del BAK y adaptarlas para la separacién del cloruro
de bencilo. Las condiciones elegidas fueron las aconsejadas por la USP (1995) y
utilizadas en controles farmacéuticos de rutina y en muchos de los articulos

publicados.

Se prueba una columna ciano de longitud 250 mm con las mezclas de
tampon/acetonitrilo descritas anteriormente. La USP recomienda entre un 40 a
60% de acetonitrilo que se adaptaran a los requerimientos del sistema
cromatografico. Ensayado el cloruro de bencilo y el cloruro de benzalconio entre
45% y 35% se observé que, el primero eluyo entre 4-2 min y los homologos (Ci3,
Ciay Ci6 ) entre 9-25 min y 6-11 min, respectivamente. Con el flujo de trabajo
recomendado 2 mL min”, las presiones del trabajo en el sistema son mayores de
300 bar que, por experiencia, son perjudiciales para la vida media de los fungibles
(juntas, filtros...) por lo que se decide bajarlo a 1,5 mL min". En resumen, el
cloruro de bencilo se separa de los homodlogos-y eluye al principio del

cromatograma y ademas el aumento del acetonitrilo €n la mezcla provoca una
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disminucién de la retencién en todos los compuestos de interés (figura IV-2). La

relacion adoptada en funcion del menor tiempo de elucion ha sido 45% de tampon

acetato sodico 0,IM a pH=5 y un 55% de acetonitrilo.

Absorbancia (UA)

|5

Tiempo (min)

Figura IV-2. Cromatograma de BAK durante una sintesis en elucion isocratica. 1.
Alcohol bencilico, 2. Benzaldehido, 3. Cloruro de bencilo, 4. Homélogo C,;, 5.

Homélogo C,4, 6. Homélogo C5.

Como la intencién es la cuantificacion de los productos residuales, la

sensibilidad es el parametro a ajustar en un primer momento. Se intenta, por tanto

trabajar en los maximos de absorcién de los compuestos a determinar o cercanos a

ellos y aumentar la concentracion de la muestra inyectada, dentro del limite
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impuesto por la solubilidad en los disolventes de la fase movil y la saturacion en el
detector. La concentracién recomendada por el método de la USP es de 4 mg mL
en agua; pero se¢ pueden alcanzar los 10 mg mL™ sobre la base anhidra sin
menoscabo de la separacion de los homdlogos (las muestras de trabajo son
disoluciones del 50% y del 80%). A concentraciones mayores la separacion de las

cadenas es parcial.

La farmacopea americana (USP, 1995) propone una longitud de 254nm,
sin embargo la bibliografia consultada revela que este compuesto presenta un
maximo de absorcién sobre 210-220 nm. En este ultimo intervalo aumenta

también la absorcién del clorure de bencilo.

Al aumentar la concentraciéon de la muestra y detectar ¢l BAK a una
longitud de onda mas baja en el espectro, los cromatogramas correspondientes
presentan nuevos picos en una zona proxima al cloruro de bencilo. Por otra parte,
la acidez libre, que se valora volumétricamente, conduce a pensar en la presencia
de derivados del cloruro de bencilo como el alcohol bencilico. Sin embargo,
conjuntamente con éstos pueden existir compuestos residuales procedentes de
impurezas de las materias primas. El cloruro de bencilo comercial puede contener
un méaximo de benzaldehido de un 0,1%, lo que suboﬁdﬁa para una disolucion de
BAK al 50%, un méximo de 0,02%. Por ¢llo se inyectan disoluciones patréon de
alcohol bencilico y benzaldehido, en las mismas condiciones, observando que los
tiempos de retencién coinciden con el primer pico después del volumen muerto a
1,9 min y con otro de los picos 2,2 min, respectivamente, encontrados en las

muestras de BAK.

Otro pardmetro a optimizar es el disolvente utilizado para solubilizar las

muestras. Aunque €l método inicial recomienda agua, tanto el cloruro de bencilo
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como los derivados poseen una solubilidad alta en acetonitrilo pero no en agua.
Sin embargo la serie homdloga del BAK presenta una pobre resolucién
cromatografica cuando se disuelve la muestra en acetonitrilo que mejora
notablemente al hacerlo en la fase mévil (figura IV-3 ). Por otra parte, teniendo en
cuenta que los primeros picos de las impurezas eluyen con un factor de capacidad
bajo, es decir, estan cercanos al tiempo muerto parece que la fase movil es la

eleccion mas acertada ya que se eliminarian picos de absorcién producidos por el

disolvente.
ClZ
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Figura IV-3. Cromatogramas de cloruro de benzalconio al 50% en agua disuelto en:

(A) Acetonitrilo y (B) Fase mévil (45% de eluyente acuoso/55% acetonitrilo). La
concentracién de la disolucién inyectada es de 10 mg mL™' sobre la base anhidra.
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El siguiente ajuste de condiciones tendra que ir a una confirmacién de los
residuales mediante un analisis de pureza de pico con un detector de fotodiodos y
la eleccion de la longitud de onda de trabajo en funcion de los méaximos de
absorcion. Los residuales presentes en las muestras se confirman como alcohol
bencilico y benzaldehido. Los espectros de absorcién muestran las siguientes

caracteristicas en el intervalo de 200-380 nm (figura IV-4):

= El alcohol bencilico tiene un maximo entre 210-220nm, la absorcion entre

220-270 es muy baja y a partir de 270 no absorbe.

= EI benzaldehido exhibe la maxima absorcion entre 245-250nm, con otros

dos méaximos pequefios sobre 210nm y 280nm y a partir de 300 no absorbe.

= El cloruro de bencilo presenta un maximo sobre 220nm y no absorbe a

partir de 240nm.

= Los homodlogos del BAK poseen dos méaximos, el mayor sobre 220nm y
otro sobre 260nm. Como era de esperar no se aprecian diferencias entre los

espectros de las tres cadenas alquilicas (Ci2, Ci14y Cig).

A la vista de los datos espectroscopicos de todos los compuestos se elige una
longitud de onda de compromiso de 220 nm cercana a los maximos del cloruro de
bencilo, cloruro de benzalconio y alcohol bencilico y algo mas distanciada de la

optima para ¢l benzaldehido.
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BAK

H

g

Absorbancia (UA)

Absorbancia (UA)

Absorbancla (FA)

0.2

Absorbanda (UA)

a

Figura IV-4, Espectro de absorcién UV del alcohol bencilico en BAK en el intervalo
UV, 200-380 nm : (A) Alcohol bencilico, (B) Benzaldehido, {(C) Cloruro de bencilo,

(D) homologo C;;.

El método de separacién en isocratico puesto a punto se aplica a muestras de

BAK sintetizadas con cloruro de bencilo de distintos proveedores pero también

con alquildimetilamina de diferentes lotes y en algunos aparece una impureza que

con un tiempo de elucidén ligeramente superior al cloruro de bencilo queda

parcialmente solapada con éste, y dificulta su cuantificacion.
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Aunque fue posible separarla modificando las condiciones isocraticas, los
propositos iniciales de la optimizacion: separacién de cloruro de bencilo y
homélogos en un periodo corto de tiempo, no se poedian cumplir en su totalidad

puesto que los tiempos de analisis eran demasiado largos.

5.3. Separacion de impurezas y seleccion de las condiciones de eluciéon en

gradiente

El cloruro de bencilo con un 45% de tampon acetato/ 55%acetonitrilo
eluye en 2,7 min y la impureza sobre 2,9 min. Si se disminuye ¢l porcentaje de
acetonitrilo en la fase moévil, la retencion del cloruro de bencilo es mayor (3,6 min
para 45% de acetonitrilo) y el de la impureza no identificada también (3,9-4,0
min). Sin embargo el incremento sufrido por ambos compuestos no es igual por lo
que la selectividad entre los dos aumenta y para un 60% de tampon
acetato/40%acetonitrilo, a la concentracién de los residuales, tenemos una buena
separacion. No obstante, en estas condiciones se retrasa la elucion de los
homologos y se empobrece su resolucion y para una correcta separacion del

cloruro de bencilo el tiempo de analisis ha aumentado en 10 min.

Por ello se estudian otros parametros que influyen en la separacion de cadena
homologa del BAK como pH y la concentracion de tampon. Ninguno de los dos
deberia tener efectos apreciables en la separacion del cloruro de bencilo y la
impureza, por lo que pueden ser factores a considerar para resolver tiempos de

analisis mayores a causa del retraso de los homdlogos.

Si se disminuye el pH de la fase mévil hasta pH=4 con acido acético, a la

longitud de onda de trabajo, la linea de base es mas inestable y empeora la
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separacion de los residuales. Con pH mayores del inicial, pH=7, la retencion es

mayor para los homdlogos del BAK.

En lo que respecta a la concentracion de tampén, se ensayan 0,06 y 0,12M
para la relacion optimizada de 55%agua-45%acetonitrilo (tabla IV-2). La
tendencia es que al aumentar la concentracién del tampén disminuya la retencion
y mejore la resolucién, no obstante la inicial 0,1 M estd muy cercana en el limite
de los valores de concentracion de tampon recomendables para trabajar en HPLC
ya que un uso continuado puede producir problemas de precipitaciones y

obstrucciones en el sistema cromatografico.

Tabla IV-2. Variacion del factor de capacidad en funcién de la concentracion del
tampdn acetato sédico con una relacién tampdn agua/acetonitrilo de 55/45 y pH=S.

Factor de capacidad | Concentracién de tampén
& 0,06M  0,10M 012M
Cloruro de bencilo 1,5 1,4 1,4
Impureza 1,6 1,6 1,6
Homédlogo C1, 7,0 5,9 5,2
Homologo Cy4 11,5 9,8 8,2
Homélogo Cye 17,9 15,3 12,5

En resumen, el parametro que juega un papel decisivo en el objetivo
planteado es la relacién agua/acetonitrilo y por los efectos contrapuestos
expuestos con anterioridad parece necesario el empleo de una elucién en

gradiente.

En la elucion en gradiente se toma como punto de partida la etapa
1socratica optimizada para el cloruro de bencilo y la impureza. Se toma 55/45

como primera etapa {comun para los tres gradientes ensayados) porque aunque la
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selectividad es menor que en 60/40, es suficiente y tiene la ventaja de que los
homdélogos presentan menores tiempos de retencion. La segunda etapa del
gradiente, que se construye con elucion isocratica, debera incluir un aumento de la
cantidad de acetonitrilo para eluir el BAK mdas rapidamente, asi se ensayan
relaciones de 50/50 a 40/60 siendo necesaria esta tltima para que el Ci¢ cluya en
un tiempo menor de 15 min. El resumen de los gradientes ensayados se recoge en

la tabla IV-3.

Tabla IV-3. Gradientes 1, 2 y 3 ensayados para columna Lichrosorb® con los
porcentajes de la fase A (CH,COONa 0,1M, pH=5) y de B (acetonitrilo).

¢ (min) A (%) CH;CN (%)
0 55(1,2,3) 45(1, 2, 3)
2,5 55(1,2,3) 45(1,2, 3)
5,5 50 (1), 45 (2), 40 (3) 50 (1), 55 (2), 60 (3)
12 50 (1), 45 (2), 40 (3) 50 (1), 55 (2), 60 (3)
15 55 (1, 2 3) 45(1, 2, 3)

*Entre paréntesis se indica el mimero de gradiente o gradientes.

Los gradientes programados con las dos etapas isocraticas producen una
caida en la sefial de la linea de base desde el minuto S (tiempo en el que ya han
eluido los residuales) hasta el minuto 20. Por ello se ha realizado una
compensacion del blanco en todos los cromatogramas. Al no afectar a los
compuestos que se cuantifican no se ha observado ningin problema de

reproducibilidad.

Los factores de capacidad obtenidos para todos los compuestos en las
distintas condiciones ensayadas se muestran en la tabla IV-4. Los otros residuales
estudiados, benzaldehido y alcohol bencilico sufren aumentos en la retencion mas

pequefios que el cloruro de bencilo que no afectan a la separacién ya conseguida.
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Tabla IV-4. Variacién de los factores de capacidad en funcién de dos eluciones
isocraticas y tres en gradiente.

Factor de capacidad Isocratico’ Gradiente

(k) 55%A/45%B  60%A/40%B | 1 2 3
Cloruro de bencilo 1,4 1,8 1,5 1.5 1,5
Impureza 1,6 2,1 1,6 1,7 1,6
Hombologo Cy; 5.9 8.5 5,4 54 5,2
Homoélogo Cy4 9,8 15,7 7.9 7.5 6,7
Homélogo Cye 15,4 nm.” 11,7 97 81

"Fase A:CH;COONa 0,1M, pH=5 y de B: Acetonitrilo.

*n.m. = no medido

Pese a que en ¢l gradiente 3 los tiempos de analisis ya son equiparables a las
condiciones isocraticas, entre la primera parte del cromatograma donde eluyen los
residuales y la segunda donde eluyen los homdlogos hay un intervalo de cinco
minutos. Para solucionarlo se acorta el tiempo de introduccion de la segunda etapa
isocratica al minuto 3. El intervalo de este ultimo gradiente (3min) daria un
margen de confianza en el caso de que algunas muestras presentaran niveles de los
homologos de las cadenas mas bajas (Cg-Cig) 0 para otras impurezas relacionadas

con la cuaternizacion.

En este punto, parece obligado preguntarse ;cudl es el mecanismo de
interaccion del cuaternario con las fases estacionaria y movil en la separacion?
GOMEZ-GOMAR y col. (1990) ya habian detectado este aumento de la retencién con
la disminucion del acetonitrilo de la fase movil. La justificacion apuntaba a que al
aumentar la polaridad de la fase moévil por la disminucidon de acetonitrilo, se
producia un aumento de la interacciéon hidrofdbica entre los BAK y el grupo

cianopropil de la fase estacionaria. Estos autores a su vez hacen referencia al
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trabajo tedrico de KIEL y col. (1985) en el que se discute un mecanismo de

interaccién de cuaternarios basado en contribuciones hidrof6bicas e idnicas.

Se ha probado a disminuir la longitud de la columna de 250 a 125 mm
para estudiar a continuacion su influencia en la separacion. Con la longitud de la
columna, se ha incluido otra variante: la forma de la particula que constituye la
fase estacionaria. En la columna de trabajo, Lichrosorb®, el relleno de silice

funcionalizada es irregular; en la Lichrospher®, es esférica.

Para una separacion semejante de la impureza y del cloruro de bencilo en
Lichrospher® se ajusta el flujo a 1 mL min’ y las condiciones isocraticas a

tampdn/acetonitrilo 60:40 y se ensayaron tres gradientes (tabla IV-5).

Tabla IV-5. Gradientes 1, 2 y 3 ensayados para columna Lichrospher con los
porcentajes de la fase acuosa A (CH;COONa 0,1M, pH=5) y de B (acetonitrilo).

Gradiente 1 Gradiente 2, 3
t(min) A(%) B(%)| t(min) A(%) B(%)
0 60 40 0 60 (2, 3) 40 (2, 3)
15 55 45 2,5 60 (2, 3) 60 (2, 3)
20 60 40 55  55(2),45(3) 45(2),55(3)
12 55(2),45(3) 45(2),55(3)
15 60 (2, 3) 40 (2, 3)

Para el gradiente 1, los tres homdlogos eluyen entre 8 y 20 min e
introduciendo una etapa isocratica desde el minuto 5 el tiempo total solo se acorta
3 minutos (gradiente 2). En el gradiente 3, manteniendo la primera etapa y
aumentando, como ya se habia hecho en Lichrosorb, 15 unidades la proporcién de
acetonitrilo se consigue una separacién en 13 minutos equivalente a la obtenida

con la columna de trabajo.
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La comparacion de los resultados obtenidos en muestras de sintesis de
laboratorio indican que los picos de la serie homologa son mis anchos y estdn
peor resueltos en Lichrospher que en Lichrosorb, sobre todo para Ci; y Cig

(figura IV-4).
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Figura IV-5. Cromatogramas de BAK procedentes de sintesis en elucién en
gradiente: {A) Lichrospher-CN 125x4mm, (B) Lichrosorb-CN 250x4mm. 1. Alcohol
bencilico, 2. Benzaldehido, 3. Cloruro de bencilo, 4. Impureza no identificada, 5.
Homélogo C;,, 6. Homélogo C,4, 7. Homoélogo C¢.

Por tanto el gradiente 3 en Lichrospher (125 mm) sera vilido pero se elige

Lichrosorb (250 mm) debido a la mejor resolucion de los picos.
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5.4. Anilisis cuantitativo: Precisién, rango lineal y limite de deteccion y

cuantificacion

La precision para cloruro de bencilo se evalia a dos concentraciones,
elegidas entre los niveles més habituales en las muestras, resultando los siguientes
coeficientes de variacion (10 repeticiones) de 0,23% y 1,6% para concentraciones
de 28 pgmL™! y Llpg mL"'. La precision para los compuestos derivados se ha
realizado a una tinica concentracién y los resultados de 1,8% a 9,8pg mL™' para el
benzadehido y de 1,7% a 3,8ug mL™ para el alcohol bencilico, indican que son

satisfactorios.

Para la cuantificacion, se utiliza €l método del patron externo con patrones
comerciales de los tres compuestos a cuantificar. Asi, se establece el rango lineal
entre concentraciones conocidas de patrones y las alturas de los picos resultantes
en ¢l cromatograma. Se elige la altura en vez del area como medida del pico
cromatografico al conseguir en el cromatograma, picos agudos y estrechos del
cloruro de bencilo y derivados, no observando merma ni valores anormales de la

precision para esta técnica.

Los rangos de concentracion estan referidos a las disoluciones introducidas
en el sistema cromatografico con 20ul. de inyeccion. Los puntos experimentales
que son la media de al menos dos inyecciones por cada patrén, se ajustan
mediante regresién por minimos cuadrados obteniéndose las ecuaciones que se
indican en las tabla IV-6, con coeficientes de regresion >0,9980. La linealidad se
estudia, tanto en régimen isocratico como en gradiente, para todos los compuestos

y a cinco niveles de concentracion.
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Tabla IV-6. Parametros del analisis cuantitativo en los dos modos de elucion
optimizados: isocratico y gradiente,

., Rango lineal
=a+
Compuesto Elucién (g mL™) y=atbhx

Cloruro de Isocratica 0,9-70 a=2019,5; b=1370

bencilo Gradiente 0,4-70 a=930, b=1112

, Isocratica 0,8-60 a=762, b=637

Benzaldehido | Gragiente 0,8-10 a=101, b=638

Alcohol Isocratica 0,8-60 a=2560, b=324

bencilico Gradiente 0,8-1 0 a=2908, b=176

Las condiciones de elucion son las descritas en el apartado de condiciones
cromatograficas (condiciones A y B).

Ademas se calcula ¢l limite de deteccion y cuantificacién para el clorure de
bencilo con el método propuesto por MILLER y MILLER, 1988 que emplea la parte
de la recta de calibracién cercana al origen. El limite de deteccion y cuantificacion
se recogen en la tabla IV-7 mostrandose también la concentracion que

representarian referidas a una muestra de BAK.

Tabla IV-7. Parimetros para el anilisis cuantitativo del cloruro de bencilo (CIB).

CIB CIB en BAK
LD (pg mL™) 0,076 3,8
LC(ng mL™) 0,25 . 125

6. APLICACION DEL METODO CROMATOGRAFICO EN LA SINTESIS
DEL BAK

Los dos primeros objetivos marcados al comienzo del trabajo: la
determinacién de cloruro de bencilo residual y el analisis conjunto de éste con la
serie homologa del cloruro de benzalconio estan cumplidos. Se intenta zhora

establecer las condiciones de sintesis mas favorables para la eliminacién del

165



Andlisis del agente cuaternizante residual .....BAK

cloruro de bencilo en €l menor tiempo posible y el estudio de los subproductos
formados. Con este propdsito se realiza un seguimiento de la cinética del alcohol
bencilico, benzaldehido y cloruro de bencilo considerando los siguientes
parametros de la reaccion: presencia de un catalizador inorganico, exceso de la
amina terciaria, longitud de la cadena alifatica de la amina y disolvente en el que

se lleva a cabo la reaccion.,

La reaccion transcurre en dos etapas, en la primera tiene lugar la formacion
del cuaternario en mas de un 90%, en una mezcla no homogénea producto de la
insolubilidad de los reactivos en agua. Es una etapa muy rapida que tiene lugar
aproximadamente de 20 a 45 min desde que comienza el calentamiento hasta que
se alcanza los 80°C. La segunda etapa en la que se realiza ¢l seguimiento del
cloruro de bencilo residual, comienza cuando la disolucién esta transparente, una
vez que con la exotermia de la reaccién la temperatura sube a 80°C. Es una etapa
mas larga que la primera y es aqui donde se estudian los efectos de las variables de

la reaccidn antes mencionados.
6.1. Consideraciones previas

Sintesis de BAK

Una mezcla de alquildimetilamina (110 g; 0,49 mol), cloruro de bencilo (62
g: 0,49 mol) y 172 mL de agua o alcohol isop@y/iligo_se calienta a 50°C. Cuando
se alcanza esta temperatura, se para el _;égntamicnto y la temperatura aumenta
hasta a 80°C debido a la exotermia de la reaccidén. A esta temperatura, la mezcla
se vuelve transparente y se toma la primera muestra para el estudio de la cinética.
La reaccion se mantiene a 80°C y se toman variqs muestras, a diferentes intervalos

de tiempo, hasta que ¢l cloruro de bencilo se consume totalmente. Se verifica
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(diferentes inyecciones realizadas en varios dias) que la reaccion se detiene

cuando las muestras se diluyen a la concentracion del analisis.

6.2. Sintesis en disolucién acuosa al 50% en presencia de un catalizador

inorginico

Como el compuesto estudiado, el cloruro de benzalconio, se forma con un
mo! de cada uno de los reactivos que intervienen en la sintesis (la amina terciaria y
el cloruro de bencilo) se realiza la primera sintesis con esta relaciéon molar y al

50% de disolucién acuosa, al ser ésta una concentracion comercial muy habitual.

La primera etapa se lleva a cabo en 20 minutos estando la mezcla
practicamente transparente a 74°C. En la segunda fase una vez alcanzadas la
transparencia y la temperatura de 80°C se toma la primera muestra y, otras dos
después de transcurridos 30 y 60 min, respectivamente y a continuacion se toman
a intervalos regulares de una hora durante cinco horas (figura IV-6). La ecuacion
cinética de segundo orden a la que han sido ajustados los datos de cloruro de
bencilo con catalizador y exceso de amina es de la forma:

= flj-AA;,—Cxt) + Residual

donde ¢ es el tiempo, Y es la concentracion de cloruro de bencilo detectada, 4
representa los valores iniciales del cloruro de bencilo, C es la constante de
velocidad de reaccion y el residual una constante con dimensiones de

concentracion.

La separacion cromatografica se lleva a cabo en régimen isocratico y
paralelamente al analisis cromatografico se determina por €] método volumétrico

la alcalinidad expresada como amina libre (tabla IV-8).
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Tabla IV-8. Evolucién de la alcalinidad expresada como amina libre (método: UNE
55712:1982) durante la formacién de BAK en las siguientes condiciones: disolucién
acuosa al 50%, sin catalizador y en relacién molar clorure de bencilo/alquilamina
(1:1).

t (min) 0 30 60 130 180 240 300
Alcalinidad (%) nc. | 0,31 ] 0,13 | 0,056 | 0,046 n.d. n.d.

n.c=no cuantificado y n.d=no detectado

El agente cuaternizante ajustado a una ecuacién cinética de segundo orden
tiene una velocidad lenta de desaparicion y al cabo de cinco horas aunque se

encuentra en niveles de pg mL" tiene un valor de 800.
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Figura IV-6. Cinética de eliminacién del clorure de bencilo durante la sintesis del
BAK al 50% en agua en ausencia de catalizador.
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El benzaldehido se ajusta a una ecuacion cinética de primer orden Y= A4
exp (-kx) + Resid donde A=-161,2 ; k= 0,02192 y Resid=243 4. El contenido total
en ¢l producto final inferior es 250 pug mL™ y su variacién que durante Ia cinética
no alcanza los 100 pg mL", no estd afectada en la fase final por los bajos niveles

de amina.

El comportamiento del alcohol bencilico durante 1a reaccidn se representa
en la figura IV-7. No se ha podido ajustar a ninguna ecuacién cinética ya que
posee una subida lineal al principio, se estabiliza en ¢l medio y vuelve a subir
cuando el método volumétrico ya no detecta amina libre. Se podria pensar que, el
aumento del alcohol bencilico en la ultima hora sea debido a que el cloruro de

bencilo libre no tiene amina terciaria para reaccionar.
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Figura IV-7, Cinética de formacién del alcohol bencilico durante al sintesis del BAK
al 50% en agua en ausencia de catalizador.
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En suma, el cloruro de bencilo se elimina de forma lenta por lo que seria
conveniente optimizar la cinética. El benzaldehido presenta niveles bajos v
controlables, y el alcohol bencilico puede encontrarse en niveles superiores al

0,1%.

La presencia de un catalizador basico puede posibilitar la formacién del
cuaternario. Se prueba carbonato sddico en concentraciones en torno al 0,1% y se
realiza un seguimiento cromatografico de la reaccion en su ultima fase, para
comprobar, como afecta esta sal inorgénica en la eliminacion del cloruro de
bencilo y en la formacion de sus derivados. Para ello se realizan dos sintesis al
50% en agua con cantidades de catalizador de 0,10 y 0,15% manteniendo la

relacién molar amina terciaria/cloruro de bencilo en 1:1.

La evolucion del cloruro de bencilo durante las dos sintesis se representa
comparativamente con la llevada a cabo sin catalizador en la figura IV-8. Los
resultados obtenidos pueden resumirse en que, los 800 pg mL™” de cloruro de
bencilo a las cinco horas sin catalizador, son 50 con un 0,1% de carbonato sédico
y ya no se detecta el cloruro de bencilo a las cuatro ht;ras para un 0,15%. Este
efecto tan significativo del catalizador sobre ¢l agente cuaterrgxizante explica su uso
y el hecho de que esté afectada la velocidad de eliminacién por la concentracion
del catalizador parece indicar que éste interviene en la etapa determinante de la
reaccion, formando parte del intermedio. La accidén del carbonato de sodio sdlo

seria posible en sintesis acuosas debido a su insolubilidad en alcoholes.
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Figura I'V-8. Cinéticas de eliminacién del cloruro de bencilo, en ausencia y presencia
de catalizador (0,1 y 0,15%), durante la sintesis del BAK al 50% en agua.

En cuanto a los subproductos (figura IV-9), el benzaldehido presenta un
comportamiento similar para las tres sintesis ajustandose a una ecuacion cinética
de una monoexponencial de primer orden. Los valores cuantificados aumentan
paulatinamente durante la fase de reaccion estudiada y finalmente alcanzan
valores alrededor de los 240 pg mL™. El alcohol bencilico tiene una evolucién
distinta en las reacciones con y sin catalizador. Cuando esta presente el
catalizador, los valores suben ligeramente para tender a valores asintoticos sobre
600 pg mL" y se ajusta a una ecuacién monoexponencial de primer orden. Por lo
tanto el catalizador también ayuda a minimizar y controlar la reacciéon de

formacion del alcohol bencilico.
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La impureza no identificada que eluye muy cercana al agente cuaternizante

presenta niveles muy bajos y puede ser separada en la base del pico del cloruro de

bencilo.
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Figura IV-9. Cinéticas de cloruro de bencilo, benzaldehido y alcohol bencilico en
presencia de un 0,15% de catalizador, durante la sintesis del BAK al 50% en agua.

Paralelamente al analisis cromatografico se determina por el método
volumétrico (UNE 55712:1982) la alcalinidad expresada como amina libre y los

valores obtenidos se representan en la tabla IV-9.
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Tabla IV-9. Evolucion de la alcalinidad expresada como amina libre (método: UNE
55712:1982) durante la formaciéon de BAK en las siguientes condiciones: disoluciéon
acuosa al 50%, con ausencia y presencia de catalizador y en relacién molar cloruro
de bencilo/alquilamina (1:1).

tmin)| 0 | 30 | 60 | 130 | 180 | 240 | 300

Catalizador
Alcalinidad 0,0% nec |0,31 | 0,13 | 0,06 | 0,05 | nd. | nd.
(%) 0,10% 3,78 10,74 | 0,51 | 0,41 ] 0,35 | 0,36 | n.c.
0,15% 0,93 10,75 0,59| 0,55 [ 0,49 | 0,47 | 0,44

n.d= no detectado y n.c.=no cuantificado

6.3. Sintesis en disoluciébn acuosa al 50% y con exceso de la

alquildimetilamina

Si se cotejan las sintesis llevadas a cabo a partir de la cantidad equimolar
de reactivos con las realizadas a esta misma relacion molar pero con catalizador,
se observa que, correlativamente con la mayor velocidad de eliminacion del
cloruro de bencilo en las reacciones catalizadas, éstas mantienen valores de
alcalinidad que tienden a un valor constante, producido por la alcalinidad aportada
por el catalizador. Asi se plantea que si una alcalinidad residual originada por
pequefios excesos del reactivo basico, la alquildimetilamina, ejercerd efectos
semejantes a los del catalizador. Se ensayan tres relaciones molares 1:1,01; 1:1,02;

1:1,03 a la concentracion del 50% en agua.

En la figura IV-10 se muestra el efecto del exceso de amina en la cinética

del cloruro de bencilo a las tres relaciones molares ensayadas.

Con la relacion molar 1:1,01 se¢ alcanza un tiempo de eliminacidn
ligeramente menor que el mejor tiempo optimizado en presencia del catalizador
(cuatro horas) y se mejora ampliamente con la relacién molar 1:1,02 en una hora y

media. Incluso para la dltima relacidén probada, 1:1,03 una hora fue suficiente; si
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bien este exceso de amina provoca un aumento fuerte en la alcalinidad final del
BAK formado. Debido a que los excesos de amina libre en el cuaternario estan
limitados en algunas farmacopeas, como la europea, la relacion molar de 1:1,02

fue la elegida como la mas adecuada.

Resulta en consecuencia, que el exceso de amina tienen una repercusion
mayor que el catalizador sobre la velocidad de eliminacién del cloruro de bencilo.
No obstante, los valores de alcalinidad residual (tabla IV-10) son mayores en las
condiciones 1,02 y 1,03, en las cuales los tiempos se reducen drasticamente con

respecto a los obtenidos con el uso del catalizador.
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Figura IV-10. Influencia del exceso de amina en la eliminacion de cloruro de bencilo
durante la sintesis del BAK al 50% en agua.
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Tabla IV-10. Evelucion de la alcalinidad expresada como amina libre (método: UNE
55712:1982) durante la formacién de BAK en las siguientes condiciones: disolucién
acuosa al 50%, sin catalizador y en relaciones molares clorure de
bencilo/alquilamina (1:1,01; 1:1,02 v 1:1,03).

Relaci6én 1:1,01
t {min) 0 30 60 90 180 | 240 | 300
Alcalinidad (%) | 3,59 | 0,60 | 043 | 0,40 10,34 (0,36 0,34
Relacion 1:1,02
t (min) 0 i0 15 20 40 | 60 | 80 | 100
Alealinidad (%) | 9,64 | 1,00 | 0,80 0,76 | 0,71 0,71 | n.c. | n.c.
Relaciéon 1:1,03
t (min) 0 15 30 50 75 | 100 | 120
Alealinidad (%) | 6,50 | 1,33 | 1,01 | 0,97 | 0,93 0,90 0,92
n.c.= no cuantificado

Aunque €l valor del tiempo como indicador de la eficacia de un proceso
industrial ha sido comentado en otros capitulos, en este método concretamente no
se considera el tiempo de analisis sino el tiempo del proceso asociado a una
calidad obligatoria del producto desde una perspectiva sanitaria. La optimizacién
del tiempo del proceso condicionada a la eliminacion del cloruro de bencilo
realizada en una sintesis del laboratorio no es directamente extrapolable al proceso

industrial a escala de toneladas pero si permite detectar las variables criticas.

A la vista de las ecuaciones obtenidas para las relaciones ensayadas (figura
IV-10), se observa que a medida que aumenta el exceso de amina de 1,01 a 1,03
hay un incremento de la constante de velocidad de 1,79.10° a 2,9.10°. El primer
punto de la curva al que se le asigna t=0 se toma en el momento que se alcanza los
80°C y la disolucion es transparente y homogénea y en donde la pendiente de la
~curva es muy grande por lo que pueden existir imprecisiones que serian la causa

de la obtencion de un término de concentracion negative en la ecuacion.
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Solamente en la reaccidn sin catalizador con valores residuales superiores a 500

Mg mL’ presenta un residual positivo.

En estas tres sintesis se¢ ha efectuado la separacion con los dos métodos
optimizados, elucidén en isocratico y gradiente. El primero se ha aplicado a la
sintesis con relacion 1:1,01 pero para las otras relaciones, la impureza que solapa
parcialmente el cloruro de bencilo ha obligado el uso de la elucién en gradiente
para la cuantificacién. En principio, la aparicién de la impureza podria estar
asociada a distintos lotes de cloruro de bencilo ya que la primera sintesis esta
realizada con un lote distinto de esta materia prima al usado en las otras dos. No
obstante, sin la identificacion de los picos seria poco riguroso hacer aseveraciones
sobre el origen de éstas. El comportamiento en la reaccion de la impureza es una
disminucion a lo largo de la cinética para desaparecer junto con el cloruro de
bencilo y la deteccion de una segunda impureza al final de la cinética, cercana al

cloruro de bencilo que permanece en el producto final.

El BAK sintetizado en las tres condiciones descritas contiene cantidades de
los subproductos, benzaldehido y alcohol bencilico inferiores a los 500 ug mL™ a
excepcién de la 1:1,01 en la que el alcohol bencilico alcanza los 800 pg mL™.
También en las reacciones con el catalizador se observa que valores bajos de
alcalinidad propiciaban aumentos en la concentracion de alcohol bencilico. No se
han podido establecer otras correlaciones entre el exceso de amina y la formacion

de los subproductos.
6.4, Efecto de la cadena alquilica en la velocidad de la sintesis

La alquildimetilamina cuaternizada para la eclaboracién del cuaternario

presenta un amplio margen en la composicién de sus homodlogos que viene
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definido en sus especificaciones comerciales. La amina usada en este trabajo
puede tener unos porcentaje de Cj; entre 63-75%, C4 entre 24-30% y Ci4, con un
5% como maximo. Pero existen otras alquildimetilaminas comerciales que al
poseer un “corte coco”, es decir una distribucion alquilica similar a la cadena
natural de aceite de coco podrian cumplir también los requisitos exigidos por la
farmacopea y ser usadas por tanto para procesar el cloruro de benzalconio. Por
ello se estudia el efecto de esta variacién en la longitud de la cadenas sobre la
velocidad de eliminacion del cloruro de bencilo para los dos homdlogos

principales, Ci2y Cya.

Se utilizan las condiciones seleccionadas en el apartado anterior (relacidon
1:1,02 a un 50% en agua) usiandose una laurildimetilamina con el homdlogo
Ci2H;5 >95% y una miristildimetilamina con el homélogo Ci4Hie >95%. Para la
laurildimetilamina, en la primera parte de la reaccion, la mezcla se torna
transparente cuando alcanza los 60°C, en lugar de los 80°C habituales para la
cadena alquilica usada en las restantes sintesis. En la figura IV-11 se representan
los datos de eliminacion del cloruro de bencilo, observandose un pequefio
incremento en la velocidad de reaccion al disminuir la longitud de la cadena, asi
para C,4 son necesarias mas de dos horas para eliminar todo el agente

cuaternizante.

Una explicacion a este hecho experimental puede encontrarse en las
propiedades micelares de los tensioactivos que han sido ampliamente estudiadas,
concretamente en su capacidad para constituir agregados microscépicos formados
por un gran numero de moléculas del mismo compuesto que se encuentran en
suspension en un fluido (micelas). KARABORNI y col. (1996) han requerido, para

predecir su comportamiento, un tratamiento termodindmico con modelos que
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describen la micelizacion como un equilibrio multiple o como una transicion de
pseudofase. Se pudo establecer relaciones entre la estructura del tensioactivo y su
comportamiento micelar a través de medidas de parametros como la
concentracion micelar critica. De este modo, las propiedades micelares pueden
estar influidas ademas de por el tamafio de la cadena por la presencia de una
segunda cadena alquilica, grupos funcionales en la cadena, naturaleza del

contraion, etc. (ZANA, 1991).
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Figura IV-11. Influencia de la cadena alquilica en la eliminacién de cloruro de
bencilo durante la sintesis del BAK al 50% en agua.

Los compuestos cationicos en disolventes polares y agua, dependiendo del

numero de dtomos de carbono, poseen una concentracion micelar que en el caso
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de Cz es del orden 1,5.10°M, y para Cy, de 3.10°M (VAN 08 y col., 1993). Luego,
la concentracion de compuesto Cj; que permanece en el seno del disolvente sin
formar agregados es mas alto que en los compuestos que poseen (4. Esto
explicaria también que la transparencia o la incorporacién a la disolucion del
cuaternario se produzca antes en C;; que con cadenas mas altas como las Cy4. Pero
lo mds importante es que, como consecuencia, la reaccion es mas rapida con los
compuestos C;; que Cy4 v por lo tanto la velocidad de eliminacién del agente

cuaternizante también €s mayor.

También en las sintesis de los homologos puros, la separacion se ha realizado
con elucién en gradiente detectindose dos impurezas no identificadas que han 1do
disminuyendo en el seguimiento de la cinética. Los valores de alcohol bencilico y

benzaldehido Hegan a alcanzar los 550 pg mL™.

En el caso del Cj; hay una disminucidn del alcohol bencilico al final de la
cinética y un aumento del benzaldehido siendo los valores finales de éste mayores
que para el alcohol y unos de los mas altos cuantificados en esta aplicacion. Para
el Cy4 el aumento del benzaldehido es menor y hay fluctuaciones en los valores del

alcohol.

Los valores de alcalinidad obtenidos en estas experiencias se presentan en la

tabla IV-11.
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Tabla TV-11. Evolucion de la alcalinidad expresada como amina libre {método UNE
55712:1982) durante la formacion de cloruro de lauralconio (C,;) y miristalconio
(Ci4) en las siguientes condiciones: disolucion acuosa al 50%, sin catalizador y en
relacion molar cloruro de bencilo /alquilamina (1:1,02).

Ci
t (min) 0 20 40 60 80 | 100
Alcalinidad (%) | 6,85 | 0,93 [0,72| 0,66 | 0,64 | 0,60
Cia
t (min) 0 20 40 60 80 | 100 | 120 | 180
Alcalinidad (%) [6,23 | 1,05 10,74 | 0,70 | 0,67 | 0,64 | 0,62 { n.c.

n.c.= no cuantificade
6.5. Efecto del disolvente. Sintesis en medio alcohdlico

Las formulaciones del cloruro de benzalconio comercial puede presentarse
en disolucion acuosa o alcohdlica. En esta 1iltima, para compuestos
exclusivamente de uso sanitario, el contenido de alcohol estd limitado por las
farmacopeas, asi la americana (USP, 1995) establece que el BAK no debe contener
mas de un 10%, la europea (EP, 1985) indica que puede contener alcohol aunque
sin especificar la concentracién y por ltimo la britanica (BP, 1993) sefiala que el

etanol serd el alcohol a utilizar.

Recordando que la reaccidon de formacion del BAK transcurre a través de una
sustitucion nucledfila de la amina terciaria, la velocidad de reaccidn dependera del
disolvente en el que tiene lugar (REICHART, 1988). Parece entonces necesario, una
vez que se han estudiado las variables que afectan a las disoluciones acuosas,
examinar si las condiciones optimizadas en la ecliminacién del agente

cuaternizante son asimismo validas para un medio alcohélico.
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El alcohol ensayado es el isopropilico (IPA} que con el etilico es uno de los
disolventes alcohdlicos presente en las formulaciones. Se usa en una sintesis a
concentracién del 50% para una relacion molar 1:1,02 de cloruro de
bencilo/alquilbencilamina. A diferencia de las sintesis en agua, desde el principio
de_la reaccién se produce una mezcla homogénea y esto suscita que el comienzo
de la cinética viene marcado solamente por la temperatura maxima (80°C)

alcanzada por la exotermia de la reaccion.

En la figura IV-12 se comparan los resultados de las dos sintesis de BAK al
50% y a la misma relacién molar, en agua y alcohol isopropilico. Los resultados
muestran que la velocidad de reaccidn en IPA es apreciablemente menor que en
agua y también que el efecto del exceso de amina es menos importante. De tal
forma que al cabo de cinco horas de reaccién se encuentran atn 90 ug mL" de
cloruro de bencilo. Si se compara con la reaccién en medio acuoso, los tiempos de
reaccién son largos, parecidos a los obtenidos en las primeras sintesis en medio
acuoso sin optimizar. La eliminacién del cloruro de bencilo hasta los limites de
deteccion tendria que realizarse en un tiempo de reaccion superior a las 5 h. A las

20 h de reaccion aun queda cloruro de bencilo.

Otro aspecto interesante en las reacciones en medio alcohdlico es el estudio
de las impurezas identificadas (alcohol bencilico y benzaldehido) y no
identificadas (aquellas que coeluyen cercanas al cloruro de bencilo). De las
primeras es significativo el que no se haya detectado alcohol bencilico,
seguramente porque no hay sustitucién nucledfila sobre el cloruro de bencilo en
medio alcohdlico. El benzaldehido se ha cuantificado con valores sobre 200 ug
mL"' que se consideran constantes a lo largo de la cinética. No se puede asegurar

si el benzaldehido cuantificado procedia del cloruro de bencilo usado como

? ,
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materia prima o se formé paralelamente con el BAK. En cuanto a las impurezas
no identificadas que son las responsables del uso del gradiente en la separacion

siguen detectandose también en [PA.
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Figura IV-12. Influencia del disolvente en la eliminacion de cloruro de bencilo
durante la sintesis del BAK al 50% en agua y en IPA y en relacion molar cloruro de
bencilo/alquilamina (1:1,02).

Se ha realizado una prueba en las condiciones de sintesis que se estan
describiendo (IPA 50%, 1:1,02) con un mismo lote de dimetilalquilamina y dos
lotes de distintos proveedores de cloruro de bencilo. Las diferencias en la
formacion de impurezas, estdn en la presencia de cantidades menores de

benzaldehido y de la impureza que eluye a 4,1 min.
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A continuacion se muestran los valores de la alcalinidad durante la sintesis en

las condiciones citadas (tabla IV-12).

Tabla IV-12. Evolucion de la alcalinidad expresada como amina libre (método UNE
55712:1982) durante la formacién del BAK en las siguientes condiciones: disolucién
en TPA al 50%, sin catalizador y en relacion molar cloruro de bencilo/alquilamina
(1:1,02).

t (min) 0 15 | 35 | 50 | 75 | 110 | 140 | 180 | 240 | 300

Alcalinidad (%) |8,38 (2,67 (1,39 1,09 (0,88 |0,70 [0,64 0,61 |0,56 | 0,54

6.6. Efecto de la concentracién. Sintesis al 50 y al 80% en medio alcohélico

La mayoria de las formulaciones comerciales de BAK en alcohol suelen tener
una concentracién mas alta del 50%. Es, seguramente, las altas viscosidades que
alcanzan las formulaciones acuosas a estas concentraciones, uno de los motivos
del empleo de alcoholes. La dificultad de manejo se minimiza al sustituir €l agua

como disolvente, por alcoholes que proporcionan productos menos viscosos.

Concentraciones del 80% de BAK suelen ser tipicas en las formulaciones asi
que se ensaya la sintesis en alcohol isopropilico a esta concentracion y con €l resto
de las condiciones constantes. Los resultados que se muestran en la figura IV-13
indican que la eliminacién del cloruro de bencilo ain es mas lenta, lo que
corrobora la participacion del disolvente en la reaccion de formacion del

cuaternario.
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Figura IV-13. Influencia del disolvente en la eliminacion de cloruro de bencilo
durante la sintesis del BAK al 80% en IPA y agua/IPA y en relacién molar cloruro
de bencilo/alquilamina (1:1,02).

Con el fin de disminuir el tiempo de eliminaciéon del cloruro de bencilo se

aflade una pequefia cantidad de agua, un 5% en una segunda sintesis al 80% pero

al cabo de cinco horas atin quedan valores residuales del orden de pg mL™.

A continuacion en la tabla IV-13, se indican los valores de alcalinidad

obtenidos durante los ensayos anteriores.
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Tabla IV-13. Evolucién de la alcalinidad expresada como amina libre (método UNE
55712:1982) durante la formacién de cloruro de benzalconio en las siguientes
condiciones: disolucién en IPA y disolucion de mezcla de agua/IPA al 80%, sin
catalizador y en relacién molar cloruro de bencilo/alquilamina (1:1,02).

t (min) 0 | 20 | 40 | 70 | 110 | 160 | 220 | 280
IPA 23,7 12,82 (1,56 11,06 | 0,84 (0,75 (0,72 | 0,70
Agua/IPA 16,49 [1,85 |1,16 | 0,84 | 0,68 | 0,60 | 0,59 |n.c.

Alcalinidad (%)

n.c.= no cuantificado

Si se enfoca el objetivo de calidad perseguido en esta aplicacion: BAK
exento de cloruro de bencilo, desde un punto de vista industrial, una estrategia
(pero no la tnica) tal como una inmovilizacion del producto en el almacén hasta
que no se detecten residuales, podria ser mas factible econdmicamente que un
aumento de las horas de reaccién. Por lo tanto en lugar de seguir estudiando la
cinética en el proceso de sintesis se estudia durante el almacenaje a temperatura
ambiente. El cloruro de benzalconio contiene un exceso de amina que representa
al final de la reaccién una relacién molar agente cuaternizante/amina de 1:35 por

lo que puede que aln a temperatura ambiente continde la reaccion.

Un seguimiento analitico del cloruro de bencilo que no ha reaccionado en el
BAK almacenado a temperatura ambiente indican que la reaccién continua, a los

tres dias restan 10 ug mL" de cloruro de bencilo y los cuatro dias ya no se detecta.

Con respecto a las impurezas identificadas, el alcohol bencilico no se ha
detectado y del benzaldehido se han cuantificado valores mas altos en la sintesis
que contiene un 5% de agua, pero sin superar los 500 pg mL™". Las impurezas no
identificadas, que se han mantenido constantes a lo largo de la cinética, han

condicionado el uso de una separacién con elucion en gradiente.,
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7. CONCLUSIONES

186

El método propuesto permite la separacién simultinea por HPLC de los

homélogos de cloruro de benzalconio, cloruro de bencilo, alcohol bencilico

y benzaldehido usando condiciones de elucién en gradiente e isocratico.

También otras impurezas han sido separadas pero no identificadas.

En el andlisis cuantitativo se obtiene una buena linealidad y precisién para

todos los productos residuales y un aceptable limite de deteccién para el

cloruro de bencilo.

La aplicacion del método a la cinética de los productos residuales en la

sintesis de cloruro de benzalconio permite concluir que:

o

El cloruro de bencilo puede ser eliminado en el transcurso de la sintesis

o en un tiempo de almacenaje a temperatura ambiente.

Un catalizador inorganico y un pequefio exceso de la alquildimetilamina
producen una disminucién del tiempo de eliminacién, si bien el exceso
de amina, a las concentraciones ensayadas, posee una influencia mayor

que el catalizador en el tiempo de eliminacién.

La eliminacion del cloruro de bencilo es mas ripida cuando se
cuaterniza laurildimetilamina que miristildimetilamina, posiblemente

debido al comportamiento micelar.

La reaccion de cloruro de benzalconio en agua es mds rapida que en
alcohol isopropilico. En este ultimo disolvente no se detecta alcohol

bencilico en el BAK.
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o La eliminacién de cloruro de bencilo en alcohol isopropilico es mas
rapida a concentraciones mas altas de disolvente (al 50% es mayor que

al 20%).
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS

En este capitulo se plantea inicialmente un problema de naturaleza similar al
capitulo anterior, en cuadnto que ¢l producto analizado se obtiene por la misma via
sintética pero con la diferencia de que la amina terciaria cuaternizada esta
sustituida con cadenas alquilicas cortas (no mas de dos atomos de carbono en la
cadena mas larga). El compuesto estudiado, el cloruro de trietilbencilamonio
(TEBA) se sintetiza en agua a partir de la amina terciaria, trietilamina y cloruro de

bencilo a concentraciones del 40% o superiores (figura V-1).

_ CHzCH3 (IJHZCHJ +
CH!CHZ-N‘ * Q_CHZ “ CHJCHZ-N-CHZ -Q ]
2 3 éH]CH:;

Trietilamina Cloruro de bencilo Cloruro de trietilbencilamonio
H,;0O
CH;C1 ——» OH-CH, _Q + HCl (B)
Cloruro de bencilo Alcohol bencilico

(CH,-CH,),N+ HCl — = (CH,-CH,),N'HC)

Figura V-1, (A) Reaccion de formacion de TEBA, (B) Reaccion secundaria de
hidrélisis del agente cuaternizante.

Para el analisis del producto comercial, dentro del control realizado en la
planta industrial, s¢ realizan las volumetrias descritas para el BAK en el capitulo
III. Aunque la determinacién de amina y acidez libre son posibles, el analisis del
cuaternario presenta dificultades. La valoracion del cuaternario por el método
clasico de dos fases (ISO 2871, 1972) no es aplicable a cuaternarios de cadena

corta por lo que se realiza una valoracion indirecta del contraién cloruro con un
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electrodo selectivo de aniones lo cual no asegura la determinacion selectiva del

cuaternario.

La necesidad de una determinacion de cloruro de bencilo residual en TEBA
no parece tan critica como en ¢l BAK debido a que no tiene un uso directo en el
campo farmacéutico. Sin embargo, tal como se detalla posteriormente, su
intervencién como catalizador o intermedio de sintesis organicas, hace necesaria

la determinacién, simplemente por razones obvias de manipulacion.

La informacién proporcionada por los anilisis volumétricos aplicados al
producto terminado, indican que la amina libre que no ha reaccionado podia estar
agotada hasta niveles inferiores al 1% y los cloruros generados por la reaccion del
cloruro de bencilo se correspondian a los tedricos. Sin embargo, los valores de
acidez determinados pueden alcanzar el 2%, por lo que parece probable que la
reaccion secundaria de sustitucién nucleofilica del cloruro de bencilo para formar
alcohol bencilico se produjera en mayor extensiéon que en el caso del cloruro de
benzalconio. Asi se confirmaria que el analisis de cuaternario por valoracion

indirecta del contraién es inadecuado para su cuantificacion,

A la vista de los problemas observados, el analisis de TEBA por HPLC se

plantea los siguientes objetivos:

*  Analisis cuali y cuantitativo de un producto comercial con un contenido de

40% o superior en cloruro de trietilbencilamonio en base acuosa.
*  Analisis selectivo y cuantitativo del cuaternario.

* Determinacién del cloruro de bencilo residual y establecimiento de las

condiciones en la sintesis para eliminarlo.

* Determinacion de los subproductos producidos en la cuaternizacion.
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» Evaluacién comparativa de la reaccion secundaria con el BAK.

2. APLICACIONES INDUSTRIALES Y METODOS DE ANALISIS DEL
TEBA

El clorure de trictilbencilamonio es un compuesto de amonio cuaternario
como lo son también una clase importante de tensioactivos, los catiénicos, que
posee numerosas aplicaciones en la Quimica Industrial. Atendiendo a su
composicidn quimica, cabria preguntarse si se trata de un tensioactivo ya que a
pesar de que presenta un grupo polar, carece de la parte hidrofébica (sus cadenas
alifaticas son de cadena corta). Sin embargo, algunos autores (CROSS, 1994) lo
incluyen, junto con €l tributilamonio, en los surfactantes cationicos debido a que
posee propiedades como las de catalizador de transferencia de fase, al igual que
otros compuestos de amonio cuaternario, que estrictamente cumplen la definicién

de tensioactivo (hexadeciltrimetilamonio y el trialquil (Cs-C;g)metilamonio).

Los catalizadores de transferencia de fase son empleados en reacciones en los
que uno de los reactivos estd disuelto en fase acuosa y el otro en fase organica no
miscible con agua. La reaccion tiene lugar en la interfase o en una de las fases
cuando uno de los solutos pasa a la otra fase con ayuda del catalizador. Los
compuestos de amonio cuaternario resultan ser catalizadores selectivos de bajo

coste, que producen un aumento en el rendimiento de la reaccion.

Las reacciones de transferencia de fase en las que TEBA actia como
catalizador son variadas y muchas de ellas pertenecen a la quimica de sectores
industriales tan importantes, por su volumen de produccién y por su repercusion
en la sociedad como el de los plasticos. Asi es usado como catalizador de

transferencia de fase en la manufactura de resinas epoxi (MATH y col., 1994), en
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reacciones de condensacidn, acetilacion, esterificacion, formaciéon de complejos
organometalicos, etoxilacidon de cloroformo (LU y col., 1992). Pero también es
utilizado en otras aplicaciones industriales como en electrodeposicién de metales
(CACHET y col., 1994), en el desarrollo de color en materiales fotograficos
(SHAPKA y col., 1997), como acelerador complementario en la vulcanizacién del
caucho (MATHUR y col, 1996) e incluso como agente descontaminante en la

guerra quimica (destruccion de iperita) (CRONCE, 1996).

Asi como la bibliografia sobre aplicaciones es muy amplia sobre todo en los
afios 90, la referente a métodos de andlisis es mdas bien escasa. En algunas
referencias el TEBA es utilizado como un reactivo analitico, en espectrometria y
HPLC de par idnico para determinacion trazas de metales (LEI y col., 1994) o en
analisis bioquimicos (determinacién de concentracién bacteriana en alimentos...).
Concretamente en cromatografia, el TEBA es usado como reactivo de par i6nico
en la fase movil, en la separacion de otros comphestos de amonio cuaternario
{CROMMEN y col., 1977; LARSON y PFEIFFER, 1983) y también para la separacion de

metales formando complejos (DAS y DAS, 1997).

En los trabajos en los que ¢l TEBA es analizado como compuesto de interés
s¢ han usado un amplio espectro de técnicas: resonancia magnética nuclear
(RMN), electrodo selectivo de iones, cromatografia de capa fina, electroforesis

capilar y HPL.C.

NAMBIAR y col. (1991) en un método que tiene como objetivo principal la
determinacioén de un desnaturalizante, benzoato de denatonio (Bitrex) en muestras
reales de aceite de colza, y en ¢l que usa electrodo selectivo vy tetrafenilborato

sodico como disolucion valorante, analiza ademas sales de amonio cuaternario
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(bromuro de trietilpropilamonio, bencilirimetilamonio, tetrametilamonio y el

cloruro de TEBA) obteniendo buenas recuperaciones, proximas al 99%.

En electroforesis capilar, NIELEN (1993) separa TEBA de otros cuaternarios
de bencilamonio con un capilar d@ueco. Estos capilares pretenden
ser una alternativa a los capilares de silice, en aquellas separaciones de
compuestos, como los catidnicos, que presentan interacciones con las cargas
negativas de los capilares de silice. Asimismo una muestra que contiene TEBA,
cloruro de benciltrimetil- y el benciltributilamonio sirve para comprobar a
MOOLEN y col. (1997), la efectividad de un inyector que permite la inyeccion sin
interrupcion de la corriente. Observan una notable mejora en los limites de

deteccion sobre todo cuando trabajan con electroforesis de correlacion.

También en el estudio de la influencia del electrolito en las distorsiones del
pico, WILLIAMS y col. (1997) hacen uso de la separacion de los tres QUAT: TEBA,
bromuro de benciltrimetilamonio y cloruro de benciltributilamonio. Empleando un
tampon fosfato que contiene una mezcla de cationes (litio y tetrabutilamonio)
varian la concentracion de éstos manteniendo constante la fuerza ionica y miden
experimentalmente los efectos en la forma del pico asi como mediante simulacién

computacional con un modelo matematico.

LIN y col. (1996) abordan uno de los principales problemas que presentaﬁ los
QUAT en electroforesis capilar, como es la formacion de micelas, ensayando
distintos disolventes organicos: acetonitrilo, ﬁetanol, tetrahidrofurano y acetona
como modificadores organicos. Aunque presta especial atencion a la influencia del
pH y la concentracion del tampdén sobre la selectividad y resolucién de los
homologos del BAK, es en el estudio del efecto del acetonitrilo, para romper las

micelas de los cuaternarios, donde se logra una separacion, en menos de 4 min, de
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TEBA y otros ocho cuaternarios: dos de estructura de alquilfenilamonio y los seis

restantes de naturaleza alquilbencilamonio.

La quimica analitica de los cuaternarios que estan implicados en campos de
interés prioritario como el farmacéutico o el bioquimico permite dilucidar,
montitorizando reacciones de interés, el comportamiento quimico de estos
compuestos. El trabajo de BLUHM y LI (1999) enmarcado en el campo bioquimico,
en sistemas de reconocimiento molecular de nucleétidos trifosfatados es un buen
gjemplo. Se ensaya una separacion preparativa de cuaternarios amdnicos y
piridinicos por cromatografia de capa fina basada en una cromatografia de par
16nico. De los seis cuaternarios separados, uno de ellos es el benciltrietilamonio

pero en este caso con el contraiéon bromuro.

A diferencia del BAK, los trabajos que tratan la determinaciéon de TEBA por
HPLC, en lo que se refiere a su analisis en diversas matrices; es poco numeroso.
LARSON y PFEIFFER (1983) lo emplean para la separacion de sales de amonio
cuaternario alifaticas de cadena corta usando deteccién fotométrica indirecta. En
una aportacion colateral, separan TEBA y trimetilbencilamonio (TMBA) a
concentraciones de 1 mg mL”', con columna de intercambio idnico y deteccioén a
254 nm y comparando el efecto de dos sales en 1a fase moévil tales como formiato

amoénico e hidroxido de tetraetilamonio.

CROMMEN (1980) analiza por cromatografia, iones alquilamonio
cuaternario en un soporte de silice formando pares ionicos con 2 naftalensulfonato
sddico. Con ¢l fin de optimizar la separacion, estudia aspectos como la influencia
de la naturaleza del soporte de silice, del volumen de la fase estacionaria, la
adicion de colina y la concentracion de 1-pentanol en el comportamiento

cromatografico de los iones amonio. Una vez optimizadas las condiciones, se
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muestran ejemplos de separacidon de cuaternarios; en uno de ellos €l TEBA

presenta un comportamiento menos hidrofobico que otros cuaternarios con grupos

alquilicos. Pero uno de los puntos de este trabajo mas cercanos a los objetivos

planteados al principio de este capitulo es la asignacién de un pico que aparece en

las muestras de TEBA como triehlamina residual aunque no se explica con

claridad el criterio de asignacion. La trictilamina no absorberia en ultravioleta y su

caracter de amina terciaria haria dificultoso la derivatizacion, asi que la formacion

de un par idénico con un compuesto absorbente parece una solucién acertada.

3. INSTRUMENTACION, MATERIAL Y REACTIVOS

El sistema de HPLC, un Hitachi-Merck consiste en un controlador de
gradientes L-500, una bomba modelo 655A-12, detector de longitud de onda
variable, modelo 655A vy un integrador modelo D-2000.

Las columnas analiticas son LiChrosorb-CN, de dimensiones 250 mm x 4 mm
X 5 um, (Merck) con nimeros de lote 634561 vy 9426796 denominadas de aqui

en adelante columna 1 y columna 2 respectivamente.

Los disolventes y reactivos usados: acetonitrilo, agua, cloruro de bencilo,
benzaldehido y cloruro de benciltrietilamonio, para sintesis fueron
suministrados por Merck, el acetato sodico trihidratado, formiato sddico y
acetato amonico, calidad para HPLC, por Scharlau y el alcohol bencilico, para

analisis, por Panreac.

Filtros de 0,2 um de MSI Separations para el filtrado de disolventes.
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4. SEPARACION CROMATOGRAFICA. MECANISMOS EN LA
SEPARACION DE COMPUESTOS CUATERNARIOS

El método establecido en el capitulo III para la determinacién de residuales
originados en la cuaternizacién del cloruro de benzalconio (el cloruro de bencilo,
benzaldehido y alcohol bencilico) se toma como punto de partida en la separacién
del TEBA (PRIETO y col., 1999). Las diferencias que a priori se podrian encontrar
residen en que €l TEBA no posee serie homdloga y sus cadenas alquilicas son
cortas por lo que es de esperar un comportamiento cromatografico distinto. Por
otra parte, los residuales y los subproductos pueden presentarse en niveles de

concentracion diferentes a los obtenidos en el BAK.

Por lo tanto se comienza por el estudio del comportamiento cromatografico
del cuaternario para después abordar el problema de los distintos niveles de
concentracion de impurezas. Se prueban las dos eluciones (isocratica y gradiente)
propuestas para BAK observando que en los dos casos el TEBA estd poco
retenido por la columna y presenta factores de capacidad cercanos a los productos
residuales. Con elucion en isocratico el TEBA no se separa del cloruro de bencilo
mientras que en modo gradiente eluye entre el alcohol bencilico y el cloruro de
bencilo solapando parcialmente el pico de este tltimo a la concentracién del

cuaternario necesaria para cuantificar los residuales.

Se examinan, partiendo de las condiciones isocraticas como condiciones
iniciales, los factores que influyen en el comportamiento cromatogrifico tanto del
TEBA como de los residuales. En la optimizacion de la separacion se debe tener
en cuenta que en la muestra objeto de analisis estan presentes compuestos neutros,
como los residuales y un compuesto con carga, el cuaternario. Ademas, este

ultimo, como se comentd en el capitulo IV, puede presentar caracteristicas
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especificas que van mas alla de las esperadas para un compuesto con carga. Asi, se
eligen los siguientes factores para €l estudio: la proporcién de acetonitrilo y el pH
de la fase acuosa asi como la naturaleza y la concentracién del tampén. Otro
factor, la concentracion del cuaternario, se incluird posteriormente como
consecuencia de los resultados obtenidos en las pruecbas de separaciéon vy

cuantificacidn.

4.1. Consideraciones previas

Preparacion de patrones y muestra de TEBA

Se preparan disoluciones patrén concentradas (2-3 mg mL") de cloruro de
bencilo, benzaldehido y alcohol bencilico en acetonitrilo. Las disoluciones de
trabajo se diluyen en fase movil, a la concentracion deseada. La disolucion de
TEBA se diluye en fase mévil a la concentracién de 10 mg mL™" sobre la base
anhidra para la cuantificacion de los residuales y 100 pug mL" para los

componentes mayoritarios.

Condiciones cromatogrdficas

Los analisis se realizan en la columna ciano usando como fase mévil 55% de
acetato sédico 0,035M (pH=7) y 45% de acetonitrilo, el flujo es de 1,5 mL min” y
el volumen de inyeccion 20 uL. El cloruro de bencilo y el benzaldehido se
cuantifican a una concentracién de la muestra de 10 mg mL"' y se detectan a 220 y
248 nm respectivamente. TEBA vy el alcohol bencilico se cuantifican a 100 pg mL”
"'y detectados a 210 nm. Los valores del factor de capacidad (k) fueron evaluados

a partir del blanco de tampén.
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4.2. Efecto del porcentaje de acetonitrilo en la fase movil

Se comienza estudiando la influencia que la fuerza del disolvente o la
polaridad de la fase mévil ejerce sobre los componentes de la muestra ya que,
como se verifico en la separacién de los BAK, es un parametro concluyente en la
selectividad entre los tres residuales estudiados vy en la selectividad entre el
cuaternario y los residuales. Para ello se modifica la proporcién de acetonitrilo en
el rango de 45 a 60%, manteniendo constante con respecto a las condiciones
iniciales, el pH, la naturaleza y la concentracién del tampén (0,1M de
NaCH;COO, pH=5). La medida de 1a retencién, expresada como el logaritmo del
factor de capacidad, de todos los compuestos, frente al porcentaje de acetonitrilo

en la fase movil se representa en la figura V-2,

Una de las conclusiones mas obvias es que TEBA apenas se ve afectado en
su retencion por la variacién de acetonitrilo sin embargo ¢l agente cuaternizante y
los subproductos presentan un relacién lineal con pendiente negativa. Esto parece
indicar que un aumento de la apolaridad de la fase movil permite una mayor
interaccion con ¢l compuesto y por tanto disminuye la retencion de éste con la
fase estacionaria. El cloruro de bencilo es el que presenta una pendiente mas alta,
con una disminucién en la retencién desde 45 al 60% de 1,4 a 0,8. En el
benzaldehido la pendiente es menor y en el alcohol bencilico, €l compuesto més

polar, es significativamente mas baja.

La primera variacién observada en el comportamiento de TEBA con respecto
a un cuaternario de cadena larga como el BAK se produce en las diferentes
interacciones debidas a mecanismos hidrofobicos. Al contrario del BAK en el que
¢l porcentaje de acetonitrilo era uno de los pardmetros a considerar para optimizar

la separacion, en este cuaternario de cadena corta parece que la contribucién de la
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interaccion entre las cadenas alquilicas y el grupo ciano de la fase estacionaria

esta minimizada (GOMEZ-GOMAR y col., 1990).

0.25
TEBA (pH=7)
A 4 =
2.0 TEBA (pH=5)
L] - 7 =
= <o
: I
e Benzaldehido
‘/
Alcohol bencilico
Q\o\ﬂ:\<>
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45 50

55 60
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Figura V-2. Influencia del porcentaje de acetonitrilo en la fase mévil sobre la
retencion de TEBA, cloruro de bencilo, benzaldehido y alcohol bencilico.

4.3. Efecto del pH de la fase acuosa en la fase mévil

El pH es un parametro que debe afectar al compuesto cargado y no a las

especies neutras (agente derivatizante y subproductos). En las condiciones

iniciales el pH de trabajo es 4cido, asi que se estudian los efectos en la separacién
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a pH 7. Los resultados experimentales confirman que la retencién del cloruro de

bencilo, benzaldehido y alcohol bencilico no cambia con el pH.

La retencton del cuaternario se ve afectada aumentando de 0,9 a 1,4 desde
pH 5 a 7. Desde un punto de vista mecanistico este efecto podria explicarse debido
a una menor competencia a pH neutro entre la fase mévil y el grupo amonio

cuaternario por €l grupo nitrilo de la fase estacionaria.

Con dos de los parametros estudiados, las mejores condiciones de
separacion entre los residuales y el cuaternario se producen con un 45% de
acetonitrilo. Sin embargo, como se puede observar en la figura V-2, a pH=7 el
TEBA no se separa del cloruro de bencilo y a pH 5 no lo hace del benzaldehido.
Es por tanto mnecesario seguir optimizando con las restantes variables

cromatograficas.
4.4. Efecto de la naturaleza y la concentracion del tampén

El analisis de cuaternarios ha requerido el uso de reactivos de par iénico o
modificadores que disminuyan las colas de los picos cromatograficos y regulen la
retencion. La importancia del contraion del modificador (parte aniénica) ha estado
ampliamente resaltada en la bibliografia (GREVING y col., 1979; DENKERT y col.,
1981), pero el papel del tampén catiénico también ha sido objeto de estudio tanto

en cromatografia de fase inversa como normal (BLUHM y L1, 1999).

En ¢l andlisis del BAK (capitulo IV} se habia utilizado el acetato sédico
para disminuir la retencién de sus homologos; debido a que €]l TEBA presenta una
baja retencién con este tampdn, se prueban otros dos: acetato amédnico y formiato

sddico que tienen en comun con el anterior, el anién amodnico y catién sédico
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respectivamente. Esto permitira estudiar de una forma independiente el efecto que

sobre la retencion del cuaternario ejercen el cation y el anion del tampén.

Al mismo tiempo que se estudia la naturaleza del tampoén, también se
examina el efecto de la concentracion de los tres tampones sobre la retencion del
cuaternario en un rango de 0,01 a 0,1 M para una concentracion de TEBA de 10

mg mL” y pH=7 (figura V-3).

T2

NaCH;COO

6.0 - -

\

3.0

1.9 4

0.0 T T T T T
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

Tampon

Figura V-3. Influencia de la concentracion del tampén sobre la retencién
cromatogrifica de TEBA.
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La conclusién mds general ¢ inmediata es que una disminucién en la
concentracidn de los tampones produce un aumento exponencial de la retencion.
Este comportamiento experimental puede ser explicado con el modelo propuesto
por Bl y col. (1981) y NAHUM Y HORVATH (1981) de un mecanismo dual de
interacciones hidrofébicas (entre el eluato y los grupos siloxanos de la fase
estacionaria) y silanofilicas (entre el eluato y los grupos silanoles). Trabajando con
COMpUEstos que poseen un grupo amino en su molécula, como los cuaternarios, en
los que las interacciones silanofilicas son particularmente importantes, se controla
la repercusion de los grupos silanoles en la separacién por adicién de un
modificador (tamp6n o una amina)} a la fase movil. La interaccién de los
modificadores a alta concentracién con los grupos silanoles de la fase estacionaria

reduce el comportamiento del eluato a un mecanismo basicamente hidréfobico.

KIEL Y MORGAN (1985) amplian y matizan este modelo al considerar ademas
de la retencion, la simetria y por tanto la resolucién del pico de los cuaternarios.
Proponen un mecanismo en €l que se mezclan las tres contribuciones: hidréfobica,
de intercambio idnico con los grupos silanoles que se considera predominaﬁte para
solutos basicos y de interaccion por enlace de hidrégeno también con los grupos
silanoles. Esta dltima seria la responsable de la pobre simetria de los picos en

ausencia de modificadores (figura V-4),

A la luz de estos modelos que explican los mecanismos cromatograficos, la
retencion de TEBA a altas concentraciones de tampén podria estar gobernada por
interacciones hidrofébicas y a medida que disminuye la concentracién del tampén
intervendria en mayor magnitud un mecanismo de intercambio i6nico debido a la

interaccidn del cuaternario con los grupos silanoles libres de la columna ciano.
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Figura V-4. Posibles interacciones de una amina terciaria con la superficie de una
fase inversa. (A) Interaccién hidrofébica, (B) Intercambio iénico y (C) Enlace de
hidrégeno.

St se quiere ahora interpretar la informacidn que proporciona la figura V-3
sobre la influencia de la naturaleza del anidn, se toma una concentracion fija de
tampoén y se observa que el cuaternario estd més retenido con el contraién acetato
en la fase moévil que con ¢l formiato (véase acetato sodico frente a formiato
sbdico). El‘ contraién formiato tiene una interaccién mayor con el cuaternario que
el acetato por lo que las interacciones polares del cuaternario con la fase
estacionaria son menores con el formiato que con el acetato. GREVING y col.
(1979) habian observado también que los factores de capacidad eran mas bajos

cuando el contraion formaba pares i6nicos mas fuertes.

En lo que respecta al catién, a una concentracion dada de tampon, el
cuaternario estd mas retenido con el idn sodio que con el amonio (véase acetato
sodico frente a acetato amodnico). Posiblemente debido a que el idn amonio tiene
mayor interaccién en los sitios polares de la columna que el sodio y por tanto la
mayor ocupacion de los centros polares por parte de los cationes impide la

retencion del cuaternario.
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De SCHUTTER y De MOERLOOSE (1988) que determinan por cromatografia
distintos cuaternarios probando modificadores de fase movil diferentes:
octanosulfonato sédico, cloruro sédico y aménico y perclorato sodico obtienen
también mayores retenciones con el i0n sodio que con el amonio. En ese caso no
observan diferencias entre el anién cloruro y el perclorato pero si fuerte
retenciones con ¢l octanosulfonato sédico. KIEL y MORGAN (1985) estudian el
efecto de la concentracion del i6n sodio en la retencién de una amina terciaria, la

amitriptilina pero no realizan comparativa con otros cationes.

Una vez analizada, independientemente, la influencia del cation y el anién y
habiendo observado que ambos contribuyen a regular la retencion del TEBA, se
podria pensar en evaluar ;cual de ellos gjerce una mayor influencia? Como se ha
discutido en detalle en parrafos anteriores, la figura V-3 muestra que el factor de
capacidad es mayor con el cation sodio que con el amonio, Kya+ > knna+ y con el
anién acetato con el formiato, kepscoo > kucoo', pero ademads que la retencién es
mayor con ¢l formiato sédico que con acetato aménico. A partir de estas tres
deducciones experimentales la respuesta a la pregunta planteada seria por tanto
que el catién tiene una influencia mayor que el anién en la retencién del

cuaternario estudiado.

El estudio de la retencién del cuaternario tenia como finalidad conseguir un
factor de capacidad para TEBA que permiticse una buena selectividad de los
residuales. Este objetivo se alcanza para valores de k mayores de 2 aunque el
analisis de muestras reales parece recomendar, en funcion de algunas impurezas
separadas y no identificadas, un factor de capacidad mayor o igual a 2,5, La
concentracion de tampon necesaria para este valor de k la concentracion es de

0,025M para NH4CH;COO; 0,030M para NaHCOO y 0,035M para NaCH;COO.
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Como la retencion de los residuales no esta afectada por la concentracion ni por la
naturaleza del tampdn, se obtienen tres separaciones equivalentes con los tres
tampones ensayados. Pero cuando la concentracién de cualquiera de los tampones
disminuye, la resolucion empeora tanto para los residuales como para el
cuaternario por lo que la concentracién mas alta es la adoptada y por lo tanto se

elige el acetato sodico para trabajar con €l TEBA.

Reproducibilidad entre columnas. Al estar explotando en la separacion
mecanismos silanofilicos, se estd trabajando con elementos “indeseables o
“residuales” de la funcionalizacion de la fase estacionaria. Los fabricantes en sus
especificaciones més generales aseguran la reproducibilidad de las interacciones
hidrofébicas, pero no suelen facilitar una medida de los silanoles residuales.
(Cabria esperar entonces una buena reproducibilidad de las columnas para esta
separacién? Dicho de otro modo, ;jcomo variara la selectividad conseguida en
distintos lotes para un misma columna y fabricante? Y si existe esta variacion,

{como se puede controlar?

Se han usado en este trabajo dos colummnas Lichrosorb-CN con las
caracteristicas indicadas en la seccién experimental. Con la columna denominada
numero 1 y, cuando estaba a la mitad de su vida, se realizaron los ensayos
representados en la figura V-3 donde se reflejaba la influencia de la concentracion
y la naturaleza del tampon. Revisadas las condiciones optimizadas con la
columna 2 (que se utilizé nueva) se ha encontrado que para valores de k de 2,6 la
concentracion de acetato sodico necesaria es solamente de 0,025M. A la
concentracion de trabajo seleccionada para la primera columna es posible separar
también los residuales del cuatermario con la segunda pero la selectividad

disminuye y por la experiencia con muestras reales parece recomendable alcanzar

213



Analisis del agente cuaternizante residual.. .TEBA

valores de 2,6 (figura V-5). La interpretacion de estos hechos, a la vista de los
aspectos mecanisticos de la separacion, parece radicar en la diferencia de silanoles
libres entre las dos columnas. La segunda tendria menos silanoles y por tanto
necesitaria una concentracion menor para minimizar su influencia o alcanzar un
valor de retencion dado. Sin embargo la reproducibilidad de las interacciones
hidréfobas es buena porque no se observan diferencias en la retencion de los
residuales. Nos quedaria por estudiar el efecto que el envejecimiento de la
columna tiene sobre los silanoles libres y si habria que variar la concentracion del

tampon para obtener resultados idénticos a los iniciales.

8.0
6.0
-

4.0 H

2.0
Lichrosorb™-CN /M '
(Columna 2)

00 T T 1 1

0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

Acetato sodico (M)

Figura V-5. Reproducibilidad de las columnas. Influencia de la concentracion del
tampon en la retencion cromatografica de TEBA.
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4.5, Efecto de la concentraciéon del cuaternario

Por 1ultimo, se ha incluido este ultimo factor, al observar en las pruebas para
la cuantificacion de los residuales y los subproductos en muestras reales, que la
retencién de TEBA se ve afectada, ademas de por el tampén afiadido en la fase
movil (concentracion y naturaleza) por su propia concentracion en la muestra

inyectada.

Asi en la figura V-6 se representa el factor de capacidad del cuaternario
frente a la concentracidn en la muestra, tomando como limite superior en abscisas
la concentracion de cuantificacién en los residuales (44mM) y como limite
inferior una concentracién cercana a la de cuantificacion del cuaternario

(0,44mM).

Esta influencia se prueba para los tampones ensayados a una concentracion
de cada uno de ellos en la que la retencién del cuaternario cuando se inyecta, a
44mM, es equivalente para los tres (0,025M para NH,CH;COO, 0,030M
NaHCQOO y 0,035M NaCH;COO). La disminuciéon de la concentracion en los

limites descritos produce un aumento de k en los tres casos entorno a una unidad.

El tiempo de retencién es uno de los parametros cromatograficos que
caracteriza a un compuesto y a pesar de que estrictamente no puede ser empleado
como criterio de identificacién, si se utiliza en la optimizacién de la separacién
como vaniable dependiente solamente de las caracteristicas de la fase movil y
estacionaria. Sin embargo la dependencia de la retencion con la concentracién ya
estaba recogida en la bibliografia de sales de amonio cuaternario (MCPHERSON Y

RASMUSSEN, 1994).
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Figura V-6. Influencia de la concentracion del cuaternario sobre su retencion
cromatografica para una concentracion 0,025M de NH,CH;COO; 0,035M de
NaCH;COO y 0,030M de NaHCOO.

PARRIS (1980) encuentra para un tensioactivo cationico, el cloruro de
alquilamidoalildimetilamonio, precursor de una sulfobetaina, una disminucion de
k con el aumento de la concentracion del cuaternario en una separacion
cromatografica de fase inversa con reactivo de par i6nico. Representa este efecto
para cuatro reactivos distintos de par iénico (4cido p-toluensulfénico, el 2-
naftalensulfonico y para las sales sodicas del butilbencenosulfonato y el

dodecilbencenosulfonato) observando que el efecto es mas acusado con el acido 2-
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naftalensulfénico. Los reactivos se emplean a distinta concentracion en funcién de
su coeficiente de extincion por lo que es el 2-naftalensulfonico, el que estd en la
fase mévil a una concentracion mas baja. Este hecho sirve para atribuir la

variacién mds fuerte del factor de capacidad a una concentracién baja del reactivo.

Mas tarde otros autores (DENKERT y col. 1981; HELBOE, 1983} vuelven a
describir 1a disminucion de k con el aumento de la cantidad de muestra. Los

”»

primeros trabajan con ‘“‘vacancy chromatography” en la que los compuestos
detectables de la muestra estan presentes en la fase movil; miden disminuciones
de un 2% en el tiempo de retencidén con aumentos en la concentracion de una
muestra catiénica de 2.10° — 2.10* M. El segundo autor confirma en el analisis de
alquiltrimetilamonio de cadena larga que el efecto es mas pronunciado con ciertos

reactivos de par idnico.

Pero son By (1981) y HORVATH y col. (1981) quiénes usan TEBA (con anién
bromuro) para investigar como afecta la adicién de diferentes aminas a la fase
movil sobre el hecho experimental de la disminucién del factor de capacidad de
bromuro de trietilbencillamonio con el aumento de la cantidad inyectada del
propio cuaternario. Se utilizan dos aminas con grupos hidroxilos (la
dimetiletanolamina y ¢l 2- etilaminoetanol) que reducen ¢l efecto v otras dos (la
trietitamina y la isopropilamina), sin funcioén hidroxilo, que consiguen que k sea
independiente de la cantidad de muestra en un rango entre 0-90 pg de TEBA, Este
comportamiento es explicado considerando el bloqueo de los grupos silanoles de
la fase estacionaria por las aminas que impiden la interaccidon de éstos con el
cuaternario. Al estudiar el papel de las aminas a pH 4cido y basico encuentran que
su accion es menos acusada a pH alcalino, justificado segin los autores, por la

ionizacion de los silanoles que provoca una mayor interaccion con el cuaternario.

217



Andlisis del agente cuaternizante residual.. . TEBA

Aunque parece demostrado el papel de los grupos silanoles en los cambios de
retencién con la concentracion, a partir de las conclusiones dadas no parece obvio

concluir por qué por gjemplo 2 ug estan mas retenidos que 200 pg.

Si se estudia con mas detalle la figura V-6, en el rango de concentracién
estudiado del cuaternario, se observa que la variacién de k es menor para el
acetato de amonio que para el acetato y ¢l formiato soédico. Es pues el cation el
que juega un papel determinante en este efecto sin que el anion tenga influencia
tan acusada como ocurria en el estudio de la concentracion. Aunque a bajas
concentraciones se observa una desviacion entre el formiato y acetato sddico, el
acetato tiene retenciones mayores. También, los resultados sugieren que el catién
amonio bloquea en mayor magnitud los grupos silanoles por eso la variacion de k
€s menor y la retencién a concentraciones de cuantificacion es menor que para el
16n sodio. |

A la concentracion a la que se cuantifican los residuales, el TEBA eluye en
un pico que no presenta una distribucion gaussiana sino que es muy asimétrico de
tal forma que el tiempo de retencién se obtiene al principio de la elucion (figura
V-7). Si €l pico fuera simétrico, la retencion seria igual o muy cercana a la que

presenta a concentraciones bajas.

NAWROCKI (1997) en una revision muy completa del papel del grupo silanol
en cromatografia de liquidos, dedica un apartado a los estudios realizados sobre la
influencia del soluto, considerado éste como un compuesto basico, en la
interaccion con los silanoles. Se mide este mecanismo por su efecto en la forma de
pico usando el factor de simetria como parametro cromatografico. Asi en series de
compuestos, al incrementar el pKa del soluto aumentan las interacciones

silanofilicas (VERVOOT y col., 1992). MCCALLEY (1994) encuentra también una
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una fuerte influencia de los efectos estéricos al estudiar el comportamiento

cromatografico de la piridina y 15 derivados alquilicos de ésta.

Absorbancia (UA)
Absorbancia (UA)
Absorbancia (UA)

| LU TR A N N N R B | [ T T T (O U I |
Tiempo (min)

Tiempo {min) Tiempo (min)

Figura V-7. Dependencia de la simetria del pico con la concentracion de TEBA.
Cromatograma de cloruro de trictilbencilamonio a diferentes concentraciones de -
muestra inyectada: (A) 9500 pg mL™, {B) 1900 ug mL" y (C)91 Hg mL™”,

Ademas de la naturaleza del compuesto, se estudia ¢l efecto del tamafio de
muestra sobre la asimetria del pico. MCCALLEY (1994) observa una aumento de la
asimetria en la piridina cuando la concentracién de muestra inyectada varia desde
50 ng a 3,5 pg, y VERVOOT y col. (1992) registran la misma tendenéia en una
droga basica en un intervalo de 0,2 a 2,0 ug. Una interpretacion a este fendmeno

ha sido dada por EBLE y col. (1987) al considerar que se produce una sobrecarga
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en los puntos potenciales reactivos de los grupos silanoles existentes en la fase
estacionaria. Se habla de potenciales porque se constata, para una experiencia con
una columna Zorbax ODS y angiotensina como soluto, que s6lo una parte pequefia

de los silanoles libres presentan reactividad con la muestra.

La asimetria del pico en compuestos aminicos es explicada por KIEL y
MORGAN (1985) por interacciones de enlace de hidrégeno con los silanoles. Sin
embargo el TEBA al poseer los cuatro enlaces alquilicos no tiene posibilidad de
esta interaccion. Tampoco se trata de un compuesto eminentemente basico pH
(10% en agua) = 6-8 , asi que la asimetria parece solamente debida al tamafio de
muestra. Con todo, habria que tener en cuenta la variacién de la retencién y la

asimetria de forma conjunta como la manifestacién de una misma causa.

En el apartado anterior se ha explicado como la concentracién de tampon
empleado sélo bloquea parcialmente los silanoles de la fase estacionaria, con lo
cudl el resto de los silanoles libres interaccionardn con el cuaternario.
Considerando el caso del ién amonio a una concentracién de 100 pg mL™” de
TEBA, es decir, con una carga en la columna de 2 pg (para un loop de 20 pL) el
tiempo de retencidn es practicamente constante; ésta seria la cantidad de muestra
necesaria para bloquear el resto de los silanoles libres. Cuando 1a cantidad de
muestra inyectada es mayor, por ejemplo 200 pg, sélo un pequefio porcentaje
interaccionaria con los silanoles y el resto representarian una sobrecarga que
¢luirian antes de la columna en una distribucién no gaussiana. Esto explicaria
porque el tiempo de retencién se obtiene al principio de la elucién y €l pico
presenta una asimetria tan grande que se reduce a medida que disminuye la

concentracion inyectada.
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4.6. Condiciones finales de separacién

A pesar de que comunmente en la bibliografia se intenta bloquear las
funciones catiénicas del analito para eliminar las interacciones silanofilicas o se
buscan agentes enmascarantes de los grupos silanoles, finalmente en la separacion
objeto de estudio en este capitulo se han utilizado estas interacciones, como ya
habian hecho BLJ y col. (1981) en una separaciéon de péptidos, para regular la
retencidn y conseguir selectividades adecuadas.

Asi uno de los objetivos que se habian planteado: el analisis selectivo del
cuaternario y ¢l cualitativo, en lo que respecta al agente cuaternizante y los

subproductos formados en la cuaternizacion parece cumplido.

Por 1ltimo, las condiciones de separacidén adoptadas son una columna ciano
de relleno irregular de 250 mm x 4 mm y una fase mévil 55% acetato sodico a
pH=7 y 45% de acetonitrilo. La concentracién del tampoén puede oscilar entre

0,025-0,035 M dependiendo de los silanoles libres de la columna.
5. ANALISIS CUANTITATIVO: PRECISION Y RANGO LINEAL

Un aspecto del analisis cuantitativo es la medida de la precision calculada a
la concentracién mdas habitual en las muestras o a varias concentraciones dentro
del intervalo de cuantificacion. Como las condiciones para el cloruro de bencilo y
benzaldehido son muy similares a las propuestas en la matriz de BAK, se estudian

para los componentes mayoritarios.

La precision para el cloruro de trieltilbencilamonio y el alcohol bencilico se

calcula a una concentracién de 80,6 ug mL" y 68 ug mL" respectivamente
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obteniéndose para 10 inyecciones un porcentaje de la desviacién relativa estandar

de 0,8% y de 0,3% respectivamente,

En la optimizacion de la separacion, en el apartado 4.5 se habia examinado la
mnfluencia de la concentracion del cuaternario sobre la variacién del tiempo de
retencién. A la concentracion de cuantificacién se comprueba que el tiempo de
retencion es constante cuando se usa acetato aménico como modificador en la fase
movil y que esta minimizada para el acetato sodico. Al ser este ltimo el elegido
para ¢l andlisis cuantitativo, fue necesario medir la variacién del tiempo de
retencion del TEBA en el intervalo de cuantificacidon obteniéndose un
coeficiente de variacién de 1,6% . Para una concentracion dada, la empleada en la

precisién del area del pico, la variacién del tiempo de retencién es de 0,7%.

Una vez optimizada la separacion de los componentes de interés, para el
analisis cuantitativo serd preciso escoger las longitud de onda de deteccion,
estudiar los intervalos de linealidad y establecer las concentraciones para la

cuantificacién en la muestra.

En €l analisis del BAK, se habia elegido una longitud de onda de
compromiso de 220 nm para el analisis de los residuales de la cuaternizacién. Para
el TEBA, esta longitud es valida en el analisis del cloruro de bencilo residual y del
benzaldehido. Si bien este ultimo tiene un méximo de absorcién a 248 nm que
puede ser usado cuando los niveles en la muestra sean menores de 30 g mL™".
Como en las muestras de TEBA comerciales, los compuestos a cuantificar se
encuentran a diferentes concentraciones y en una misma inyeccién no se pueden
cuantificar simultineamente, para los componentes mayoritarios (cuaternario y

alcohol bencilico) se elige una longitud de onda cercana al maximo de absorcion
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para los dos compuestos, 210 nm. A longitudes de onda mas bajas se acentian los

problemas de estabilizacion de la linea de base.

La concentracion de la disolucién de TEBA, sobre su base anhidra, a la que
son cuantificados todos los compuestos, junto con las longitudes de onda de
deteccion se resume en la tabla V-1. Los componentes mayoritarios se cuantifican

en ¢l centro de sus respectivas graficas de calibracion.

TABLA V-1. Condiciones de cuantificacion para el cloruro de bencilo, benzaldehido,
alcohol bencilico y TEBA.

COMPUESTO Longitud de onda Concentracion

(nm) (mg mL™)
Cloruro de bencilo 220 10
Benzaldehido 220 0 248 10
Alcohol bencilico 210 2
TEBA 210 200"

. .. -1
concentracion expresada en ug mL™.

Los graficos de calibracion que muestran la dependencia lineal de la
concentracién de los compuestos con la altura del pico para el cloruro de bencilo,
benzaldehido y alcohol bencilico y con el area del pico para TEBA se
construyeron para 7 niveles de concentracion para el cloruro de bencilo y
benzadehido, seis niveles para el alcohol bencilico y ocho para el cuaternario (con
una media de al menos dos inyecciones por cada patréon). Las ecuaciones
calculadas en el ajuste por mimimos cuadrados, los coeficientes de correlacion y

los rangos de concentracidn para todos los compuestos se resumen en la tabla V-2.
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TABLA V-2. Parametros del analisis cuantitativo.

Compuesto Rango lineal _ Coeficiente de
(ug mL™) y=a+tbx correlacion

Cloruro de bencilo 0,4-100 a= 615,3; b=1607.8 0,9997
0,3-10 a=-0,56, b=1672,5 0,9998
Benzaldehido 0,7-13 a=-53; b=755,9 0,9986
a= - 547,7; b=5639,9" 0,9991
Alcohol bencilico 0,4-90 a=2277,7, b=2611,5 0,9995
TEBA 1-150 a=8763,8; b= 57296 0,9997

’ Obtenida 2 248 nm.

En el benzaldehido, la pendiente de la ecuacion obtenida a 248 nm es 8
veces mayor que a 220 nm, es decir, hay un incremento de la sensibilidad
esperado puesto que a 248 nm se trabaja en uno de los maximos de absorcion. Por
otra parte el rango de concentracion se elige en funcién de los bajos niveles de

benzaldehido encontrados en las muestras de TEBA.

6. APLICACION DEL METODO CROMATOGRAFICO A MUESTRAS
COMERCIALES Y EN UNA SINTESIS DE TEBA

En el analisis cualitativo de muestras comerciales de TEBA en agua, con la
separacion optimizada se obtienen como componentes mayoritarios ademas del
cuaternario, el alcohol bencilico en cantidades que podrian estar entre 1-2%. Esto
corrobora los resultados del analisis volumétrico de acidez libre que indican la
importancia de la reaccion secundaria. Asi pues en la aplicacion del método a una
sintesis, se intenta ademéas de estudiar las condiciones de eliminacion del cloruro

de bencilo, las de formacion del alcohol bencilico. Dado los altos niveles del
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subproducto en las disoluciones de TEBA, las condiciones mas favorables irdn en

detrimento de la riqueza del cuaternario.

6.1 Consideraciones previas

Sintesis del cloruro de trietilbencilamonio

Una mezcla de trietilamina (110 g; 1,09 mol) con el exceso correspondiente
en cada caso), cloruro de bencilo (138 g; 1,09 mol) y 254 mL de agua se calienta a
50°C. Cuando se alcanza esta temperatura, se para el calentamiento y la
temperatura aumenta hasta a 80°C debido a la reaccion exotérmica. La reaccién se
mantiene a 80°C y se realizan varios muestreos hasta que el cloruro de bencilo se
consume totalmente. Se verifica (diferentes inyecciones realizadas en varios dias)
que la reaccion se detiene cuando las muesiras se diluyen a la concentracién del

analisis.
6.2. Sintesis de TEBA al 50% en medio acuoso con exceso de amina

La bibliografia de sintesis encontrada para este producto se encuentra
registrada bajo patentes que se diferencian entre si, en una primera lectura, por los
disolventes empleados (disolventes organicos o agua). Un factor que podria tener
influencia en los productos residuales, como es la relacién molar entre cloruro de
bencilo y trietilamina, también varia segan la patente estudiada. Asi CIOCA y col.
(1984) no especifican las relaciones molares entre los dos reactivos, solamente
detallan que se lleva a cabo en agua que posteriormente es eliminada formando un
azedtropo con xileno. En la patente de RUNGE y LUECKE (1984) usan cantidades

equimolares procesando en acetona a 55-60°C.
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Sin embargo otras dos usan exceso de trietilamina asi en NIEGEL y col.
(1990), la sintesis tiene lugar en una mezcla de disolventes orgéanicos, tolueno,
acetona y dimetilformamida, a 80°C y con una relacidon molar entre los dos
reactivos, cloruro de bencilo/trietilamina de 1:1-1,3. En la segunda, MATH y col.
(1994) preparan TEBA en disoluciones acuosas destinado a la manufactura de
resinas epoxi, haciendo reaccionar un mol de cloruro de bencilo con 1,02-1,06
moles de trietilamina para una concentracién de un 60% de producto. Inicialmente
usan como disolvente un alcohol, metanol o etanol y a posteriori, posiblemente al

finalizar la reaccidn, diluyen con agua.

Tal vez una de las razones por la que las dos patentes trabajan con un exceso
de trietilamina, sea la de incrementar la velocidad de eliminacion del cloruro de
bencilo, tal y como se vid para el cloruro de benzalconio. De esta forma, se
prueban dos sintesis de TEBA a una concentracion del 50%, usando como
disolvente agua y con un exceso de trietilamina de un 1,0% y un 1,4% que
representan en la relacién molar cloruro de bencilo/trietilamina un 1:1,04 y 1:1,07,

respectivamente.

Al igual que en el cloruro de benzalconio la reaccién transcurre en dos
etapas, una primera de formacién mayoritaria del cuaternario, en una fase no
homogénea debido a la insolubilidad de los reactivos en el disolvente y una
segunda etapa de finalizacién de la reaccién con eliminacion del cloruro de
bencilo residual. Pero en la primera etapa, a diferencia del BAK que transcurria
muy rapidamente (20-45 min), para el TEBA es mucho mas lenta pudiendo
alcanzar desde que se inicia el calentamiento hasta la homogeneidad de la mezcla,

dos horas y 30 min.
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La aplicacion del método de andlisis optimizado al seguimiento de los
residuales en las sintesis da como resultado la deteccion, ademas del cloruro de
bencilo, de alcohol bencilico a una concentracién alta, del orden de tanto por cien,
del benzaldehido en partes por millon y una impureza sin identificar cercana al
cloruro de bencilo (figura V-8). Se cuantifican los tres primeros compuestos y para
la sintesis de relacion 1:1,07 también el cuaternario. Paralelamente se realiza el
seguimiento de la amina libre volumétricamente segin norma UNE 55712:1982

para comprobar su evolucion.

Absorbancia (UA)

Tiempo {min)

Figura V-8. Cromatograma de TEBA durante una sintesis. 1. Alcohol bencilico, 2.
Benzaldehido, 3. Cloruro de bencilo, 4. Impureza no identificada, 5. TEBA.
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Si representamos la concentracion de cloruro de bencilo a los distintos
tiempos de muestreo (figura V-9) se observa que la eliminacion del cloruro de
bencilo es mas rapida al aumentar el exceso de amina libre, siendo para la relacion
1:1,07 suficiente con 45 min. Los datos experimentales de la grafica se ajustan a
una ecuacion cinética de segundo orden, en la que comparativamente con el BAK
la desviacion de valores positivos del término residual (con dimensiones de

concentracion) es mas pequefia.

400
A .
300 Y=—"—+Resid
5 (1+ 4Ct)
z Relacion A C Resid
[=14]
2 1:1,04 2430 5,07E-4  -23
2 200 1:1,07 2069 6,22E-4  -41
=
2 o
=
=
5 100 -
2
@)
0 i
0 100 120

Tiempo (min)

Figura V-9. Cinética de eliminaciéon del cloruro de bencilo durante la sintesis del
TEBA al 50% en agua con exceso de trietilamina.
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Con respecto al benzaldehido los valores obtenidos oscilan en torno a los 300

-1 . . . . ’ “ i "
ug mL™ en las dos sintesis sin observarse ningun aumento significativo en el
transcurso de la cinética. Su origen podria encontrarse en el cloruro de bencilo

usado como reactivo o generarse durante la formacion del cuaternario.

La cinetica de alcohol bencilico en la segunda etapa de la reaccion se
representa en figura V-10. Los altos valores encontrados al inicio del muestreo
indican que la reaccién secundaria se produce paralelamente y en competencia a
la formacion del cuaternario. Las concentraciones alcanzadas, con un valor
maximo cercano al 1,5% representan que en el peor de los casos ensayados,
aproximadamente el 6% del cloruro de bencilo se hidroliza y un 94% formaria el

TEBA.

1.5
1.4 /\#—”""\-ﬁwy‘
1.3 =

1.2 —:/\Q_—\.n 1:1.07

11 =

Alcohol bencilico (%)

1.0 T T T T T

0] 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min)

Figura V-10. Cinética del alcohol bencilico durante la sintesis del TEBA al 50% en
agua con exceso de trietilamina.
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La presencia de alcohol bencilico como subproducto no estd favorecida con
¢l exceso de amina ya que para relaciones 1:1,04 se cuantifican 1,4% y para 1:1,07
el 1,2%. Podria interpretarse esto como un aumento en el rendimiento de la
reaccion principal en detrimento de la secundaria. Por otra parte, no se ha
encontrado explicacion a las pequefias variaciones durante la cinética, un aumento
al inicio y una tendencia a la bajada después. Solamente apuntar que para los dos
sintesis ¢l incremento coincide con la mayor disminucién de cloruro de bencilo,

de 2000 a 50 ugmL" y una parte de éste pudo hidrolizarse y formar el alcohol.

Las diferencias encontradas entre la sintesis de los dos cuaternarios (BAK y
TEBA) que radican en que para este ultimo, se¢ observa una menor velocidad de
reaccion en la formacién del cuaternario y una mayor formacién de subproductos
(alcohol bencilico), podrian ser explicadas por una mayor basicidad de la amina
alquilada. El pKb de la trietilamina, de 3,2, es menor que el de las aminas
primarias de la serie de la dimetilamina (C,-Ci¢) usada para la formacién del
BAK. El pKb de la laurilamina (C;3) es de 3,37 y el de la palmitilamina (Ci¢) es
de 3,39 y como la basicidad de las aminas alifaticas cumple la secuencia: RNH;
(primarias) > RN, (terciarias); es de suponer que la trietilamina seria mas basica
que la dimetilamina (C,;-Cy¢). También experimentalmente, se confirma que en
TEBA las sintesis con excesos de amina, inferiores al 1%, elevan el pI a valores

cercanos a 10 mientras que en BAK no sobrepasan pH 8.

En Ia tabla V-3 se recogen los datos obtenidos en la cuantificacion del TEBA,
con sus respectivos coeficientes de variacion para dos repeticiones en la relacion
1:1,07. En principio valores inferiores al 50% parecen concordar con la formacién

del alcohol bencilico y las variaciones a los distintos tiempos de reaccion
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(CV=0,6%) pueden englobar la precision del método pero también la del
P & .

muestreo.

Tabla V-3. TEBA durante la eliminacion de cloruro de bencilo en la sintesis con
relacion 1:1,07 en agua al 50%.

Relacién 1:1,07

t (min) 0 30 45 70 | 105

TEBA (%) | 47.6 47,7 47,2 479 | 474

?

CV (%) | 1,1 0,5 2,0 08 | 13

En la revision de la cinética de la amina libre (tabla V-4) para las dos
relaciones molares, se aprecia que la estabilizacidn tiene lugar a valores muy
inferiores a los teéricos, un 0,2% para un teérico de 1% y un 0,5% para uno de
1,4%. Sin embargo considerando que con cada mol de alcohol bencilico formado

. se genera otro de acido clorhidrico, parte de la amina libre estaria neutralizando el
acido.

Tabla V-4, Alcalinidad expresada como trietilamina libre (método UNE 55712:1982)
durante la eliminacién de clorure de bencilo ¢n las sintesis de TEBA en agua al 50%.

Relaci6én 1:1,04
t (mnin) 0 30 ] 45 )] 70 | 105
Alcalinidad (%) | 0,36 |1 0,231 0,19} 0,23 | 0,20

Relacion 1:1,07

t (min) 0| 30| 45 | 70 | 105

o Alcalinidad (%) | 0,63 | 0,54 | 0,46 [ 0,49 0,45
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Para verificarlo y como analisis final se determina la acidez propuesta en
UNE 55712:1982 expresada como amina clorhidrata (tabla V-5) v se realiza un
balance masico de la trietilamina. Para el TEBA al 50% se emplea un porcentaje
de amina que representaba el 23,2% del total, en el producto final se encuentra en
el cuaternario (47,4%) representando un 21,05%, en la amina clorhidrata (1,7%)
un 1,25% y como amina libre un 0,5%, lo que supone en total un 22,8% vy una
dispersion de un 0,4% con respecto al tedrico posiblemente debida a la precisién

en la cuantificacion del cuaternario.

Otros analisis como el porcentaje de agua total con técnica de Karl Fischer
(norma UNE 55-525-90) y los cloruros totales (tabla V-5) permiten confirmar el
balance masico de los compuestos principales. El cuaternario, el alcohol bencilico
y la amina en sus formas libre y clorhidrata suman un 50,7% y el agua representa
un 49,2%. También el balance masico de los cloruros procedentes del TEBA y de
la amina clorhidrata (7,84%) se ajustan bastante bien a los hallados en la

determinacion volumétrica.

Tabla V-5, Analisis finales de la sintesis de relacion 1: 1,07 para balance masico (%).

TEBA Agua Alcohol Amina Amina Cloruros
bencilico libre clorhidrata
474 492 1,18 0,5 1,70 7,75
7. CONCLUSIONES

* El método elaborado consigue la separacion y cuantificacion por HPLC de
cloruro de trietilamonio, cloruro de bencilo, benzaldehido y alcohol bencilico

y en modo isocratico.
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El empleo controlado de la contribucién silanofilica en el mecanismo de
retencion de TEBA ha sido decisivo para la separacion del cuaternario de los

residuales.

La disminucion de la concentracion de los tampones aumenta la retencion del

TEBA al incrementar la contribucion silanofilica de la fase estacionaria.

La naturaleza del catién y el anién que componen ¢l tampén de 1a fase movil
influyen en la retencién del cuaternario. En la separacion estudiada el cation
tiene una mayor influencia que el anién siendo el sodio de los cationes
ensayados (sodio y amonio), el que permite una mayor retencion y de los

aniones (acetato y formiato), el 16n acetato.

La retencién del cuaternario varia con su concentracion en la muestra
inyectada. El catiéon del tampodn que regula en mayor magnitud esta variacion
del QUAT es el amonio. También la concentracion del TEBA ejerce un fuerte

efecto sobre la asimetria del pico.

Para una mejor adaptacion a las muestras reales, se establecien tres
condiciones de cuantificacién en funcion de la longitud de onda de deteccién

y de la concentracién de la muestra, con buena precision y linealidad.

El método aplicado al seguimiento de la cinética de los residuales conduce a

la siguientes conclusiones:

o Un exceso de amina libre disminuye el tiempo de eliminacién del cloruro de

bencilo y posiblemente la formacion de alcohol bencilico.

o El alcohol bencilico, producto de la reaccion secundaria de hidrolisis del

cloruro de bencilo, se genera en agua paralelamente al cuaternario y es al
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menos 20 superior al encontrado en la formacion del BAK en condiciones

similares.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS

En el estudio de los tensioactivos cationicos, la aplicacion de las nuevas
técnicas analiticas que van surgiendo, parece un objetivo ineludible, para mejorar
la informacidn sobre su naturaleza quimica y abrir campos de investigacién en el
analisis de residuales o de formulaciones. En compuestos quimicos industriales
como los tensioactivos, de produccién y uso masivo, en ocasiones, la necesidad de

nuevos planteamientos va por delante de la propia investigacion quimica.

La electroforesis capilar (CE) es una técnica de separacion que aungue puede
constituir una alternativa al HPLC (abarca un rango mayor de compuestos
susceptibles de analizar, desde pequefias moléculas hasta agregados moleculares),
en la mayoria de los casos es complementaria, dando muy buenos resultados en ¢l
andlisis de iones. Comparativamente con HPLC, presenta un bajo consumo de
disolventes, requiere pequefios volimenes de muestra, capilares de bajo costo y
con respecto a una gran mayoria de los métodos, que en cromatografia de liquidos
no se llevan a cabo en columnas capilares, una eficiencia y resolucion excelente

en un tiempo de analisis muy corto.

La electroforesis capilar de zona (CZE), con deteccidon ultravioleta
combinada con técnicas de preconcentracién propias, puede ser adecuada para
andlisis de productos formulados o de trazas medioambientales aunque los limites

de deteccion sean del orden g L'o mg L.

Pese a que en los afios 90 han surgido numerosos articulos sobre los
tensioactivos catidnicos en CE, su andlisis ha presentado problemas debido a la
tendencia a adsorberse a la superficie interior del capilar y a formar agregados

micelares. El origen de la adsorcion esta en la interaccion del compuesto catiénico
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con la superficie cargada negativamente (grupos silanoles) de los capilares. No
obstante estas dificultades iniciales, han sido solventadas usando medios no
acuosos para la separacion, capilares recubiertos o con la practica mas extendida,
empleando modificadores orgénicos en proporciones altas en el tampén y con

concentraciones de trabajo inferiores a la concentracion micelar critica.

A la vista de la bibliografia analitica y a las caracteristicas de la técnica, en
principio la CE ofrece muy buenas expectativas para el analisis de la serie
homéloga de los tensioactivos catiénicos en estudio: el cloruro de benzalconio y el
de cocoamidopropildimetilamonio (BAA). Este ultimo se formaria al cuaternizar
la cocoamidopropilamina (CAPA) con cloruro de bencilo seglin la siguiente

reaccion (Figura VI-1).

+
R-CO-NH(CHZ)S-N(CHS)Z+©—CHZCI—- R-CO-NH(CHz)a-N(CHa)z-CHZQ cr

Figura VI-1. Reaccién de formacién del cloruro de cocoamidopropilbencildimetil-
amonio.

El analisis de residuales quedaria pospuesto a investigaciones futuras debido
a las limitaciones de concentracion del tensioactivo catiénico en el sistema. En
electroforesis capilar de zona (CZE), para una migracion libre, sin problemas de
agregacion, el compuesto catidnico no debe alcanzar la concentracion micelar
critica, que es del orden de 10° M para Cy, (350 mg L en BAK). Por lo que
determinar los productos residuales con concentraciones en la matriz del orden de
mg L (0,0001%), supondria desarrollar un método analitico con unos limites de

deteccion para los residuales inferiores a pg L.
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Planteado de esta manera el problema, los objetivos a alcanzar serian:
1. Separacién de la cadena homdloga del cloruro de benzaiconio.

2. Busqueda de un método con buenos limites de deteccion que permita la

identificacion de BAK en diferentes matrices.

3. Separacion de la cadena homdloga del cuaternario derivado de la

cocoamidopropilamina.

4. Desarrollo de un método que posibilite la separacion simultinea de la serie

homéloga de los dos compuestos cuaternarios estudiados: BAK y BAA.

2. METODOS DE ANALISIS DE COMPUESTOS CUATERNARIOS POR
CE

La electroforesis como técnica de separacion fue introducida en los afios 30
por Ame Teselius y esta basada en la migracién de iones bajo un campo eléctrico,
los positivos migran al catodo y los negativos al 4anodo en funcion de la relacion
carga / radio de los iones. En los afios 80 cuando la electroforesis convencional ya
contaba con una fuerte implantacion para al andlisis de macromoléculas, aparecen
nuevas aplicaciones con los trabajos en MIKKERS ¥y col. (1979) y de JORGENSON y
Lukacs (1981) en un nuevo tipo de electroforesis, la llamada electroforesis
capilar. En 1988 se comercializa el primer instrumento y en la actualidad la
técnica demuestra su gran versatilidad en aplicaciones a analisis de alimentos,
medioambientales, bioquimicos, farmacéuticos, de biofluidos y de diagnosis
clinica puesto que resulta eficaz para separar iones pequefios, moléculas neutras y

macromoléculas (YANG y col., 1997).
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Con respecto a la electroforesis convencional, la capilar mitiga algunas de sus
limitaciones, como son el ensanchamiento de las bandas provocado por el efecto
Joule o calor producido en la disolucién de trabajo cuando es atravesada por ﬁna
corriente eléctrica. Los capilares con una alta resistencia permiten aplicar campos
eléctricos muy altos (100-500 V/cm) con una minima generacién de calor. Por
ofra parte, la alta relacion area superficial/volumen de los capilares ayuda a disipar
facilmente el calor generado (AGUILAR, 1990). Aunque con menos entidad que en
la electroforesis tradicional, el ensanchamiento de banda reflejado en el pico en
CE, también puede ser atribuible a efectos térmicos ademas de efectos de

adsorcion y de difusion.

A lo largo de los afios 90, en los que la CE sufrié un Irépido desarrollo,
posiblemente ha corrido mas pareja a la cromatografia que a la electroforesis
tradicional. Las dos son técnicas de separacién que comparten soportes de
separacion parecidos (capilares y columnas), formas de deteccién similares (UV,
de fotodiodos, conductimétrico), un tratamiento de la sefial idéntico e incluso
publicaciones donde la electroforesis constituye un apartado junto a la
cromatografia de gases o a la HPLC. En cuanto a los fundamentos, ambas técnicas
ticnen como punto de conexion, el que estin basadas en las diferencias de
velocidad entre solutos y como discrepancia, el que la CE se produce por la accién
de un campo eléctrico, lo que le proporciona unas variables propias que no son

aplicables en cromatografia.

Por otra parte, las dos técnicas se encuentran en un tipo de electroforesis
capilar, la cromatografia capilar micelar electrocinética (MECK) resultante de una
combinacion de cromatografia y electroforesis que permite separar a la vez

especies neutras y cargadas. La diferenciacion entre los solutos no es debida
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solamente a la relacion carga/radio sino que para compuestos neutros, los
mecanismos hidrofobicos y de interacciones electrostaticas, similares a los que
tienen lugar en cromatografia, jugarin un papel determinante (MONING Y

KENNEDY, 1994).

Para los objetivos perseguidos en este capitulo se emplea el modo de
clectroforesis mas habitual la CZE, donde los solutos catiénicos y anidnicos
migran “en zonas” discretas a diferentes velocidades (HEIGER, 1992). De otros
modos de CE, la electroforesis capilar sobre gel (CEG), el enfoque isoeléctrico

capilar (CIEF) y la isotacoforesis, es esta ultima la que se ha aplicado a QUAT.

De los dos cuaternarios estudiados, BAK y BAA, el primero ya ha sido
ampliamente examinado desde el punto de vista quimico y de sus aplicaciones en
el capitulo IV. Asi que, a continuacién se clasificard de forma breve, el segundo
cuaternario BAA, después de que en ¢l capitulo III se revisara la quimica de su

precursor, la cocoamidopropilamina.

Los tensioactivos del tipo amidoamina se caracterizan por poseer una
estructura que contiene uno o mas grupos amida conjuntamente con uno o mas
grupo amino. Constituyen un grupo muy numeroso que se diversifica en funcion
de la composicién de la cadena grasa o de variaciones en el grupo amino que
puede ser del tipo hidracina, dietilentriamina, de nailon, o del grupo del
acrilonitrilo entre las que se encuentra la DMPA. A partir de las amidoaminas
grasas se pueden formar 6xidos de amina, betainas o cuando uno de los grupos
amino se cuaterniza, la sal de amonio cuaternario. El cuaternario de esta familia,
comercialmente mas importante, posiblemente es la diamidoamina de sebo,
cuaternizada con dimetilsulfato, que constituye un buen agente suavizante de

tejidos (RICHMOND, 1990).
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El cuaternario de amidoamina analizado con el BAK es el bencil QUAT de
amidoamina producto resultante de cuaternizar la cocoamidopropilamina (CAPA)
con cloruro de bencilo segin la reaccion descrita en la figura VI-1. Este
compuesto esta recomendado como acondicionador de pelo por RICHMOND
(1990), y dada la similitud estructural con el BAK podria ser empleado como

bactericida en limpieza de materiales.

La mayor parte de la bibliografia analitica de compuestos catiénicos por CE
se refiere a sales de alquilbencilamonio de cadena corta o con seric homdloga.
Especificamente, no se ha encontrado ningin método cromatogrifico ni
electroforético sobre BAA, pero si de BAK con separacion de serie homéloga,
determinacién en formulaciones y comparacion de métodos por HPLC y CE. En
principio, se examina los trabajos de catidnicos, en general, por CE porque
plantean problemas y soluciones comunes y posteriormente se centrara la revisién
en los BAK.

Conjuntamente con los inconvenientes que presentan los tensioactivos
cationicos inherentes a sus propiedades de hidrofobicidad y polaridad, muchos de
ellos no poseen grupos cromoforos, lo que imposibilita su deteccion directa en
UV. Al igual que en HPLC, los investigadores que han analizado por CE
compuestos catiénicos con estas caracteristicas, han optado por deteccion
indirecta (SHAMSI y DANIELSON, 1996 y ALTRIA y col., 1998) o conductimétrica
(TRIBETy col., 1992).

En la deteccion indirecta, el sistema éptico empleado es €l mismo que para la
deteccidn en UV, solamente que en el electrolito se afiade un reactivo cromoforo.
SHAMSI y DANIELSON (1996) proponen un croméforo, el monofosfato de

adenosina para tensioactivos aniénicos (alquilsarcosinatos) y otro para catidnicos,
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el violeta de tetrazolinio. Este 1ltimo reactivo se encuentra en concentraciones del
orden de mM en un electrolito de acido bérico a pH=6 y metanol como
modificador organico. A diferencia de otros croméforos como el C»-BAK y la
efedrina que a longitudes de onda bajas poseen una absorcién comparable con el
violeta de tetrazolinio, este tltimo presenta tres maximos en el intervalo de 250-
300 nm, en cualquiera de los cudles los limites de deteccién para los compuestos
cationicos son ligeramente inferiores a 1 mg L. Para muestras reales, la
posibilidad de deteccion a longitud de onda medias hace mas viable el método ya

que son menos probables las interferencias de impurezas.

Con estas condiciones, se plantean tres tipos de separaciones: catiénicos de
cadena corta como tretrametil-, tetraetil- y tetrabutilamonio; de cadena larga como
dialquildimetilamonio con serie homologa en el intervalo de Cy3-C;g y por tltimo
una separacion, de isémeros cis y trans de derivados catidnicos de
azonioadamantano. Generalmente, en CE los isomeros se resuelven mas

facilmente que con otras técnicas de separacion.

ALTRIA y col. (1998) emplean otro cromdforo €l imidazol, en la separacién de
los siguientes compuestos: cationes metalicos, aminas no cromdéforas, cuaternarios
de cadena corta (tetra (metil- etil- y butil-) amonio y tensioactivos catidnicos
(dodecil, tetradecil, hexadecil y  octadecil) trimetilamonio y
benciltetrametilamonio. Ademas utilizan metanol con acido acético, reduciendo
de esta forma las interacciones hidrofobicas y la micelizacion. El uso de un
electrolito no acuoso (metanol) ya habia sido introducida en el analisis de
tensioactivos anidnicos por SALIMI-MOOSAVI y CASSIDY (1996). Los medios no
acuosos tienen como ventajas, ademas de analizar sustancias con pobre

solubilidad en agua, las bajas viscosidades que poseen algunos disolventes
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organicos lo que facilita una movilidad alta de los iones y tiempos de andlisis
cortos. No obstante estos electrolitos, a longitudes de onda bajas en UV, suelen

presentar la linea de base con mas ruido que los acuosos.

Con deteccidén conductimétrica, TRIBET y col. (1992) determinan sales de
alquiltrimetilamonio desde Cs-Czp en modo de isotacoforesis y en capilares huecos
de 0,5 mm de d.i. El electrolito precedente contiene como ién principal K~ y
contraion acetato a pH acido con un aditivo, el tetractilenglicol, el electrolito final
es una disolucién de creatinina y el disolvente de ambos es una mezcla de
metanol/agua (50:50). Los tiempos de anélisis son altos de 20-30 min pero los
limites de deteccion aceptables del orden de 10° M. El método se aplica a una
muestra industrial de alquiltrimetilamonio al 50%, disuelta en una mezcla de agua
¢ isopropanol. La cadena alquilica saturada del QUAT proviene de un aceite de
copra de manera que las cadenas mayoritarias son Cy; (60%) y Cy4 (20%) con un
10% de Ci6 y en menor proporcion Cig y Cg.10. Esta composicion es cuantificada
con y sin calibracién para una concentracién de muestra inyectada mayor que la
tolerada en CZE, del orden de 107 M. También se analizan tensioactivos

anionicos, sulfatos y sulfonatos variando la composicién de electrolito.

Una prueba de la competencia, que no solo alternancia, de la CE con HPLC
es el trabajo de PIERA y col. (1999) realizado con deteccidn directa a 210 nm. Ante
la aparicién de un nuevo tipo de tensioactivo catidnico, las sales del alquilamido
arginina, se confrontan ambas técnicas en el anélisis de la cadena homologa.
Seguramente debido a que la separacion de homdlogos en HPLC estd muy
estudiada, la optimizacién para este nuevo compuesto no es demasiado laboriosa.
En CE se ensayan variables del tampon: pH, naturaleza y concentracién del

tampon y del modificador organico e instrumentales como la temperatura y el
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protocolo de limpieza del capilar. El tampon dihidrégeno fosfato sodico a pH de
4,5 y un 50% de acetonitrilo (con un voltaje de 5kV) o 50% de tetrahidrofurano
{15kV) son condiciones suficientes para separar la serie homdloga. Un aumento de
la concentracion del tampdn a 100mM permite una mejora en la senstbilidad y la
reproducibilidad. En este dltimo parametro, la temperatura y la limpieza del
capilar juegan un papel decisivo. Aunque la HPLC, en general, proporciona
tiempos de analisis més largos, cuando estos autores realizan la comparacion entre
las dos técnicas observan que sorprendentemente, los tiempos de elucion son 10
veces mas cortos que los de migracion en CE (sobre 50 min). También el rango

lineal y la sensibilidad son mejores en HPLC, pero la eficiencia es mayor en EC.

La primera referencia que encontramos de haluros de alquilbencilamonio es
decir, de estructura de BAK y BAA es la de WEISS y col. (1992) vy en ella se
exponen los problemas (comunes a todos los tensioactivos catidénicos) que
presentan estos compuestos en CE para su separacion: alta polaridad y formacién
de micelas siendo la solucién adoptada para solventarlos la adicién de un
modificador organico como el tetrahidrofurano. El método optimizado permite
separar BAK (con contranion bromuro) de los alquiletilbencilamonio con tiempos
de migracidén elevados para los homdlogos, entre 15 y 18 min y un limite de
deteccion inferior a un 1 mg L. Estos autores, incluso utilizan el C;; de los BAK,
en union del dodecilsulfato sédico en deteccidn indirecta para separar y cuantificar

haluros de alquiltrimetilamonio en un desinfectante.

LIN y col. (1996a) revisan la efectividad del modificador organico en el
tampoén para romper las micelas con cuatro disolventes, estableciendo el siguiente
orden: acetonitrilo > tetrahidrofurano > acetona > metanol. Igualmente, se

estudian otros factores como la concentracion y el pH del tampén, y la
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concentracion de la muestra consiguiendo la separacidn de los homologos del
BAK y de otros 5 cuaternarios en solamente 3 min. En un trabajo posterior, LIN y
col. (1996b) se centran en la separacién de los homélogos del BAK y mejoran la
resolucion de los picos de cadenas mds largas, sobre todo C,g, con el cambio del
disolvente organico en la preparacion de la muestra: acetonitrilo por metanol. Para
ello realiza un estudio tedrico documentado con bibliografia sobre la causa del
ensanchamiento de los picos, a saber, la incompleta separacién de las micelas del
tensioactivo. En esta linea de investigacion, PIERA y col. (1997) separan los
homélogos con THF, con buena resolucién de los picos y con tiempos de
migracion 10 veces superiores a los de Lin (de 20 a 30 min frente a 3 min).

Finalmente el método es aplicado a una muestra industrial de BAK al 50%.

HEINIG y col. (1997a) separa también los homdlogos en un tiempo mayor de
10 minutos determinandolos en un espray nasal. Se consigue la separacion de
BAK y un tensioactivo anidnico, un alquilbenceno sulfonato con vistas a una
futura aplicacién medicambiental. En un andlisis comparativo con HPLC,
concluyen que esta ultima técnica posee unos mejores limites de deteccion y
reproducibilidad. En otro trabajo, los mismos aﬁtores HEINIG y col. (1997b)
ensayan los homdlogos del BAK como cromoéforos para la deteccidn indirecta de

alquil y dialquilamonio.

En los trabajos publicados de BAK con CE que estan orientados al analisis de
muestras reales (formulaciones farmacéuticas), el problema a resolver sera
compatibilizar, en una separacion, compuestos con caracteristicas electroforéticas
muy distintas. En la mayoria de los casos, la consecucion de los objetivos
propuestos se efectua con la llamada cromatografia capilar micelar electrocinética

(MECK). Esta modalidad resulta eficaz en matrices que contienen compuestos sin
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carga y/o muy hidrofobicos y se caracteriza por la adicion de un tensioactivo, en
muchas ocasiones el dodecilsulfato sodico (SDS), en el tampén a concentraciones

por encima de CMC.

ALTRIA y col. (1996), en un método validado para su inclusion en la
farmacopea britdnica (BP), separan los homélogos del BAK de histamina e
histidina en una formulacion con caracteristicas prefijadas de concentracion de los
componentes; la histamina se encuentra en un amplio rango de concentraciones
(0,12-16 mg mL") y el BAK a una concentracién fija (0,01%). El método
propuesto sustituiria a tres determinaciones con otras técnicas especificadas en la
BP: cromatografia en capa fina, volumétrico y de color, con un ahorro de tiempo
tal, que las operaciones que en ¢lectroforesis capilar se miden en minutos o en
horas, en los métodos de la farmacopea se necesitan horas o en dias. Ademas el

limite de deteccién del BAK ¢s muy bueno 0,05 mg L.

TAYLOR y col. (1998a) separan tres agentes antimicrobianos BAK, cloruro de
cetilpiridinio y cloruro de decalinio que pueden formar parte, aunque
individualmente, en formulacién de pastillas para el tratamiento de las infecciones
bucales y de garganta. Los compuestos presentan diferencias de hidrofobicidad
(longitud de la cadena alquilica) y de carga (el decalinio presenta dos grupos
cuaternarios) por lo que se optimizan tres métodos de separacion variando para
cada uno de ellos el pH y de concentracion del tampdn y la longitud de onda de
trabajo. En el caso del decalinio fue necesario ¢l uso de SDS para separarlo de dos
impurezas que contiene. Los tiempos de elucién son muy buenos, menores de 4

min y separan los tres homologos del BAK (Cyz, Ci4y Cig).

CIFUENTES y col. (1998) se enfrentan a una separaciéon de BAK (dos

homdlogos) mezclados con dos compuestos no i6nicos en un espray nasal, que
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resuelven después de la optimizacién de parametros como la concentracion de
SDS o la temperatura, en un sélo andlisis y en un tiempo menor de 5 min.
También en un espray nasal, JIMIDAR y col. (1998) separan del componente
principal de la formulacion dos homoélogos del BAK, C;; y Cy4 usando un

electrolito que contiene acido fosforico y trietilamina a pH 2,3.

HERRERO y col. (2000) analizan mezclas de BAK, resolviendo los cuatro
homélogos (Ci;, Cis, Cis, ¥ Cig) v cloruro de cetilpiridinio (CPC) con
cromatografia micelar capilar electrocinética ya que con la electroforesis de zona
no consiguen la separacién total de los cinco componentes. Para este problema a
diferencia de otros trabajos publicados, MECK no se elige por la existencia de
compuestos neutros, ambos son catiénicos, sino por que ofrece una mejor

selectividad.

El sistema tampon/surfactante consiste en borato a pH basico (8,5) y un bio-
tensioactivo, concretamente ‘“‘deoxicolato” sodico con un bajo nimero de
agregacion y unas caracteristicas estructurales que lo hacen compatible (no hay
rupturas de micelas) con cantidades de modificador organico de hasta un 20% de
etanol. Con tiempos de migracién entre 10 y 20 min y limites de deteccién 3 y 25
mg L™, se cuantifican los dos catiénicos en 9 formulaciones (desinfectante para la
piel, oral, para €l lavado de la boca, espermicida...) aunque en ninguna de ellas

contiene BAK y CPC a la vez.

En algunas aplicaciones como el analisis de iones inorganicos {(HADDAD,
1997) HPLC y CE han desarrollado lineas en la investigacion con resultados muy
similares. También para BAK, usando ambas técnicas se han publicado
numerosos trabajos que abordan la separacion de homoélogos o la cuantificacion en

formulaciones y por tanto se comienzan a realizar comparaciones. Asi PRINCE y
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col. {1999) cotejan €l método recomendado por la USP para HPLC para la
separacién de homologos y un método de CE probado en una matriz bioquimica
(ALTRIA y col., 1996) concluyendo que la primera tiene una mejor precision, sobre
todo en dias distintos, pero la segunda tiene unos tiempos de andlisis 5 veces
menores. Después de revisar la bibliografia esto puede hacerse extensivo para la
mayoria de las condiciones optimizadas en ambas técnicas. Otros parametros
analiticos como la linealidad y la sensibilidad en este método son comparables

para ambas técnicas.

TAYLOR y col. (1998b) en la formulacién estudiada en otros trabajos
(TAYLOR ¥y col.,1998a) con tres antimicrobianos, uno de ellos ¢l BAK logra un
analisis completo de los homdlogos por CE pero en HPLC no consigue esa
separacion eluyéndolos todos juntos en un pico cromatografico. Las condiciones
ensayadas en HPLC no han incluido muchas de las soluciones encontradas por
otros investigadores para eliminar interferencias (citadas en ¢l capitulo I'V) por lo
que realmente no seria correcto hablar de un analisis comparativo sino de la

descripcion de los experimentos de los autores.

El anéilisis de tensioactivos anidnicos por CE estd siendo aplicado en
muestras medioambientales, en aguas de rios y residuales como recogen VOGT Y
HEINIG (1999) en una revisién de técnicas cromatograficas (CG, HPLC, GC-MS y
LC-MS) y electroforéticas. Sin embargo los tensioactivos catidnicos
(alguilbencilamonio) sélo han sido determinados como trazas en formulaciones,
esperando en el futuro con posteriores desarrollos de la técnica, su aplicacién a

muestras medioambientales.

253



Separacion de la serie homdloga de BAK v BAA por EC

3. INSTRUMENTACION, MATERIAL Y REACTIVOS
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El sistema de electroforesis capilar empleado es un HP’® CE Hewlett-

Packard con un detector de fotodiodos.

Los capilares de silice fundida no recubiertas de dimensiones entre 40 y 56
cm de longitud efectiva y 50 pm de didmetro y los capilares de silice
fundida recubiertas de poliimida de 40 x 50pum fueron suministradas por

Composite Metal Service (Teknocroma).
Baiio ultrasonidos BRANSON, modelo 3200.

Acctonitrilo, metanol y tetrahidrofurano (Romil) de calidad

cromatografica.

Agua desionizada ultrapura producida por un sisterna Milli-Q (Millipore).
Didihidrégeno fosfato sddico dihidrato (Panreac), para analisis.
Hidréxido sédico 1M y 0.1M, de Hewlett-Packard.

Bromuro de bencildimetildodecilamonio del 97%, cloruro de
bencildimetiltetradecilamonio del 99% y cloruro de
bencildimetilestearilamonio monohidrato del 90%; todos ellos de Aldrich.

Cloruro de bencildimetilhexadecilamonio con un 5% de agua de Sigma.
Cloruro de benzalconio (BAK), puro, mezcla de Ci2 y Cy4 de Panreac.

Cloruro de benzalconio (BAK) y de amidoamina (BAA) al 50% en
disolucidén acuosa con cadena alquilica tipo “coco” pertenecen a lotes de

fabricacion de Arteixo Quimica.

Membranas Millex (Millipore).
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4. SEPARACION ELECTROFORETICA DEL CLORURO DE
BENZALCONIO (BAK)

La tendencia de los tensioactivos a formar agregados moleculares de tamafio
coloidal como las micelas, resulta en CE un factor mas critico que en HPLC.
Tanto que, antes de que estos compuestos se introduzcan en el sistema es
necesario realizar consideraciones acerca de su concentracién optima. Revisando
los estudios sobre la naturaleza de las micelas (forma, estructura...) se considera
que ¢stas son normalmente agregados esféricos donde los grupos polares estan
orientados hacia la superficie de la micela y las colas hidrofobicas hacia el
interior. Se originan como resultado de los efectos hidrofobicos que generan las
cadenas hidrocarbonadas al no poder ser solvatadas en disolucién acuosa,
disminuyendo de este modo la energia libre del sistema. Cuando la concentracion
del tensioactivo en- disolucién es superior a la concentracién micelar critica

(CMC), las micelas se forman a través del equilibrio:
monémero S N-mondmero

donde N es el numero de agregaciéon que varia en un rango de 40-120
dependiendo del tipo de tensioactivo (HINZE, 1987). Ademas para cada sistema, N
es una media debida al equilibrio de intercambio de las micelas con ¢l monémero
para formar nuevas micelas con un tamafio cercano al valor de N. Desde el punto
de vista electroforetico esto supone especies de distinto tamafio con velocidades
de migracion diferentes, que dardn bandas de dispersion en el electroferograma.
De ahi la necesidad de trabajar con concentraciones por debajo de CMC para
minimizar la formacién de micelas. WEISS y col. (1992) recogen la CMC para
cloruros de alquilbencildimetilamonio en funcion de la cadena alquilica (tabla VI-

1) y trabajan con concentraciones de 1 mM, LIN y col. (1996), rebajan la
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concentracidn a 0,01 mM mas cercana al CMC de las cadenas alquilicas mas
largas si bien éstas son las que se encuentran en menor proporcién en la serie
homdloga. Una concentracion de 0,01 M es la que se escoge en este trabajo para la

separacidn.

Tabla VI-1. Concentracion micelar critica para diferentes cloruros de
alquilbencildimetilamonio,

Longitud de la cadena alquilica Cp Cus Cis Cis
CMC{mM) 3 0,37 | 0,2-04 | 0,008

La optimizacion de la separacion debe resolver, en principio, los problemas
especificos de los tensioacticos catidnicos, para separar la cadena homologa con
buena selectividad y posteriormente, sirviéndose de variables instrumentales,
ajustar las condiciones obtenidas en la primera etapa para lograr la mejor
resoluciéon de los homdlogos en el menor tiempo posible. Por dltimo, se realiza
una mejora de la sensibilidad haciendo uso de técnicas de preconcentracién on-

column de la electroforesis capilar.

El parimetro que nos permite obtener una medida cuantitativa de los
resultados conseguidos en la separacion sera la resolucion (Rs). Al igual que en
cromatografia de liquidos, la resolucion esti definida como el cociente entre la
diferencia entre los maximos de dos picos y la media del ancho de cada pico o si
se expresa en funcion de la movilidad eletroforética y el nimero de platos tedricos

Como:

_BH a2 (1)
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donde: Ay es la diferencia de movilidades electroforéticas entre los dos
compuestos considerados (Au= py-up), tmep €5 la media de las movilidades

electroforéticas de los compuestos considerados y N el niimero de platos tedricos.

Esta expresion proporciona una perspectiva acerca de la resolucién como un
producto de la selectividad (cociente de movilidades electroforéticas) y de la
eficiencia (nimero de platos tedricos), dos parametros de la separacion a

optimizar {(GROSSMAN Y COLBURN, 1992).
4.1. Consideraciones previas

Preparacion del capilar, del electrolito portador v de las disoluciones patron

Los capilares nuevos antes de ser empleados para el andlisis se someten a un
ciclo de lavado con NaOH 1M durante 10 min, seguido de otros 10 min de lavado
con NaOH 0,1 M y por iltimo 5 min con agua desionizada. Después del lavado el

capilar se equilibra con tampén durante 40 min.

El electrolito se prepara disolviendo la cantidad correspondiente de la sal
sodica en una mezcla de acetonitrilo/agua (40:60) que se filtra y posteriormente se

desgasifica en bafio de ultrasonidos de 3 a 5 min justo antes de su utilizacién.

Se preparan disoluciones patron concentradas de 1mM de BAK y BAA en
agua. Las disoluciones de trabajo se obtienen por dilucion en mezclas de
agua/metanol (20/80, v/v) para la separacién del BAK y en mezcla
agua/acetonitrilo (60/40, v/v) para la separacién de los dos catiénicos (BAK y
BAA),
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Condiciones electroforéticas

La separacion del BAK se efectia en las siguientes condiciones: un capilar de
silice fundida recubierta de poliimida de 40 cm de longitud efectiva y 50 pm de
diametro interno, termostatizada a 20°C, con deteccién ultravioleta a 200 nm. El
electrolito portador consiste en un 60% tampdn fosfato 20 mM (pH=5,2) y 40%
acetonitrilo, aplicando un voltaje de 25 kV. Las muestras se inyectan
hidrostaticamente con una presion positiva de 50 mbar durante 20 s variando el

tiempo de inyeccién como funcién del procedimiento de preconcentracién usado.

La separacion electroforética simultanea de los dos catiénicos (BAK y BAA)
se realiza con columna capilar de silice fundida sin recubrir de 56 cm de longitud
efectiva y 50 um de diametro interno termostatada a 40°C con deteccidn
ultravioleta a 200 nm. El electrolito portador consiste en un 60% tampdén fosfato
75 mM (pH=5,2) y 40% ace¢tonitrilo, creando un campo eléctrico con un voltaje de
30 kV y la inyeccién se lleva a cabo de modo hidrodinamico aplicando una

presion positiva de 50 mbar durante 20 s.

Acondicionamiento del capilar

Se efectia una limpieza del capilar entre inyecciones para minimizar las
adsorciones de los surfactantes catidnicos. Son dos los procedimientos que han

dado buenos resultados:
* Lavado del capilar durante 3 min con electrolito portador.

* Lavado del capilar durante 3 min con NaOH 0,IM y posteriormente

durante otros tres minutos del electrolito portador.
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Si se emplean disoluciones diluidas y si se utiliza modificador organico en el
electrolito y en la disolucion de las muestras se consigue una buena

reproducibilidéd en el analisis con el primer procedimiento.
4.2. Efecto del modificador organico como aditivo en el electrolito portador

Dadas las dificultades que exhiben los catidnicos en CZE, tales como la
adsorcion en la pared del capilar y formacién de micelas, se intenta minimizar
estos efectos para conseguir que el tensioactivo catiénico migre libremente a
través del capilar. Para ello el factor que parece mas efectivo es la adicion de un
modificador orgdnico al medio acuoso, conjuntamente con la separacion en

capilares con pared interna recubierta con poliimida.

L.a formacién de micelas aumenta cuando un medio acuoso lleva un
electrolito como es el caso del tampon en CE, y por tanto se rebaja la CMC, asi
para el SDS cuya CMC es de 8 mM en agua, con tampones fosfato/borato baja a 5
mM (SEPANIAK y COLE, 1987). Pero los disolventes organicos también influyen en
el proceso de micelizacion, los alcoholes a bajas concentraciones aumentan la
formacién micelar pero a altas concentraciones la inhiben y otros como el
acetonitrilo en mezclas con agua aumentan la CMC. Asi los disolventes organicos
mas utilizados ¢n la bibliografia de analisis de tensioactivos catidnicos (incluido
BAK) por CE han sido el acetonitrilo, metanol y tetrahidrofurano. WEISS y col.
(1992) trabajan con tetrahidrofurano advirtiendo que el acetonitrilo o el metanol
no mejoran la forma del pico lograda con el primer disolvente. Sin embargo LIN y
col. (1996), al realizar una bisqueda del modificador entre disolventes polares

como acetonitrilo, metanol, acetona y tetrahidrofurano concluyen que el primero
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es el mas efectivo. Resultados comparables en cuanto a inhibicién de la

micelizacién con THF requerian tiempos de analisis mas largos.

Teniendo en cuenta estos resultados de la bibliografia para el modificador, se
verifica a distintas concentraciones cual de los tres disolventes es mas efectivo en
una muestra de BAK con dos homélogos mayoritarios Ci; y Ci4. El metanol
genera mucha inestabilidad en Ié linea de base y con el tetrahidrofurano se obtiene
menos sensibilidad que cuando se prueba el acetonitrilo. Asi que se elige el
acetonitrilo y se optimiza la proporcion necesaria de éste en el electrolito entre 0-
50% (figura VI-2). Simultdneamente con las ventajas alcanzadas considerando la
naturaleza del disolvente, se ha encontrado en los ensayos realizados, que la
aplicacién de la desgasificacidén sobre la mezcla del electrolito y el disolvente
organico resulta primordial para conseguir una linea de base estable, con un ruido

minimizado que permita separar los homologos con buenos limites de deteccion.
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Figura VI-2. Efecto del acetonitrilo como modificador organico en el electrolito. (A)
0%, (B) 15%, (C) = 30% y (D)= 40%. (E) = 50%. Electrolito: 20mM NaH,PO,
pH=5,2. Voltaje: 25 kV, Temperatura: 20°C Decteccion: 200nm. Modo de inyeccion
hidrodinimica: 50mbar, 5s. Muestra: 0,01mM en metanol:agua (80/20 v/v). 1. C,-
BAK, 2.C-BAK.
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En ausencia de acetonitrilo sélo el homélogo Cy; eluye con un pico simétrico
mientras €l Cy4 lo hace en un pico con cola y una seftal mas baja, indicativo de la
existencia de micelas y de que no se produce una migracion libre en el capilar. A
medida que aumenta la proporcion de acetonitrilo a 15, 30 y 40% la resolucién va
mejorando progresivamente, consiguiéndose los resultados 6ptimos en un 40%.

Cantidades mayores de acetonitrilo no producen mejoras apreciables.
4.3. Efecto del modificador organico en la preparacién de la muestra

El modificador organico tiene una influencia decisiva para la separacién no
$0lo cuando formé parte del electrolito sino también en la preparacién de la
muestra. Su efecto en la forma del pico y la resolucién ya habia sido estudiado por
ACKERMANS y col. (1991) con alquilfenoles sustituidos; por CRABTREE y col.
(1994) con acetona-2,4 dinitrofenilhidrazona o LIN y col. (1996) con QUAT. Estos
ultimos investigadores usando metanol como disolvente en la preparacidn,
realizan una discusién tedrica de los posibles mecanismos que explican el hecho
experimental de su efecto en el equilibrio micelar y por tanto en el nimero de

cationes libres en el sistema electoforético.

Por una parte, el metanol es absorbido parcialmente por las micelas del
catiénico pero como consecuencia de su caracter débilmente hidrofobico (tiene un
grupo metilo) no en ¢l interior de la micela sino en su parte externa, por la cabeza
16nica, aumentando las interacciones solvofobicas de las cadenas alquilicas de las
micelas y estabilizando la micela. Pero también el metanol disminuye la constante
dieléctrica (g) del medio al desplazar el agua de la superficie de la micela,
disminutr su polaridad y aumentar las repulsiones en las cabezas ibmicas,

conduciendo a la ruptura de las micelas cuando la cantidad de metanol es
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suficientemente grande. Los dos efectos combinados (solvofdbicos y cambios de
g£) son dependientes de la concentracion de metanol, para concentraciones altas

producen una disminucion del nimero de agregacion y un aumento de CMC.

De este modo, se prueba metanol como modificador en mezclas acuosas en

proporciones altas, desde 50 a 80% (figura VI-3).

En el nivel mas bajo ensayado, al 50% se separan los dos homologos, C; ¥
Ci4 pero con una seiial pequefia, aumentando gradualmente la respuesta al
aumentar el porcentaje de metanol, conﬁrméndose que hay que romper las micelas
no solo en ¢l electrolito portador sino también en la disolucion de la muestra que

contiene al analito.

Cuando se ensaya acetonitrilo se observa que se necesita una concentracion
menor que €l metanol, un 40% frente a un 80%. Sin embargo para condiciones de
selectividad similares, la sensibilidad decrece con acetonitrilo. El area del pico Cj

era de 0,80 mAU para el acetonitrilo y 1,25mAU para el metanol.
4.4. Efecto de la longitud del capilar, 1a temperatura y el voltaje

Resueltas las dificultades provocadas por la naturaleza de la muestra, se
optimizan las variables instrumentales: longitud del capilar, voltaje y temperatura
que ademas de afectar a la resolucion pueden ayudar a disminuir el tiempo de
analisis.

El tiempo de residencia de una especie es directamente proporcional al
cuadrado de la longitud del capilar e inversamente proporcional al voltaje. Por lo
tanto acortando €l capilar unos cm se logran reducciones significativas en el

tiempo de analisis.
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Figura VI-3. Efecto del metanol como modificador en la preparacion de la muestra.
{A) 50%, (B) 60%, (C) 70% y (D) 80%. 1. C,,-BAK, 2. C,,-BAK.
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)
2
to_ L )
/uTOTALV
donde L es la longitud del capilaf, V voltaje aplicado y prors la movilidad total
que a su vez estd definida como la suma algebraica de la movilidad electroforética
y la movilidad electroosmética.
]
Hrorar = He T He (3)
donde £, es la movilidad electroforética y i, es la movilidad electroosmética.
Para las condiciones ensayadas, si en lugar de un capilar de 50pm de
diametro interno con longitud efectiva 56 cm se emplea uno de longitud efectiva
40 cm, el tiempo de anilisis de los homodlogos decrece de 6,5 a 3,5 min como se
puede apreciar en la Figura VI-4.
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Figura VI-4, Efecto de la longitud del capilar en la eficiencia de la separacién de los
homélogos C,,y Cyy del BAK. (A) 56 cmy (B) 40 em. 1.C;-BAK, 2. C,,-BAK.
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Si se examina tedricamente la influencia de la temperatura, al disminuir ésta
aumenta la viscosidad del medio y como este parametro presenta una relacion
inversamente proporcional a la movilidad electroforética (ecuacidn 5, pag. 276)
una disminucion de pe,. Para un cation la p, baja supone tiempos de analisis

mayores y un pequefio aumento de 1a resolucion.

El efecto del voltaje sobre la separacién es también complejo, debido a que
presenta una relacidn inversamente proporcional al tiempo y directamente
proporcional al numero de platos tedricos. Para un compuesto dado, voltajes
elevados implicarian tiempos de analisis cortos y una mayor eficiencia. No
obstante el efecto sobre la resolucidn (separacion entre dos compuestos) es menor
(HEIGER,1992) y sobre todo estd muy limitado por la generacién de calor por

cfecto Joule.

vV
2D(fppep + Heo) 4)

Res=0,177 Aﬂ\/

donde D es ¢l coeficiente de difusidon del soluto.

Altos voltajes significarian disipar mayores cantidades de calor y pueden

producirse gradientes de temperatura dentro del capilar (SEPANIAK Y COLE, 1987).

Si se combinan estas dos variables en el problema tratado, y se aplican
voltajes de 20, 25 y 30 kV y temperaturas entre 20, 25 y 30°C se obtienen los
valores representados en la figura VI-5. Para un voltaje dado, a temperaturas mas
bajas se obtienen mejores valores de resolucion como se habia supuesto (ecuacion

Jy4).
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Figura VI-5. Resolucion del homoélogo C,;-BAK frente al voltaje aplicado a distintas
temperaturas.

Sin embargo a cualquiera de las temperaturas ensayadas, el hecho
experimental de que la resolucion aumente al disminuir el voltaje, en
contradiccion con lo predicho por la ecuacién 3, podria ser interpretado como
consecuencia del efecto Joule. Esta interpretacion estaria reforzada al observarse
que en el valor mas bajo de voltaje (20 kV), la termostatizacion de la columna a T
bajas (20°C), ayuda a disipar el calor generado y produce aumentos de la
resolucion mas significativos, que cuando se trabaja a 30 kV, donde la variacion
de temperatura apenas influye en la resolucion. A 30 kV no se puede contrarrestar

el efecto Joule con temperaturas de hasta 20°C.

Asi en las condiciones de menor voltaje y temperatura (20 kV y 20°C) se

logra la resolucion mas alta (mayor eficiencia y mayor selectividad) con un valor
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de 1,1. Pero a 25 kV y 20°C, la resolucién es buena, 0,97 y se reduce el tiempo de

analisis en 1 min con respecto a las primeras condiciones.
4.5. Mejora de la sensibilidad con técnicas de inyeccién de campo amplificado

Conseguida una buena selectividad en cuanto a tiempo de migracién y
resolucion se intenta mejorar la sensibilidad mediante una preconcentraciéon en el
.capilar con técnicas de inyeccion de campo amplificado (sample stacking). Esta
técnica estd fundamentada en la relacién directamente proporcional entre la
velocidad electroforética y la fuerza del campo eléctrico aplicado (voltaje/longitud
del capilar). El compuesto a analizar se disuelve en una matriz con una
conductividad menor que electrolito portador (de fondo), lo que provoca que
experimente una mayor fuerza de campo y se movera a una velocidad mayor hasta
que alcance la zona de separacién entre la muestra y el tampon donde se concentra
y vuelve a disminuir su velocidad. Los analitos catiénicos se enfocaran hacia el
catodo y los anidnicos el dnodo mientras que los no i6nicos no sufrirdn
orientacion. El factor de enriquecimiento que se puede lograr con esta técnica es

aproximadamente de 10.

La limitacién radica en la necesidad de que la zona de muestra debe ocupar
una longitud pequefia comparada con el resto del capilar para obtener un pico bien
resuelto. Como se inyectan grandes volimenes de muestra, si el espacio ocupado
es suficientemente grande (un 4% del volumen del capilar para una inyecci6n
¢lectrocinética y un 2% para la hidrodindmica) se origina una presion hidrostatica
por diferencias de los flujos electrosmdticos entre la zona de muestra y el

electrolito, se produce un flujo laminar y como consecuencia un ensanchamiento
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de banda. El resultado es que en el electroferograma los picos también se

ensanchan perdiendo resolucién.

NIELEN (1993} y TURNES y col. (1996) preconcentraron especies cargadas, y
clorofenoles respectivamente con esta técnica pero no consta en la bibliografia su
aplicacidn a tensioactivos catiénicos. Para la mejora de la sensibilidad de los
homdlogos del BAK, se preconcentra con una inyeccion hidrodinamica a 50 mbar
variando el tiempo de inyeccion de 5-30 s como una medida indirecta del volumen
de muestra (figura VI-6). Como se puede observar la eficiencia de la separacién es
aceptable hasta 20 s, por encima de este valor los picos se vuelven mas anchos y

se reduce por tanto la resolucion a causa de la sobrecarga del capilar.

269



Separacion de la serie homologa de BAK y BAA por EC

(A)

12

(B)

12

I

2
E| (O)
12
D)
0 05 1 15 2 25 3 35 4

Tiempo (min)

Figura VI-6. Sample stacking: electroferogranas de BAK a 0,01 mM a diferentes
tiempos de inyeccion de (A) Ss, (B) 10s (C) 20s y (D)= 30s. En todos los experimentos
la presion de la inyeccion se mantiene a 50 mbar.
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El limite de deteccidn conseguido es menor del 0,05 ug mL" (10"M). Este
valor es del orden de 10 a 1000 veces mas bajo que los existentes en la
bibliografia del BAK, especialmente los que utilizan tetrahidrofurano y que se
muestran en la tabla VI-2. Con la ventaja afiadida, al usar una técmca de
preconcentracién, que la muestra no es sometida a pretratamiento o manipulacion,

lo que redunda en un ahorro del tiempo total del analisis.

Tabla VI-2. Comparacion de los limites de deteccion obtenidos para el BAK en este
trabajo con los de otros autores de la bibliografia. '

Autores Limite de deteccién Modificador
organico
LIN y col., 1996 0,15-0,3 pgmL", 10°M Acetonitrilo
WEISS y col., 1992 <lpgmL', 10°M Tetrahidrofurano
HEINIG y col., 1997 SugmL’, 10°M Tetrahidrofurano
PIERA y col., 1997 10-19ug mL™', 10*M Tetrahidrofurano

5. SEPARACION SIMULTANEA DE BAK Y DE BAA

Tomando como base la separacién alcanzada para los dos homologos
principales del BAK, se pretende la separacion de un cloruro de benzalconio de un
cloruro de cocoamidopropilbencilamonio. E1 BAK empleado para este fin posee
una cadena alquilica que se corresponde a un “corte coco” en el que la serie
homologa esta compuesta por seis componentes de diferente longitud de cadena
alquilica, con el siguiente nimero de atomos de carbono: Cg, Cyg, Ci2, Cis, Ci6 ¥
Cis. El BAA, ademas del mismo contraion, cloruro y de los radicales unidos al
nitrogeno, dimetil y bencil, cuenta con una cadena alquilica idéntica al BAK a
excepcion del grupo amidopropilo al final de la cadena alquilica que enlaza con el

cuaternario (figura VI-1, pag. 242).
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Se realizan ensayos previos disolviendo las muestras en agua y usando
como modificador organico acetonitrilo al 40%. [.os seis homdlogos del BAK se
separan entre 2,6-3 min para unas condiciones instrumentales que incluian, una
longitud de capilar de 40cm, 30 kV de voltaje y 20°C de temperatura (figura VI-7).
Cuando se prueba la separacion de una muestra del cuaternario de la
bencilamidoamina, los tiempos de migracion resultan muy similares (2,8-3,2 min)
sin que la diferencia estructural entre los dos QUAT, el grupo amidopropil,

parezca influir substancialmente en las movilidades electroforéticas.

Por tanto, la separaciéon simultanea de las dos series homdlogas de los
QUAT, no es posible en estas condiciones ya que se solapan los siguientes
homologos: C;-BAK con Cg-BAA, C14-BAK con Cig-BAA, Ci5-BAK con Cy;-
BAA, y Cg-BAK con C4-BAA.

Las condiciones que permitan la separacion de los 12 homologos deben de
seguir minimizando los efectos de adsorcion a las paredes del capilar y de
agregacion micelar de los dos cuaternarios por lo tanto serd necesario el
modificador organico tanto en el tampdén como en la muestra. Se examinan
sistematicamente dos grupos de variables: los parametros instrumentales del
sistema y el tampon. De los primeros se revisan: la lohgitud del capilar, voltaje y
temperatura. De los segundos, se ensayan dos nuevas variables: el pH y la
concentracidn del tampdén manteniendo constantes la naturaleza y la concentracion

del modificador organico.
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Figura VI-7. (A) Separacion de una muestra BAK , (B) Separacion de una muestra
BAA (C) Separacién de una muestra de BAK y BAA. Condiciones experimentales
Capilar: diametro interno 50um, longitud efectiva, 40cm Electrolito: 20mM
NaH,PQ, pH=5,2/ACN (60/40 v/v) Voltaje: 30KV, Temperatura: 20°C Deteccion:
200nm. Modo de inyeccion hidrodinamica: 50mbar 10s. 1. C;-BAK, 2.=C,;-BAK, 3.
C;-BAK, 4. C-BAK, 5. C4,-BAK, 6. C 3-BAK, 7. C3-BAA, 8. C,-BAA, 9. C,-BAA,
10. C,-BAA, 11. C;-BAA y 12. C3-BAA.

5.1 Efecto de la longitud del capilar, el voltaje y la temperatura

Para una longitud de capilar de 40 cm, optimizada en la separaciéon de los

homélogos Ci2-BAK y C14-BAK, ¢l voltaje fue progresivamente aumentado de 20
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a 30 kV, reduciéndose el tiempo de andlisis pero sin mejorar la resolucién de los
homodlogos de los dos cuaternarios BAK y BAA. El efecto de la temperatura del
capilar fue estudiado en el rango entre 20 a 40°C pero no se modifica ni la

eficiencia ni la resolucion conseguida.

Si aumentamos la longitud efectiva del capilar a 56 cm, el tiempo de
migracion aumenta produciéndose la separacién entre 4,5-5,5 min pero como

contrapartida con una minima mejora en la eficiencia y la resolucion.,

Asi con esta longitud del capilar se investigan las otras dos variables
instrumentales: €l voltaje y la temperatura. Con un incremento del voltaje hasta 30
kV para lograr una mejora de la eficiencia, se examina el efecto de la temperatura
entre 20, 30 y 40°C. A la méxima temperatura, 40°C, el tiempo disminuye a entre
2,5-3,5 min y dos pares de homologos (C»-BAK con Cg-BAA y Ci4-BAK con
Clo-BAAj son parcialmente resueltos, mientras los otros tres permanécen
solapados. En un intento para subir la temperatura hasta 45°C provoca distorsiones
en la linca de base, asi que 56 ¢m de longitud de columna capilar, 30 kV de

voltaje y 40°C de temperatura son los valores seleccionados (figura VI-8).
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Figura VI-8. Efecto de la temperatura sobre la eficiencia de la separacion sobre las
series homélogas del BAK v BAA (A) 20°C, (B) 30°C y (C) 40°C. Condiciones
experimentales. Capilar: didmetro interno 50um, longitud efectiva, 56 cm, las
condiciones restantes y la numeracion de los picos se corresponden a las de la figura
VI-1.

5.2. Efecto del pH y la concentracion del electrolito

La superficie de la silice fundida esta formada por grupos silanoles ionizados
en medio alcalino o ligeramente 4cido, de manera tal que la superficie del capilar

esta cargada negativamente y contrarrestada con los iones positivos del tampén. El
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estudio de las interacciones idnicas que se producen en este medio y los factores
de influencia pueden ser analizados a la luz del modelo de la doble capa que
describe la interfase entre un ién simple, sus contraiones y la disolucién

circundante.

El potencial existente en esta interfase ha sido descrito con distintos modelos
Helmholtz (1879), Debye y Huckel (1923} y Gouy-Chapman (1910-1913). Se
considera que bajo la influencia del campo eléctrico, los iones y las moléculas y
contraiones fijas al ién central se mueven longitudinalmente con éste, formando

un plano de corte con el medio, el potencial en este plano es el potencial zeta (&).

El potencial propio que generan la doble capa de los grupos silanoles y
contraiones, ¢ condiciona la movilidad de los iones. Asi bajo el potencial externo
aplicado, los iones migran hacia el catodo arrastrando, al estar solvatados, a la
disolucién en ¢l capilar dando lugar al flujo electroosmético (EQOF), que es medido

por la movilidad electroosmética:

Eleo

- (5)
471

0

donde 7= viscosidad de la disolucion, & constante dieléctrica del medio v
Ceo—potencial zeta electroosmatico. Si la movilidad total o aparente observada del
analito es una combinacién vectorial de movilidad electroforetica, . y, de la
electrodsmotica, pe,, cuando se trate de cationes, como en la separacién del BAK
y BAA, los dos componentes llevan el mismo sentido, del 4nodo al catodo y por
tanto seran dos términos aditivos. Asi los factores que incrementen el potencial

zeta, aumentaran la movilidad electroforética.
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El potencial zeta y por tanto la movilidad electroésmotica estan influidas por
¢l tamafio y la carga de los iones, el pH y la concentracién del tampodn (ST.
CLAIRE, 1996). Cuando la concentracién del tampon, es decir la fuerza i6nica se
incrementa, se produce una compresion de la doble capa, una disminucion del

potencial zeta y en consecuencia la movilidad del i6n disminuye.

En la bibliografia analitica referente a CZE es conocido que la selectividad
puede ser modificada a través del pH del medio (HEIGER, 1992). Si los analitos
poseen grupos ionizables con distintos pK, cambios en ¢l pH afectarian de forma
diferente a cada uno de ellos. GROSSMAN y col. (1988) al trabajar con péptidos de
tamafios semejantes (el mismo nimero de aminoacidos) pero distinta carga,

variando 1,5 unidades de pH logran cambios drasticos en la selectividad.

En el problema de separacién planteado, la separacion de los dos
cuaternarios, la polaridad del grupo amidopropil tendria que actuar como
diferenciador en el pK del BAA, para que se comportase de forma
electroforéticamente distinto que el BAK. Para verificarlo, con una mezcla de
tampon fosfato con un 40% de acetomitrilo, se examina el efecto del pH del
tampdn entre valores de 3,5 a 6 sobre la movilidad eclectroforética de los
cuaternarios. Al disminuir el pH hay un aumento del tiempo de migracion ya que
los silanoles estdn protonados, hay menos carga en la superficie del capilar y se
produce una disminucion del flujo electroosmotico, pero con movilidades
semejantes en BAK y BAA que no permiten alcanzar la separacion simultanea de

la serie homéloga de los dos cuaternarios.

Los pares de homologos C14-BAK con C1-BAA, C1s-BAK con C;-BAA, y
Cis-BAK con C;-BAA continuan sin separarse. Sin embargo después de un

exhaustivo estudio de los electroferogramas y de las condiciones operacionales, se
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observa que cuando se incrementa la corrienfe eléctrica, la eficiencia y la
resolucién también aumentan ligeramente. Una estrategia usada en CE para lograr
una subida de la corriente eléctrica es a través de un aumento de la fuerza iénica y
esto se alcanza con un aumento de la concentracién del tampdén. Las
consecuencias de la elevacion de la fuerza idnica del tamp6n son una compresion
de la doble capa, una disminucién del potencial zeta y una reduccion de EOF, y
por tanto un aumento de los tiempos de residencia del soluto en el capilar.
Concentraciones altas son también utiles para limitar las interacciones
coulémbicas del soluto con las paredes del capilar debido a una disminucién de la
carga efectiva en la pared. Asi PIERA y col. (1999) observan un aumento de la
sensibilidad y una menor cantidad del compuesto cuaternario retenido en el

capilar, con un incremento de la concentracion del electrolito.

En la figura VI-9 se muestra el efecto de la concentracién del tampén en el
intervalo entre 20-75 mM. Como era de esperar con un aumento de la
concentracidn del tampon, los tiempos de migracion se incrementan para cada uno
de los seis homélogos en los dos cuaternarios. También se observa paralelamente
con el mcremento de la concentracion un aumento de la intensidad de corriente.
Otros parametros como la eficiencia y la resolucién también estan drasticamente

determinadas por la concentracion del tampan.
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Figura VI-9. Efecto de la concentracién del tampén sobre la eficiencia de la
separacién sobre las series homélogas del BAK y BAA. (A) 20mM, (B) 30mM, (C)
50mM (D) y 75SmM de fosfato . Las condiciones experimentales y la numeracion de
los picos se correspenden a las de la figura VI-§,

279



Separacion de la serie homologa de BAK y BAA por EC

Cuando la concentracién del tampdén se aumenta a 30 mM alcanzando la
intensidad de corriente 24 pA, se comienza a obtener una resolucion parcial de
todos los pares de homologos. Con una concentracion de 50 mM de tampén
fosfato (I=39 pA) se consigue la separacion total de los 12 componentes en menos
de 4 min. Pero si se aumenta la concentracion hasta 75 mM ([=55 nA) se mejora

la separacion ya que se produce una incremento en la selectividad.

También, a partir de los datos experimentales, se puede establecer una
relacion lineal entre los tiempos de migracion y el nimero de atomos de carbono
de la cadena alquilica para los dos cuaternarios (figura VI-10). Estas relaciones en
cromatografia se explican por un mecanismo de particion dependiente también de
la temperatura y han sido estudiadas entre otros muchos compuestos para la serie
homologa de! BAK (ABIDI, 1985). SALIMI-MO0SAVI y CASSIDY (1996) encuentran
que hay una correlacidon entre la longitud de la cadena alquilica de los
alquenosulfonatos y alquilsulfatos y la movilidad, para distintas concentraciones
de cationes alcalinotérreos, afiadidos al electrolito en medios no acuosos. Estas
relaciones son interpretadas por una interaccion idnica entre ¢l catién y el
tensioactivo, en un efecto de par iénico. Segun las distintas afinidades de los dos

anionicos por el idn se puede ajustar la selectividad.

En nuestro caso BAK y BAA interaccionarian con el anion fosfato,
produciéndose, con la concentraciéon del tampén, una variacion de la ecuacion de
la recta que establece la relacion. No sdlo se incrementa la ordenada en el origen
(debido a la reduccion de EOQF) sino también la pendiente, posiblemente debido a
la extension de los efectos de par i6nico. A concentraciones altas, 75 mM, el BAK
se ve mas afectado por el tampdn, (la relacion de pendientes BAK/BAA es

superior que a 20 mM) quiza por una mayor tendencia a formar pares i6nicos que
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el BAA, lo que trae como resultado la separacion de los pares de homologos que

estaban solapados.
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Figura VI-10. Relacién lineal entre el niimero de dtomos de carbono de la cadena
alquilica del BAK (linea continua) y BAA (linea discontinua) frente al tiempo de
migracién a distintas concentraciones del tampon.

5.3. Mejora de la sensibilidad con técnicas de preconcentracion de campo

amplificado

Se optimiza la preconcentracion con sample stacking, en una mezcla de BAK
y BAA a una concentracion de 0,01 M, inyectandose a distintos tiempos, de 10 a
30s y manteniendo la presion en 50 mbar. En la figura VI-11 se muestran los
electroferogramas obtenidos. Para una concentracion de 50 Mm de fosfato, el

tiempo de inyeccion no puede superar los 10 s porque a 20 s la resolucion entre
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Cis-BAK con C;-BAA y C3-BAK con C4-BAA no conserva los resultados
optimizados (figura VI-11, A y B respectivamente).

R N R A A

By
2

Figura VI-11. Electroferogramas del BAK y BAA a distintos tiempos de inyeccion
para dos concentraciones: S0mM de fosfato (A) 10s y (B) 20s; 7SmM de fosfato (C)

10s, (D) 20s y (E) 30s. Las condiciones experimentales y la numeracién de los picos
se corresponden a las de la figura VI-8.
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No obstante para 75 mM es posible alcanzar un tiempo de inyeccion de 20 s
sin menoscabo de la eficiencia de la separacion; tiempos mayores provocan
distorsiones en la linea de base que ensanchan los picos debido a la sobrecarga de

muestra producida en el capilar.

Pese a que las dos concentraciones ensayadas del tampdén 50 vy 75 mM
permiten alcanzar una buena selectividad, se eligié la de 75 mM vya que
proporciona una mejor sensibilidad al ser posible trabajar con un volumen mayor

de muestra inyectado.
6. ASPECTOS CUANTITATIVOS EN EL ANALISIS DEL BAK Y BAA

Se lleva a cabo el analisis cuantitativo escogiendo dentro del intervalo de
longitudes de onda del primer maximo de absorcion, aquella en la que se obtienen

para una concentracién dada un maximo de 4reas de pico, 200 nm.

En la separacién simultinea del BAK y BAA se evalia la reproducibilidad en
tiempos de migracion y areas de picos. Se calcula el coeficiente de variacién para
5 repeticiones de los 12 homoélogos (6 del BAK y 6 del BAA) a las dos
concentraciones de tampdn optimizadas, 50 y 75 mM y con tiempos de inyeccion

de 10 y 20 s (tabla VI-3).

Para el tiempo de migracién de todos los homologos la reproducibilidad es
muy buena <0,7% y en el area del pico es < del 5% para los homoélogos del BAK-

Ci2 y BAA-Cy. Estos ensayos se realizaron con muestras de BAK y BAA.
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Tabla VI-3. Precisién (%CV) del tiempo de migracién y del area del pico come
funcion de la concentraciéon del tampén y del tiempo de inyeccion,

CONCENTRACION DE TAMPON

Tiempo de ‘ . Tiempo de : .
migracién Area de pico migracién Area de pico

10s  20s i0s  20s 10s  20s 10s  20s
Cs-BAK | 0,30 0,58 3,34 3,51 [ 0,25 036 3,10 4,98
Cy-BAK | 0,31 0,55 5,15 640 (026 056 423 0,60
Cy-BAK | 0,32 0,50 295 2.07 (027 058 1,64 044
Cs-BAA | 0,33 050 1,56 6,04 [ 027 0,58 493 590
C-BAK | 032 048 3,00 322 1 0,28 0,62 1,34 337
Cw-BAA | 033 045 3,18 845|028 0,63 543 761
Ci-BAA | 0,33 0,50 3,03 4,80 | 0,29 065 3,19 548
Cis-BAA | 0,34 0,52 411 555029 0,67 4,19 166
Cis-BAK | 0,34 054 1,71 797 | 030 0,70 296 3,35
Cis-BAA | 0,35 0,53 1,01 590 | 030 0,69 6,11 242
Cis-BAA | 0,35 0,60 585 7,75 030 0,74 3,67 3,59
Ciz-BAA | 0,36 063 415 2,44 ] 031 0,77 4,19 3,18

Al no disponer en el mercado de patrones de los homologos de BAA y de Cy
¥ Cio BAK se estudia la linealidad del método solamente para Cj;3-BAK, C4-
BAK, Cis-BAK y C3-BAK, en ¢l rango 0,1 a 13 g mL"' considerando el area de
los picos; la inyeccion se realiza en modo “sample stacking” durante 20s. Las
ecuaciones y los coeficientes de correlacion de las rectas para los cuatro
homologos se muestran en la tabla VI-4. Se incluyen también los limites de
deteccion y cuantificacién establecidos como 3 y 10 veces la relacion sefial/ruido

respectivamente (MILLER y MILLER, 1988).
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Tabla VI-4. Parametros para el anilisis cuantitativo de BAK.

Compuesto Recta de calibrado y LD LC
coeficiente de correlacién (r) (ugmL™)  (ug mL™)
C2-BAK y=-0,0198+1,096x; 0,9979 0,0097 0,034
Ci-BAK y=0,0172+1,132x; 0,9978 0,0095 0,033
Cis-BAK y=-0,1260+1,0228x; 0,9979 0,0120 0,041
- Cis-BAK y=-0,2275+1,1436x; 0,9949 0,0120 0,043

En cuanto a la medida de la eficiencia en la separacion del BAK y BAA, se
han medido valores de N de 250000 platos teéricos para las dos concentraciones
del electrolito, 50 y 75mM. Estos datos son de un orden de magnitud mas altos
que los proporcionados por la bibliografia analitica de HPLC para la mayoria de

las aplicaciones.

7. APLICACION A MUESTRAS INDUSTRIALES Y PRODUCTOS
FORMULADOS

El método fue aplicado a la determinacién de homologos del BAK en
muestras reales de diferente procedencia, desde productos técnicos a productos
formulados (alcohol, colirio etc.). El desarrollo del método de la separacion
simultanea de los dos QUAT se lleva a cabo con los productos técnicos, cloruro de
benzalconio al 50% en agua y cloruro de cocoamidopropilbencildimetilamonio al

50% en una mezcla de agua/IPA.

El empleo de BAK como desinfectante en formulaciones esta bastante
generalizado asi que se eligien dos productos de uso habitual de los que no se
requiere un estricto control farmacéutico. La primera muestra ensayada es un

alcohol de uso farmacéutico cuya composicién especifica es de 1% de cloruro de
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benzalconio, sin indicar cuales son los homélogos que contiene. La preparacion de
la muestra se efectia en una mezcla de metanol/agua (80:20 v/v) con una
concentracion de producto tal que €l BAK se encuentre aproximadamente a 0,01
mM. En el electroferograma obtenido que se muestra en la figura VI-12, se
identifica el homélogo BAK-C); y el BAK-C)4 siendo mayoritario el primero,

probablemente debido a su mayor capacidad desinfectante.

Otra muestra, dentro de los productos comerciales de la gama de cuidado
personal, en la que los fabricantes indican la presencia de cloruro de benzalconio,
es en una locion en la cual van impregnadas unas toallitas himedas para nifios.
Para la preparacion de esta muestra se manticne la toallita sumergida en una
muestra de 20 mL de metanol/agua (80:20 v/v) durante 15min. Después una
alicuota de ésta se inyecta en el sistema en las condiciones descritas en la figura
ViI-12. Se encuentran los homélogos BAK-Cy; y el BAK-Cy,, sin observarse

efectos de matriz de los otros componentes de la muestra.
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Figura VI-12. Electroferogramas obtenidos con muestras reales (A) Alcohol (B)
Locion limpiadora en toallitas himedas para niiios. Las condiciones experimentales y
la numeracién de los picos se corresponden a los de la figura VI-6.

8. ESTUDIO ANALITICO COMPARATIVO PARA BAA Y BAK POR
HPLCY CE

Puesto que en HPLC se ha propuesto un método de andlisis de residuales que
a su vez permite la separacidn de la serie homologa (capitulo IV) parece obligado
verificar si al menos es valido para la serie homologa del otro cuaternario
estudiado, el cloruro de cocoamidopropildimetilamonio y comparar los resultados

con los obtenidos con la electroforesis capilar.

287



Separacion de la serie homdloga de BAK v BAA por EC

En el BAA se prueban el modo de elucion en isocritico y gradiente a la
concentracion de trabajo, 10 mg mL™ sobre la base anhidra. En el primero no
separarian €l cloruro de bencilo de los homélogos mas bajos de la cadena pero si
en gradiente, donde la cadena alquilica cocoamidopropil con los seis homologos,

de Cga Cyseluye en 10 min (figura IV-13 A).

Se prueba también el modo gradiente con una muestra comercial de BAK
sintetizado a partir de una cocodimetilamina (Figura VI-13 B). Comparativamente
con el BAA estad mas retenido en la fase estacionaria eluyendo el ultimo homélogo
(Cis ) cercano a los 13 minutos ademas de poseer unos picos mas ensanchados.
Posiblemente el grupo amida dota al QUAT de una mayor polaridad que

incrementa su afinidad por la fase mévil.
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Figura VI-13. Cromatograma en modo gradiente. (A) BAA de cadena coco y (B)
BAK.1.Cg, 2. C10,3. Ci1,4.C1y ., 5. Cyg, 6. Cy.
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Como ya se habia mencionado anteriormente, en el BAK se puede establecer
una relacion lineal entre el factor de capacidad y el nimero de atomos de la
cadena alquilica. También en el BAA (figura VI-14) se puede correlacionar
linealmente estos dos parametros pero con una pendiente mas pequefia que el

BAK.
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Figura VI-14. Relacion lineal entre el nimero de atomos de carbono de la cadena
alquilica del BAK y BAA frente al factor de capacidad en HPLC.

Algunos aspectos cuantitativos como la cuantificacion de la cadena alquilica
han sido abordados segin se indica en la farmacopea americana (USP, 1995).
Considera en el BAK que la absortividad molar es la misma para todos los

componentes de la serie homodloga. Asi se calcula el porcentaje de cada homdlogo

%C,) segun la formula:
(“Cy) seg
1004 .
%C":T siendo A yB A= An PMH; B:ZAH PM:
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donde A, es el drea de cada homdlogo y PM, el peso molecular de cada homdlogo

desde n=8 a 18.

Los valores obtenidos se muestran en la tabla VI-5 junto con los calculados
para el BAA siguiendo la misma metodica. La diferencia entre ellos reside en que
BAA tiene una distribucién de una cadena coco nafural con porcentajes sobre un
10% para cada una de las cadenas mas bajas, Cy y C|o, mientras que el BAK tiene

un menor contenido de éstas y estd mas enriquecido en la cadena mayoritaria, Cy;.

Si comparamos estos valores con los especificados para la cadena alquilica
€n su origen, es decir, los proporcionados por el proveedor de la cocodimetilamina
en €] BAK y los existentes para la cadena natural del triglicérido coco en el BAA
se observa que se ajustan bien a la especificacion para el BAK. En ¢l BAA hay
una desviacion en el homologo Cg y mas importante atin en el Cig. Para este
ultimo, el valor de la especificacion esta referido a una cadena estearica saturada
sin embargo ¢l coco natural puéde contener entre un 5-8,5% de cadena oleica con
18 4tomos de carbono, al igual que la estearica pero con un doble enlace en su
cadena. Cuando el aceite de coco es sometido a tratamiento de hidrogenacion para
eliminar las insaturaciones, el contenido de la cadena estedrica puede cifrarse
entre un 10-14%. No obstante habria que comprobar en futuros trabajos si el

método es capaz de separar la cadena oleica de la estearica.

Este tipo de cuantificacidn presenta, en los andlisis de control, un ahorro de
tiempo de analisis muy importante con respecto a las cuantificaciones realizadas
calibrando con patrén externo, en las que es necesario la construccion de la recta

de calibrado y repetidas inyecciones de patrén y muestra.

Puesto que en electroforesis capilar la deteccidon se lleva a cabo en

ultravioleta, se prueba si es posible medir la composicion de la cadena alquilica en
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el mismo modo que en HPLC. Se cuantifica la muestra que contenia la mezcla de
BAK y BAA en las condiciones optimizadas (figura VI-9, D) con 75 mM de
fosfato. Los resultados obtenidos se muestran paralelamente con los del HPLC y
los valores son muy semejantes a estos, sobre todo teniendo en cuenta que las

muestras no pertenecen al mismo lote.

Tabla VI-5. Porcentaje (%) de cada homodlogo en la cuantificacion de la serie
homdéloga en el BAK y BAA y comparacién con las especificaciones comerciales.

Homélogo BAK BAK ruestra w BAA questra

(especificacién) (HPLC) (CE) (especificacion) (HPLC) (CE)
Cs 4-12 6,1 4,7 6-9 10,5 9,2
Co 2-12 6,0 54 5-7 0,9 6,3
Ci: 45-55 496 51,8 42-53 422 456
Cia 14-24 19,3 18,7 14-21 18,4 16,2
Cis 5-13 10,0 9,6 g8-11 10,3 10,4
Cis 4-12 9,0 9,8 2-5 11,6 12,2

Al igual que en electroforesis se puede plantear la separacién conjunta de
ambos cuaternarios. En principio, los doce homologos presentan factores de
capacidad distintos, sin embargo en las cadenas de menor numero de atomos de
carbono la selectividad es baja, con valores de 1 para C;-BAK y C2-BAA, asi
como para Cg-BAK vy Cj-BAA.

No se acomete la mejora de la separacién porque de cara a formulaciones
habria que resolver primero el efecto que sobre la retencion ejerce la
concentracién del QUAT en la muestra. Al igual que se habia observado en el

TEBA (capitulo V) la retencion se incrementa al disminuir la concentracion. En el
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caso de cuaternarios con seriec homologa, para cada uno de los miembros habria
que tener en cuenta ademas de la concentracion del QUAT en la muestra, la

concentracidn relativa del homdlogo.

Asi para una concentracién fija de BAK, 10 mg mL"', se mide el factor de
capacidad de los dos homoélogos principales, Cj; ¥ Cy4 en tres tipos de muestra: .
cuando posee una cadena mayoritaria (95%), en un corte coco (50% de Cj; y 19%
Cia) y en la usada en las sintesis del BAK (65% de C,, 31% de Cjuy 4% de
Ci6). Los resultados que se muestran en la tabla VI-6 indican que los factores de
capacidad de la seric homologa estan fuertemente determinados por la
concentracidn de cada homdlogo. Para una misma concentracion (95%) la
pequefla diferencia de retencidén entre Cjp y Ci4 estaria explicada por efectos

hidrofébicos puros.

Tabla VI-6. Influencia del porcentaje de los homéloges C,; y C;, del BAK en la serie
homologa sobre el factor de capacidad.

Ciz Ci4

Porcentaje de

. 95% 64% 50% | 95% 31% 18%
los homédlogos

k 4,2 4,4 4,5 4,7 5,5 5,7

Por ofra parte, si se mantiene composicion de la serie homéloga y se
disminuye un orden de magnitud la concentracion, el factor de capacidad aumenta
una unidad (tabla VI-7). No se ha encontrado en la bibliografia del BAK
justificaciones del mecanismo de interaccion que consideren la influencia de la

concentracion.
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Tabla VI-7. Influencia de la concentraciéon de BAK sobre el factor de capacidad.

Ci Ciy

Concentracion de

BAK (mg mL™) 10 1110 1

k 44 51155 6,1

En definitiva, seria necesario previamente intentar la separacidn con algin
modificador aminico que bloqueara los silanoles y eliminara la variacién de la
retencion con la concentracion antes de abordar la separacion simultanea de la
serie homologa de los dos cuaternarios. En este punto hay que tener en cuenta que
mediante la electroforesis capilar se ha conseguido un tiempo de analisis para los
doce homologos, en principio dificilmente superable por HPLC con una columna

convencional,

La ventaja de los métodos propuestos de CE con respecto a los de HPLC
reside en la separacion individual y simultanea de la serie homologa para los dos
cuaternarios en un tiempo de andlisis excelente y unos limites de deteccidn
buenos. Sin embargo, ¢l método de HPLC consigue, en el analisis individual de
los cuaternarios, separar conjuntamente los residuales y la cadena alquilica. La
cuantificacién del porcentaje de cada homodlogo en la cadena alquilica puede
realizarse con el método recomendado por la USP (1995) tanto por HPLC como

por CE.
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9. CONCLUSIONES

294

Un modificador orgénico, como el acetonitrilo, en el electrolito soporte y
otro en la preparacién de la muestra como el acetonitrilo o el metanol
resultan imprescindibles para minimizar la formaciéon de micelas vy la

adsorcion a las paredes del capilar de los cuaternarios, BAK y BAA.

La variable critica para la separécién simultdnea de los dos cuaternarios el
BAK y el BAA con la misma cadena grasa y una diferencia estructural

minima, un grupo amidopropil, ha sido la concentracion de electrolito.

Los dos métodos propuestos para la separacion individual y simultinea
separan la serie homéloga en un tiempo 3,5 y 4,5 min, respectivamente,
que resulta excelente para los tiempos obtenidos en la bibliografia analitica

para CE y 4 veces mas bajos que los que proporciona €l HPLC.

La aplicacion de técnicas de preconcentracion on-colum de campo
amplificado como el sample stacking reducen los limites de deteccién a
<0,05 mg L (107 M), muy bajos en relacion con los encontrados en la

bibliografia consultada del BAK por CE.

Los dos métodos desarrollados se han aplicado a productos formulados y a -
las muestras industriales, con buenas perspectivas para el analisis de

matrices medioambientales,

En un analisis comparativo del método de CE para BAK y BAA con ¢l
metodo de HPLC se concluye que el primero permite la separacion
simultdnea de la cadena alquilica de ambos cuaternarios en productos
formulados mientras que el segundo separa en cada cuatenario la cadena

alquilica de los residuales. Asimismo la cuantificacion de la composicion
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de la cadena alquilica puede realizarse de forma rapida y sencilla tanto en
HPLC como en CE.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS

A causa de la deteccion de impurezas no identificadas en muestras de cloruro
de benzalconio sintetizado en el laboratorio, del estudio de la bibliografia
analitica referente a las impurezas existentes en el cloruro de bencilo técnico (RAO
Y SUBBARAM, 1972; BABINA Y KVARTAL'NOVA, 1979 Y GALAZKA, 1983) y de las
especificaciones proporcionadas por distintos proveedores de este producto, se
plantea la necesidad de establecer la influencia de los productos residuales del
cloruro de bencilo usado como materia prima, sobre la futura calidad de los
productos terminados, los compuestos cuaternarios.

Como ya se ha mencionado en la introduccion de esta Tesis Doctoral, es
conocido que las materias primas son una de las vias de componentes indeseados.
En las rutas de sintesis, hasta que se obtiene el producto final con una aplicacion
de consumo, se fabrican productos intermedios y las impurezas formadas, si no se
degradan, minimizan o €liminan, son transmitidas a lo largo de los procesos.

Industrialmente, el cloruro de bencilo puede ser preparado a partir de la
cloracion de tolueno (halogenacién de un alquilbenceno a través del radical
bencilico como intermedio) con luz o calor, y sometido para su purificacion a un
lavado con agua y a una destilacion final (figura VII-1). Otros derivados clorados
como ¢l 2-clorotolueno o el a,a-diclorotolueno tienen una via de sintesis muy
similar. El primero se formaria a partir de la cloracion catalitica del tolueno y una
posterior cloracion del cloruro de bencilo o la cloracién con dos moles sobre el
tolueno en presencia de luz conduciria a la formacién del o,a-diclorotolueno
(CAREY, 1999). Ademas este ultimo al hidrolizarse constituye la materia prima

para la obtencion industrial de benzaldehido. El alcohol bencilico se puede
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obtener por hidrélisis del clorure de bencilo o a partir de una autooxidacién-

reduccion del benzaldchido con una base fuerte (reaccién de Cannizzaro)

: CH,OH

(ALLINGER y col., 1979; HAWLEY, 1985).

H,O Alcohol -OH
bencilico
CH, 112 ¢l, CHZCI_”2 cl, CHCI, COH
—_— —_— —
NV A/V HZO
Tolueno Cloruro de bencilo Diclorotolueng Benzaldehido

l 1/2 Cl,
@CH3

Cl

2-Clorotolueno

Figura VII-1. Reaccién de obtencién del cloruro de bencilo, 2-clorotolueno, o,0-
diclorotolueno, aicohol bencilico y benzaldehido,

El cloruro de bencilo técnico presente en el mercado ticne una especificacion
de pureza mayor del 99% y es frecuente que la pureza encontrada sea igual o
superior al 99,5%. En consecuencié, las impurezas presentes que contenga, la
materia prima, el tolueno y los cloro y diclorotoluenos seran del orden de partes
por millén. Sin embargo podrian constituir impurezas de los compuestos

cuaternarios o sufrir reacciones de formacion de productos secundarios.

La cromatografia de gases es la técnica usada habitualmente en la bibliografia
relativa al analisis de la materia prima (cloruro de bencilo). Al no disponer de

" estos equipos en ¢l laboratorio industrial se intentara la adaptacién de un método
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por cromatografia de liquidos. Teniendo en cuenta que en los productos
terminados, los compuestos cuaternarios se¢ determinan por HPLC seria
importante disponer de un conjunto de métodos con una técnica analitica comin,
cuyo paso de uno a otro precisard de pequefias adaptaciones, de forma que en un
periodo de tiempo corto, fuese posible analizar todo ¢l ciclo de un producto o

productos de una misma clase quimica.

Por todo 1o anteriormente tratado, los objetivos perseguidos son:

1. Desarrollo de un método por HPLC que permita separar, identificar y
cuantificar seis compuestos: alcohol bencilico, tolueno, cloruro de bencilo,
2-clorotolueno, o,a-diclorotolueno y benzaldehido.

2. Aplicacion del método creado al analisis de un cloruro de bencilo técnico
en el que éste es el componente mayoritario y los restantes compuestos se
encuentran como impurezas.

3. Verificacion de que los métodos desarrollados para el cloruro de
benzalconio permiten separar los cinco compuestos.

4. Identificacion de las impurezas en BAK que condicionaron el uso de una

elucion en gradiente.

2. METODOS DE ANALISIS DE LOS ALQUILBENCENOS OBJETO DE
ESTUDIO. TOXICIDAD DEL CLORO- Y DICLOROTOLUENOS

La revision de la bibliografia referente al analisis del alcohol bencilico,
cloruro de bencilo, tolueno, benzaldehido, clorotolueno y «,a-diclorotolueno
conduce a una clasificacion en tres niveles de interés segun la orientacion de los
investigadores. Un primero, donde se revisa algin aspecto tedrico de una técnica

analitica o un nuevo enfoque usando series de compuestos estructuralmente
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similares o al menos con comportamiento cromatografico analogo. El segundo
nivel, mds especifico y mas acorde con uno de los objetivos planteados en este
capitulo, es €l analisis de productos industriales; y por ultimo un tercero de

caracter medioambiental.

Son habituales varias técnicas de separacién como cromatografia de gases, de
fluidos supercriticos y de liquidos, para el analisis de los seis compuestos
conjuntamente (debido a que presentan entre si semejanzas estructurales) o de
forma individual en series, que son usadas para predecir parametros
cromatograficos, construir modelos o probar nuevas fases estacionarias o

modificadores.

Usando como téecnica la cromatografia de gases, ZENKEVICH (1999)
correlaciona los clorotoluenos con los arenos cuando establece una relacién
logaritmica lincal entre los indices de retencion de distintas series de compuestos
organicos estructuralmente similares. WAWRZYNIAK Y WASIAK (1999) determinan
halohidrocarburos, entre ellos cloruro de bencilo y clorotoluenos, con dos fases
estacionarias, ciano y tiol modificando con sales de CuCl, y CoCl, las ciano y
NiCl; y CoCl, los grupos tiol. Los cambios en la retencién debido a la interaccién
entre el metal y los halohidrocarburos se estudian y comparan con las fases sin

modificar.

AL-HAJ y col. (2001) emplean cloruro de bencilo en una de las series que
usan para validar aproximaciones matematicas que estudian ¢l mecanismo de
interaccién molecular con siete fases estacionarias de HPLC, verificando una
buena correlacion entre los datos calculados y los experimentales. Estas

aproximaciones de rclaciones cuantitativas entre estructura y retencion permiten
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evaluaciones de columnas cromatograficas y predecir la retencion de analitos con

estructuras defimdas.

Pyo y col. (1998) prueban los efectos del modificador, metanol, en
cromatografia capilar de fluidos supercriticos, usando una ecuacion que relaciona
el factor de capacidad con el coeficiente de particion entre las fases. Se estudian
también los mecanismos de retencion, en una serie de 35 compuestos entre los que

se encuentran el alcohol bencilico, tolueno, benzaldehido y cloruro de bencilo.

DING Y FRrITZ (1997) explorando las posibilidades que tiene una técnica como
la electroforesis capilar para el analisis de productos no iénicos, separan cloruro
de bencilo y benzaldehido en una serie de 20 compuestos organicos polares
usando un tensioactivo en el electrolito, concretamente un alcohol etoxilado
funcionalizado con un grupo sulfénico, que compleja con el analito. Los
investigadores hacen uso de la concentracion del tensioactivo y del porcentaje de
acetonitrilo en el electrolito, para conseguir la selectividad requerida en la
separacion de una serie de compuestos organicos polares que incluye €l cloruro de
bencilo y en otras series formadas por cinco tipos de testosteronas o en

hidrocarburos aromaticos policiclicos.

En la bibliografia referida al analisis de un cloruro de bencilo técnico, se
encuentran solamente tres trabajos, uno de ellos bajo patente (GALAZKA, 1983), en
los que la técnica cromatogrifica usada es la cromatografia de gases. RaO y
SUBBARAM (1972) se plantean la determinacion de una de las impurezas del
cloruro de bencilo: el a,a-diclorotolueno para valores menores del 1%. Las
condiciones éonseguidas suponen mantener la columna a una temperatura de
125°C, emplear como gas portador una mezcla de nitrgeno, hidrogeno y oxigeno

y cuantificar usando el tetradecano como patrén interno.
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Ademas del a,a-diclorotolueno, otros compuestos residuales: tolueno y
clorotolueno son cuantificados en un cloruro de bencilo del 99%, usando como
patron interno el ciclohexano (BABINA y KVARTAL'NOVA, 1978). Las temperaturas

de la columna y del inyector fueron de 90°C y de 250°C respectivamente.

La patente de GALAZKA (1983) incluye con el analisis de componentes de
cloruro de bencilo, también los del alcohol bencilico técnico. Aunque en el
sumario de la patente no se especifica la naturaleza de los componentes separados,
¢l nimero de registro de los compuestos que intervienen en el estudio indica que
se trata con benzaldehido, tolueno, clorotolueno y o, c-diclorotolueno. También se
resumen en €l método patentado: €l tratamiento con metilsilicona y
polietilenglicol sobre el relleno de la columna cromatografica, las condiciones de
separacion, nitrdgeno como gas portador, gradiente de temperaturas y ¢l empleo

de patrones internos como el etilbenceno y 1,3,5-triclorobenceno.

En el andlisis de compuestos industriales, el cloruro de bencilo y sus
impurezas pueden estar presentes en una matriz donde el componente mayoritario
tenga vias de sintesis similares a ellos, como en el benzaldehido o el 2-
clorobenzaldehido. BABINA Y KVARTAL'NOVA (1979), analizan impurezas en
benzaldehido usando un detector de ionizacién de llama, una columna tratada con
un 15% succinato de glicol y la separacion realizada a 130°C usando benzoato de
butilo como patrén interno. Entre los compuestos residuales determinados se

encuentran el cloruro de bencilo y el o, a-diclorotolueno.

Usando HPLC en fase normal y como fase mévil una mezcla del 90% de
ciclohexano y 10% de cloroformo, otros autores (FAN y LEVINE, 1978) analizan el

benzaldehido de calidad USP encontrando como impurezas el a,a-diclorotolueno,
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el nitrobenceno y el acido benzoico. El método es una alternativa a un test de la

USP y ademas més rapido.

RAMAKRISHNAN y SUBRAMANIAN (1975) analizan mezclas de tolueno y sus
derivados clorados: cloruro de bencilo, cloruro de benzal y benzotricloruro por
cromatografia de gases con detector de conductividad térmica y como patrén

interno el tetracloruro de carbono.

En el método aplicado por FAN y col. (2001) en la produccion industrial de 2-
clorobenzaldehido se usa cromatografia de gases acoplada con espectrometria de

masas, detectando entre otros subproductos, orto-clorotolueno y diclorotolueno.

Dentro de los trabajos de caracter medioambiental que incluyen el cloruro de
bencilo, clorotolueno, tolueno o diclorotolueno, hay un conjunto de ellos que
tienen en comun el empleo como técnica analitica de la cromatografia de gases
acoplada con espectrometria de masas para el estudio de un tipo de contaminantes
atmosféricos: los compuestos organicos volatiles (VOC). MCCLENNY y col. (1984)
trabajan con el cloruro de bencilo y el tolueno y KROST y col. (1982) con cloruro

de bencilo.

SIN y col. (2001) estudian la estabilidad en tubos de muestreo en un periodo
de cuatro meses. Aunque los VOC probados, entre ellos el clorotolueno, presentan
buena estabilidad, el cloruro de bencilo disminuye mas de un 30% de su
concentracién en un periodo de almacenaje de sélo tres semanas. El método
ademas consigue la separacion de 143 VOC en 35 min, encontrandose el

clorotolueno y cloruro de bencilo en tiempos de retencion cercanos a los 30 min.

MAEDA y col. (1998) con el empleo de cromatografia de gases capilar para

lograr la separacidn simultdnea de 36 patrones de hidrocarburos aromaticos y
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clorados en aire, inciden més en el estudio del analisis cromatografico que en
aspectos de muestreo, usando dos tipos de detectores, de fotoionizacién y de
conductividad electrolitica. Si bien no es posible la cuantificacién con los dos
detectores propuestos para todos los compuestos empleados, en el caso del cloruro
de bencilo, el detector de fotoionizacién permite su deteccién y cuantificacién con
un tiempo de retencién de aproximadamente 38 min mientras que con el de
conductividad tan sélo puede ser detectado. Finalmente, con el método optimizado

se monitorizan muestras de aire en las que no se detecta cloruro de bencilo.

Uno de los metodos GC/MS para VOC (KROST y col., 1982) es aplicado por
PELLIZART (1982) en areas industrializadas de Estados Unidos donde se producen,
usan y almacenan VOC y también en areas cercanas a un vertedero. En este ultimo
emplazamiento se detectan y cuantifican, dos de los compuestos de interés, el
clorotolueno y diclorotolueno v en algiin punto de muestreo alcanzan los valores

mas altos, cercanos a los 500ug m™.

Otros trabajos medioambientales estan orientados al andlisis en una matriz
concreta: lodos de aguas residuales, gases residuales o aguas naturales donde se
han encontrado compuestos clorados. Con GC, KokLova (1986) propone un
método para determinar monoclorotoluenos en aguas naturales. Con HPLC,
HROMUL AKOVA Y LEHOTAY (1996) determinan cloruro de bengilo, clorobenceno,
naftaleno y bifenilo en gas residual absorbidos en 2-metoxietanol. En 1997,
LEHOTAY Y HROMUL 'AKOVA en muestras ambientales de aguas, detectan niveles
trazas de cloruro de bencilo con un limite de deteccién de 90 ppt. Otros
contaminantes como los bifenilos, naftaleno y clorobencenos también son

separados.
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En lodos de aguas residuales, ANNA y col. (1984), analizan entre otros
contaminantes orgénicos el cloruro de bencilo y el diclorotolueno y FRIEGE y col.
(1989) en lodos de efluentes de la industria textil, clorobencenos y clorotoluenos.
También, en lodos procedentes de aguas residuales de origen doméstico, estos
ultimos autores determinan compuestos policlorados como dibenzodioxinas y

dibenzofuranos.

En el capitulo IV se habia examinado la toxicidad del cloruro de bencilo, por
lo que en éste se revisara la correspondiente a sus posibles impurezas: tolueno,

benzaldehide, clorotolueno y diclorotoluenos.

La LDsp oral en ratas es en general, significativamente mas alta para estos
compuestos (tabla VII-1) que para ¢l cloruro de bencilo {oral-rat LDsp =1231 mg
kg"). Con todo, los compuestos clorados han estado sometidos a evaluaciones
sobre su capacidad para provocar irritacion ocular y respiratoria. En esta tltima, se
miden con ratones, las concentraciones en aire necesarias para provocar una caida
del ritmo respiratorio del 50%, RDso . STADLER Y KENNEDY (1977) midiendo el
RDs; en una seric de compuestos quimicos, entre ellos el 2-clorotolueno,
concluyen por los datos obtenidos, que ninguno de ellos individualmente deberia
causar irritacién respiratoria en humanos a niveles entre 100 y 1000 mg L™';
aunque ésta si se produciria a bajas concentraciones por combinacion de

emisiones de varios compuestos.

Otros autores (DUDEK y col., 1992) al medir el potencial de irritabilidad
respiratoria en la serie del tolueno sustituido en o por un cloro (cloruro de
bencilo), dos cloros (a,c-diclorotolueno), yodo y bromo, resaltan como un
compuesto relativamente poco irritante como el tolueno, aumenta su potencial al

ser sustituido por un halégeno. Esta relacion entre actividad y estructura puede ser
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explicada para los compuestos estudiados con una interaccion en la bicapa de
lipidos al formarse una carga negativa en el carbono en o y una disociacién del
enlace con el halégeno. Cuando miden el RDsq del tolueno con un cloro en orto
(2-clorotolueno) los valores son mas bajos que los obtenidos por STADLER Y

KENNEDY (1977) (tabla VII-1).

TABLA VII-1. Datos toxicolégicos de posibles impurezas del clorure de bencilo.

Compuesto Oral-rat LDs, (mg kg™)* RDs, (mg L)*
Tolueno 5000 4900
Benzaldehido 1300 -
a,a-Diclorotolueno 3249 27
Clorotolueno 57001 2.9

Fuente: * SAX (1980); * DUDEK y col. (1992); ' PIS'KO y col. (1981).

El estudio de la irritabilidad ocular se lleva a cabo mediante un test realizado
en conejos que en un futuro se pretende sea reemplazado por otras técnicas que
no supongan el empleo de animales. Existe un banco de datos (ECETOC, 1998 y
BAGLEY y col., 1999) que contiene los distintos tipos de compuestos quimicos
(haluros de acilo, ésteres, aldehidos...) con miembros que pueden causar
irritabilidad ocular y los grados de ésta. De los 132 compuestos seleccionados uno

de cllos es el a,a-diclorotolueno.

Con respecto a las concentraciones, que con los conocimientos actuales, un
trabajador puede estar expuesto sin efectos adversos para la salud, o valores
limites ambientales-exposiciéon diaria (VLA-ED), la Xunta de Galicia (2000)
estipula para el tolueno 50 ppmo 191 mgm”™ y para el clorotolueno 50 ppm o 264

mg m”.

310



Determinacion de alquilbencenos como impurezas en cloruro de bencilo y BAK

También hay trabajos que revisan la toxicidad en las aguas para el tolueno y
los clorotoluenos. PIS'KO y col. (1981) en funcidn del examen de los datos
toxicolégicos, entre ellos el oral-rat LDs; recomiendan para el orto y
paraclorotolueno como concentracion maxima permitida un 0,04 mg L7 en
depésitos de agua. TOLSTOPYATOVA Y ZHOLDAHOVA (1980), subrayan el aumento
de todos los parametros de toxicidad con el nimero de atomos de cloro sobre el

anillo aromatico del tolueno.

FUKUDA y col. (1981) examinan la potencial carcinogenicidad de cloruro de
bencilo, de benzal (a,a-diclorotolueno), del benzotricloruro y del cloruro de
benzoilo por administracidén de dosis bajas en ratones en periodos largos de
tiempo. Se observan resultados positivos para el benzotriazol y con menor
incidencia en el cloruro de benzal y el cloruro de bencilo. Otros trabajos como el
de YASUO y col. (1978) estudian el efecto mutageno sobre sistemas bacterianos,
obteniendo para los procedimientos empleados, que el cloruro de bencilo era

débilmen_te mutageno y el cloruro de benzal requeria activacidon metabdlica.
3. INSTRUMENTACION, MATERIAL Y REACTIVOS

* (Cromatografo de liquidos WATERS equipado de sistema de gradiente
cuaternario modelo 600, detector ultravioleta-visible con red de diodos
modelo 996, inyector Reodyne con loop de 20uL y tratamiento de datos
con software Millenium.

= Las columnas C;g empleadas son: una LiChrospher® de Merck de
dimensiones, 250 mm x 4 mm x S-pm y Symmetry® de Waters de 150 x
4,6 mm x 3,5 pm de dos lotes distintos (W10261D024 y W11581D012).

= Precolumna Symmetry® de 20 mm x 3,9 mmx 5 pwm,
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* La columna LiChrosorb® CN de Merck, de dimensiones, 250 mm x
4,0mm x 5 pm.

= Jeringa SGE de 100 pL.

* Matraces aforados de 10, 25 y 50mL y pipetas de doble aforo 1, 2, 5y 10
mL.

= Material fungible de uso corriente en laboratorio.

* Acectonitrilo (Merck) de calidad cromatografica y agua obtenida con un
aparato de purificacién Direct-Q 3 (Millipore).

* Trictilamina, para andlisis, de Merck y acido fosforico del 85%, para
andlisis, de Panreac,

* Alcohol bencilico del 99,8%, benzaldehido del 99,5%, clorure de bencilo
para sintesis, o,a-diclorotolueno (cloruro de benzal, cloruro de
bencilideno, diclorure de bencilo) del 98% vy cloruro de 2-clorobencilo,
mayor del 99%, de Aldrich, clorotolueno, para sintesis, de Merck,
dibenciléter (99%) de Avocado y tolueno, para analisis, de Panreac.

»  (Cloruro de bencilo técnico de distintas fuentes comerciales.

4. SEPARACION CROMATOGRAFICA

La separacion de los seis alquilbencenos se emprende con el propésito de que
se adecuc a matrices de cuaternarios en los que éstos puedan coexistir como

impurezas.

Por otra parte, los compuestos a analizar presentan entre si un gran parecido
estructural ya que partiendo del grupo bencilo, si se afiade un hidrégeno se

obtiene, tolueno, un cloro, cloruro de bencilo, dos cloros, o, x-diclorotolueno, un
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grupo hidroxilo, alcohol bencilico y un aldehido para formar el benzaldehido. El
sexto compuesto, 2-clorotolueno presenta el sustituyente directamente enlazado en

el grupo aromatico.

Se intenta la separacién usando una fase estacionaria octadecilsilice muy
comun en fase inversa y de bajo coste. La fase movil consiste en una mezcla de
agua/acetonitrilo en la que previamente se fijan tres variables, naturaleza y
concentracién del tampén y pH de la fase acuosa con el fin de compatibilizar, en
futuras aplicaciones, el analisis de los compuestos cuaternarios con el de las

impurezas alquilbenciladas.

Se elige como parte cationica en el tampdn, trietilamina a una concentracién
de 0,15%, en lugar de los habituales iones inorganicos (Na+, K', NH). Esta
amina ya fue usada a una concentracion de 0,1% por GOMEZ GOMAR ¥ col. (1990)
en la separacién de la cadena alquilica del BAK comprobando que la retencién del

‘cuaternario aumentaba con un incremento de la concentracion de trietilamina.
También es recomendada por BIJ, y col. (1981) para eliminar mecanismos de tipo
tdnico que ocasionan la variacion del tiempo de retencion con la concentracién de

los compuestos cuaternarios.

Con respecto al otro parametro, ¢l pH, a través de la bibliografia (ABIDI,
1985) y del trabajo realizado en el capitulo V de esta Tesis Doctoral se conoce su
influencia sobre el comportamieno cromatografico de los cuaternarios, reflejada
en un aumento de la retencién al cambiar de pH acido a pH neutro. Por ello se
escoge pH 7 en un intento de eluir, como en el caso del BAK y el TEBA, en
primer lugar los compuestos neutros y después el compuesto cuaternario. El ajuste
de la fase modvil desde el pH basico, que origina la trietilamina, hasta neutro se

lleva a cabo con acido fosférico (50 mg mL™).
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Al disponer en la elaboraciéon del método de un detector de fotodiodos, se
crea una biblioteca con los espectros individuales de muestra patrén con cada uno
de los seis compuestos analizados (espectro tomado en el intervalo entre 190-400
nm). Después en cada muestra, se comparan para su identificacién los espectros
de los picos obtenidos con los existentes en la biblioteca, obteniéndose ademas un

valor cuantitativo del grado de identificacién con el espectro patron.

La comparacion espectral debe ser realizada en las condiciones de maxima
semejanza. Esto quiere decir que la composicion de fase mévil y la concentracién
de muestra seran lo més parecidas posible sino iguales. En ensayos previos se ha
observado que el factor mas determinante es la concentracién de las muestras,
debido a que el acetonitrilo de la fase movil no presenta una transmitancia del
100% a longitudes de onda bajas (menores de 210nm). Asi en las concentraciones
mas diluidas, la zona de méxima absorcion se ve desplazada a longitudes de onda
mas bajas. Para una misma concentracion del patrén de la biblioteca y la muestra,
la variacion de acetonitrilo entre un 50-85% no ha sido impedimento para la

1dentificacion espectral de los compuestos.

4.1. Consideraciones previas

Preparacion de estandares, muestras de cloruro de bencilo v BAK

Se preparan disoluciones madres de todos los compuestos (alcohol bencilico,
benzaldehido, cloruro de bencilo, o, a-diclorotolueno, clorotolueno y tolueno) de 3
mg mL" en acetonitrilo y se diluyen a las concentraciones de trabajo en
acetonitrilo o en fase mdvil. Las muestras de cloruro de bencilo se preparan a una
concentracién de 3 mg mL™"' en fase movil y las de BAK a 10 mg mL” sobre 1a

base anhidra.
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4.2, Separacion de seis alquilbencenos con columna Lichrospher®-Cls

Fijadas algunas de las variables cromatograficas (agua con 0,15% de TEA a
pH=7) y la metodologia de trabajo (identificacion espectral) se efectdan los
ensayos de separacién con la columna, Lichrospher®-Cys y dimensiones 250 x 4
mm y una muestra preparada con patrones de alcohol bencilico, benzaldehido,
cloruro de bencilo, tolueno, a,a-diclorotolueno y clorotolueno a una
concentracién de 5-6 pg mL™ para cada uno de ellos. Este supuesto, igual
concentracién para todos, se aleja en cierta medida, del tipo de separacidon que
necesitarian las muestras de cloruro de bencilo pero puede ser valido para los
cuaternarios y por otra parte permitira medir con mas facilidad parimetros
cromatograficos como la selectividad y resolucion, al minimizar el riesgo de
solapamientos. En cuanto al nivel de concentracién fijada, puede ser la adecuada

para las matrices en las que se encuentren como impurezas.

Asi pues, ¢l estudio de la separacién de los compuestos bencilicos se efectua
variando la relacion tampén acuoso/acetonitrilo en un intervalo desde 50 a 85% de
acetonitrilo en la fase moévil. En la figura VII-2, se representan la variacion del
factor de capacidad frente al porcentaje de acetonitrilo para los seis compuestos.
Los datos experimentales obtenidos confirman un comportamiento semejante en
todos, caracterizado por un aumento de la retencién con una disminucién del
porcentaje de acetonitrilo en la fase moévil. Es decir, un aumento de la retencion en
la columna al aumentar la polaridad del eluyente si bien, no en el mismo grado lo

que condicionara la selectividad entre ellos (figura VII-2).
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Figura VII-2. Influencia del porcentaje de acetonitrilo en la fase moévil sobre el factor
de capacidad de los compuestos. (Columna Lichrospher C,;, fase movil=ACN/ 0,15%
de TEA a pH=7)

Un primer grupo de compuestos, entre los que se encuentran el alcohol
bencilico y el benzaldehido muestran en el intervalo estudiado, una relacion lineal
con una pendiente pequefia, sin alcanzar factores de capacidad de 3. Un segundo
grupo formado por los clorados, cloro- y dicloro- toluenos comienzan con factores
de capacidad alrededor de 2 y para porcentajes de acetonitrilo mayores del 50%
superan el valor de 10, siendo el aumento mas acusado para el clorotolueno. Por

ultimo, el grupo que incluye el cloruro de bencilo y tolueno también aumentan
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exponencialmente a medida que, disminuye €l acetonitrilo pero con una pendiente
mas baja. No obstante, el a,a-diclorotolueno para porcentajes mayores de un 60%
de acetonitrilo tiene un comportamiento mas similar con €l tolueno y el cloruro de
bencilo y es a partir del 60% cuando se asemeja al clorotolueno.

Con respecto a la selectividad, es buena para el primer grupo, entre el
benzaldehido y el cloruro de bencilo y suficiente para que eluyan sin
solapamientos el cloro- y el a,a-diclorotolueno. En ¢l scgundo grupo y a la
concentracién de trabajo, la selectividad entre 1,1 y 1,2, tolera la separacion entre
el cloruro de bencilo y el tolueno. Es para el tolueno y €l o,a-diclorotolueno donde
hay mas dificultades de separacion. Entre 70-85% de acetonitrilo, el orden de
elucion es o,o-diclorotolueno-tolueno, y a excepcion de 85%, en el resto de
condiciones con una selectividad menor de 1,1 los dos compuestos eluyen
parcialmente solapados. A partir de un 60% de acetonitrilo, el orden de elucién es
tolueno-a,a-diclorotolueno, pero no se separan hasta que la fase mévil contiene un

55% de acetonitrilo.

En definitiva, para concentraciones de 6 pg mL’ se consigue separar
simultineamente los seis compuestos con un porcentaje de un 85% de acetonitrilo
en 5 min (elucién isocratica A) y con un 55% en 18 min (elucion isocratica B).
Cantidades mayores de 55% aumentan en demasia el tiempo de andlisis (figura
VII-3). Pese a todo, en las condiciones mas favorables de las optimizadas (85%
ACN, 5 min), el cloruro de bencilo y el a,a-diclorotolueno presentan colas y en
las segundas (55%, 18 min) los ultimos picos en eluir estdn ensanchados. Con
estas ultimas, puesto que en ellas se consigue mejor selectividad para los
compuestos clorados, se intenta una mejora que abarque dos objetivos: acortar el

tiempo de analisis y aumentar la resolucion entre los siguientes compuestos

317



Determinacion de alquilbencenos como impurezas en cloruro de bencilo y BAK

cloruro de bencilo-tolueno y tolueno-a,a-diclorotolueno. Se eligen estos tres

compuestos con el fin de que la separacién presente versatilidad para distintas

concentraciones de los componentes.
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Figura VII-3. Cromatogramas de la separacion de los seis alquilbencenos estudiados
con columna Lichrospher en los modos de elucién isocratica 4 Y B descritos en el
texto. 1. Alcohol bencilico, 2. Benzaldehido, 3. Cloruro de bencilo, 4. a,0-
Diclerotolueno, 5. Tolueno y 6. Clorotolueno.
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4.3. Mejora de la separacién con columna Simmetry®-Cg

Con el proposito de mejorar la separacion conseguida en los seis
alquilbencenos, se revisan los fundamentos de la cromatografia para elegir las
variables sobre las que actuar. Asi la resolucién y la simetria de los picos pueden

ser dos parametros que nos permiten alcanzar la separacion ¢ptima.

La resolucidn o la medida del peder del sistema cromatografico para separar
dos compuestos, puede ser expresada como una funcion de tres términos el
numero de platos teodricos, la selectividad y la retencidn (Ecuacion 1). El primero
de ellos se refiere a aspectos cinéticos relacionados con el ensanchamiento de
banda y los otros dos a aspectos termodinamicos de los compuestos (su constante

de distribucion en las dos fases, estacionaria y maévil).

e ) o

Rg= resolucién entre dos compuestos A y B, o= selectividad entre dos compuestos A v B,

kg= factor de capacidad del compueste B, teniendo este un factor de capacidad mayor que

A y N=namero de platos o eficacia,

Una opcion para disminuir el tiempo de andlisis serd reducir la longitud de la
columna, por ejemplo a 150mm manteniendo constante la naturaleza de la fase
estacionaria, Cig, la fase movil y el flujo. No obstante, esto supone una
disminucidon de la eficacia ya que el nimero de platos es directamente
proporcional a la longitud de la columna (ecuacion 2). Por lo tanto, para
compensar ¢l efecto sobre N y por tanto sobre la resolucidon, se puede disminuir el
denominador de la ecuacién 2 y la variable de la columna que lo permite es el

tamafio de particula de la fase estacionaria.
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L
N=o )

L=longitud de la columna y H= altura del plato tedrico

La relacion entre el tamafio de particula, mas concretamente su didmetro d, y
H se establece a través de la ecuacién de van Deemter (ecuacién 3) que explica las
interacciones de tipo fisico que se producen en la columna. Se compone de tres
terminos independientes que consideran la difusién longitudinal, la transferencia
de masa entre las fases y los caminos multiples del flujo. En el término de
transferencia de masa, ¢l coeficiente Cy es directamente proporcional al cuadrado
del diametro de las particulas que constituyen ¢l relleno. Una disminucién de dp,

implica una disminucién de H y por tanto un aumento de N y de la resolucién
B
H=A+=+(Cs+CyJu (3)
U

donde H es la altura del plato teérico, u es la velocidad lineal de 1z fase movil, 4 es el
coeficiente debido a los caminos miltiples de flujo, B es el coeficiente de difusion
longitudinal y Csy Cys es el coeficiente de transferencia de masa de la fase estacionaria y

movil respectivamente.

Se elige una columna Symmetry®-Clg con una longitud de 150 mm y un
tamafio de particula de 3,5 um, es decir con dimensiones menores que las que
poseia Lichrospher® ( 250 mm y 5um). Sin embargo el didmetro de la columna,
que al igual que el de la particula del relleno afecta a la eficacia, es mayor en
Symmetry®, (4,6 mm) que en Lichrospher® (4 mm) por lo que el aumento tendria
un efecto negativo sobre la resolucion.

El primer y manifiesto resultado, si se comparan los cromatogramas de
Symmetry® y Lichrospher®, es una disminucién de los valores del factor de

capacidad, k, (tabla VII-2) de manera que el tiempo de analisis se acorta en
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4minutos, sin menoscabo de la selectividad, idéntica en los cuatro Wdltimos
compuestos en eluir (tabla VII-3). La unica excepcidén, la disminucién entre el
benzaldehido y el cloruro de bencilo no es significativa para la muestra de los

patrones.

Tabla VII-2. Factores de capacidad de alcohol bencilico, benzaldehido, clorure de
bencilo, tolueno, a,a-diclorotolueno y clorotoluene en columnas Lichrospher®—C,s ¥
Symmetry®-C,3, para una fase mévil 45%de fase acuosa/55%acetonitrilo.

Columna
Factor de — p i +
capacidad (k) | Lichrospher® Simmetry® recolumng
Simmetry

Alcohol beneilico 1,0 0,9 0,8
Benzaldehido 2,1 1,8 1,6
Cloruro de bencilo 52 4.8 4.4
Tolueno 6,4 6,1 5,7
Diclorotolueno 7.3 6,9 6,4
Clorotolueno 10,3 9,9 9,1

Tabla VII-3. Selectividad de alcohel bencilico-benzaldehido, benzaldehido-cloruro de
bencilo, clorure de bencilo-tolueno, tolueno-c,c-diclorotolueno, a,c-diclorotolueno-
clorotolueno en Lichrospher® y Simmetry® para una fase mévil compuesta de 45%
de fase acuosa (0,15% TEA) y 55% de acetonitrilo.

Columna
Selectividad (o) . & ®  Precolumna +
Lichrospher™ Simmetry Simme try®
Alcohol bencilico/benzaldehido 2,0 2,0 2,1
Benzaldehldqlclomro de 2.5 2.1 2.7
bencilo
Cloruro de bencilo/tolueno 1,3 1,3 1,3
Tolueno/diclorotolueno 1,1 1,1 1,1
Diclorotolueno/clorotolueno 1,4 1.4 1,4
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Con el fin de salvaguardar la cabeza de columna de posibles deterioros pero
también para aumentar el volumen de fase estacionaria sobre el que se lleva a
cabo la separacion, a la columna Symmetry® se le acopla una precolumna de
dimensiones 20 x 3,9 mm y 5 um. En la tabla VII-2 se¢ muestran los factores de

capacidad ligeramente menores para el sistema con precolumna.

Conseguido el primer objetivo, se examina el efecto sobre la resolucién: si ha
disminuido o se han conservado los valores alcanzados con Lichrospher®.
Concretamente, en el caso del cloruro de bencilo-tolueno aumenta muy
ligeramente, disminuye para el tolueno-a,a-diclorotolueno y para los restantes
pares de compuestos, a pesar de que todos no presentan la misma tendencia, las
variaciones en el valor de resolucion son pequefias (figura VII-4). Cuando se
trabaja con precolumna hay un incremento de la resolucién para todos los
compuestos aunque no muy significativo. Asi pues queda pendiente la mejora de

este parametro.

LI:I Lichrospher/Acetonitrilo B Simmetry/Acetonitrilo Bl Simmetry/Fase moévil

o]
th
N

[
(=]

Resolucion

T T T
Alkeohol beneihco/Benzalkdehido Benzakiehido/Clonmo de beneilo Cloruro de beneilo/Tolueno Toleno Diclomtoluena Diclorotolueno loroto ueno

Figura VII-4. Influencia de la columna y la composicion del disolvente de la muestra
sobre la resolucion.
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Existen otros factores, independientes de las fases mévil y estacionaria, como
el volumen de la muestra inyectada o la composicion del medio en que estd
disuelta la muestra, que tienen influencia en el ensanchamiento de los picos y por
tanto en la resolucién. Si en la optimizacidon que se esta realizando, se cambia el
acetonitrilo por una composicion idéntica a la de la fase movil, se consigue una
disminucién en el ancho de los picos que expresado en términos de resolucion
significa alcanzar un incremento equiparable a los objetivos perseguidos (figura

VII-4).

La columna Symmetry® posee como caracteristica diferenciadora, ademas de
las que se refieren a la longitud y el tamarfio de particula, un bajo contenido en
metales, con una especificacion de Fe y Al sobre un 1 ppm. El fabricante
recomienda esta columna cuando se quiere mejorar la simetria de los picos,
especialmente para compuestos basicos y polares que eluyen con colas. La
presencia de metales en la fase estacionaria provoca un aumento de los silanoles
libres sin puente de hidrégeno en la superficie de la silice, con los que puede
interaccionar el analito dando efectos indeseados de asimetria (WATERS
Corporation, 1999 y 2001). Para examinar su influencia en la separacion objeto de
estudio se utiliza el pardmetro de factor de simetria (ecuacion 4), propio de la
farmacopea europea y equivalente al factor de cola en la farmacopea americana.
Est4 definido como el cociente entre la anchura al 5% de la altura del pico (W) y
dos veces la distancia entre el comienzo del pico y el tiempo de retencion al 5% de

la altura del pico (F).

W
FS=— (4
°F 4)
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La forma del pico puede ser explicada por la dispersion simétrica de las
velocidades de las moléculas del analito alrededor de un valor medio tomando un
modelo gaussiano. La desviacion de este modelo produce la asimetria de los picos
que puede ser frontal o en la cola. Cuando 2F<W el pico presenta cola y el factor
de simetria es mayor que 1, si 2F>W el pico tiene frente y el factor de simetria es
menor de 1. En Lichrospher® el factor de simetria presenta valores menores de 1
para todos los picos, con la Symmetry® hay un aumento solamente para el tolueno
y para el clorotolueno, mejorando en todos y acercandose a valores cercanos a 1
con la incorporacion de la precolumna. Esto parece indicar que su mecanismo de
interaccion no tiene una fuerte contribucion de interaccion silanofilica. Cuando se
disuelve la muestra en fase movil todos los factores de simetria suben por encima

de 1,0 entre 1,1-1,2 (figura VII-5).

O Lichrospher/Acetonitrilo lSimmetry/Acetonitrilo B Simmetry/Fase movil

1,24

0.8

0,6

Factor de simetria

0,44

0.2

0" ,_ e

T
Alcohol bencilico Benzaldehido Cloruro de bencilo Tolueno Diclorotolueno Clorotolueno

Figura VII-5. Influencia de la columna y la composicion del disolvente de la muestra
sobre la simetria de los picos. Columna Lichospher y disolvente: acetonitrilo,
columna Symmetry y disolvente: acetonitrilo y columna Symmetry y disolvente: fase
movil.
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Finalmente la separacién de los seis compuestos queda como s¢ muestra en la
figura VII-6.

0454 1

0.40

Absorbancia (UA)

T T T T

T T
200 4.00 600 8.00 1000 1200 1400
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Figura VII-6. Cromatogramas de la separacion de los seis alquilbencenos estudiados
con columna Symmetry® y precolumna en el modo de elucién isocritica B descrito en

el texto. 1. Alcohol bencilico, 2. Benzaldehido, 3. Cloruro de bencilo, 4. a,c-
Diclorotolueno, 5. Tolueno y 6. Clorotolueno.

4.4. Condiciones finales de separacion

Condiciones cromatogrdificas

Se optimizan dos condiciones de separacion, en las primeras se emplea
columna Licthpher®-Clg, con eluyente compuesto por 15% de fase acuosa y
85% de acetonitrilo (condiciones isocrdticas A) y en las segundas columna

Symmetry®- Cis y fase movil, 45% de fase acuosa y 55% de acetonitrilo

(condiciones isocrdticas B).
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Ambas tienen en comun el eluyente acuoso que contiene un 0,15% de TEA y
ajustado a pH 7 con acido fosférico; la deteccidn se lleva a cabo en el maximo de
absorcién de todos los compuestos encontrandose estos valores en el rango entre
190-202 nm; el flujo es de 1 mL min™ y ¢l volumen inyectado en columna es de 20

pL.

5. APLICACION A MUESTRAS DE CLORURO DE BENCILO

Las condiciones de separacién optimizadas con patrones se aplican a una de
las matrices de interés, el agente cuaternizante de los cuaternarios estudiados en
esta Tesis, el clorure de bencilo. Los distintos proveedores comerciales existentes
en el mercado ofrecen especificaciones en las que la concentracién y/o la
naturaleza de las impurezas pueden presentar variantes relacionadas con el
proceso de sintesis, la efectividad de éste o las exigencias de calidad del

proveedor.

De este modo, las impurezas facilitadas por las fuentes comerciales y
determinadas mediante métodos de cromatografia de gases son el cloruro de
benzal o a,o-diclorotolueno con un contenido méximo que oscila segin el
proveedor entre <0,1% y 0,25% o clorotolueno entre un 0,25-0,3% y tolueno un
0,01%. Otra informacién de tipo analitico apoi'tada en ¢l cloruro de bencilo
técnico es la presencia de un estabilizante que puede ser dimetilformamida (sobre

100 ug mL™") o caprolactama (0,1%).

De las dos condiciones en régimen isocratico conseguidas para la separacién
de los seis patrones, se descartan las que utilizan un 85% de acetonitrilo (elucicn
isocratica A) puesto que los valores de selectividad para el cloruro de bencilo y el

a,a-diclorotolueno y entre el benzaldehido y el cloruro de bencilo son més bajos
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que los obtenidos para un 45% de acetonitrilo (efucion isocrdtica B) (tabla VII-3)

e insuficientes cuando el cloruro de bencilo ¢s mayoritario.

Se verifica la capacidad de la elucién isocratica B con muestras de cloruro de
bencilo de distintos origenes, siendo posible separar y detectar o, c-diclorotolueno,
clorotolueno y benzaldehido. Se produce una disminucion de resolucion,
provocada por el aumento del ancho del pico del cloruro de bencilo, para el
compuesto que lo precede en la elucién, el benzaldehido, con valores de

resolucion de 10,5 que no causan problemas en la separacion.

Se verifica también que el método es capaz de separar un isémero del o,a-

diclorotolueno, el cloruro de 2-clorobencilo obteni¢ndose un factor de capacidad

de 6,9, es decir que eluiria entre €l a,a-diclorotolueno y el 2-clorotolueno.

En la bibliografia reciente se describen nuevas rutas de sintesis de cloruro de
bencilo por lo que la composicion o concentracion de los residuales presentes
podria sufrir cambios, TANG y col. (1997) proponen una modificacién de la sintesis
clasica de cloracion del tolueno usando un catalizador, lo que evita la cloracion
térmica y la fotocloracién. BUYSCH y col. (1998) lo sintetizan en ausencia de
catalizador mediante hidrélisis de dibenciléter con una diselucidon acuosa de acido

clorhidrico (figura VII-7).

HCl(aq)
@-CHZ-O-Hzc e @cm

Figura VII-7. Reaccion de formacion de cloruro de bencilo a partir de dibenciléter.

Se comprueba si el modo de separacién adoptado podria determinar el

dibenciléter en el caso de que el cloruro de bencilo técnico por su origen sintético
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lo contuviese. Para ello con un patrén de 1pg mL™ de dibenciléter se verifica que
en estas condiciones el factor de capacidad es de 11,2, es decir, que eluye después

del clorotolueno sin alargar demasiado el tiempo de analisis.

A una muestra de cloruro de bencilo, se le adiciona una concentracién de
dibenciléter que representarian sobre 300 pg mL™', confirmando que ¢l factor de
selectividad, de 1,2, con respecto a la ultima impureza en eluir es suficiente para
afirmar que el método tiene capacidad para detectar otro posible residual como el
dibenciléter (figura VII-8).
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Figura VII-8. Cromatograma de cloruro de bencilo técnico n® identificacion:1475, 1.

Benzaldehido, 2. Cloruro de bencilo, 3. o.a-Diclorotolueno, 4. Clorotolueno y 5.
Dibenciléter.

5.1. Analisis cualitative y cuantitativo

La cuantificacién en cloruro de bencilo se realiza en el maximo de absorcién
de cada uno de los compuestos entre 190-202nm, en el rango de concentraciones

entre (0,1-10 mL™, estableciéndose como criterio de integracién en ambos
Mg gr
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casos, el que asegura la pureza espectral de los picos. Inicialmente la sefial del
cromatograma se recoge €l intervalo entre 190-400 nm, se verifica la pureza de
pico y se realiza la identificacion espectral frente a la biblioteca que contiene los
espectros de los patrones. Es al procesar los datos para el andlisis cuantitativo,

cuando se trabaja en ¢l intervalo de los maximos de absorcion.

La linealidad para cada uno de los seis compuestos se halla correlacionando
la altura del pico con la concentracién en el intervalo de entre 0,1 a 10 ug mL™
(tabla VII-4). Cada una de las rectas se construye con cinco niveles de
concentracién y tres repeticiones por inyeccion, con disoluciones de patrones que
contienen para cada nivel los seis compuestos. Las ecuaciones calculadas por
regresion de minimos cuadrados con sus coeficientes de correlacion se recogen en
la tabla VII-4, Asimismo, como en capitulos anteriores, los limites de deteccion y
cuantificacion se calculan segun MILLER y MILLER, 1988. Los limites de

deteccion para todos los compuestos son menores de 40 ng mL™".

Tabla VII-4. Ecuacién de linealidad, coeficiente de correlacion, limites de deteccion y
de cuantificacion (pg mL'l) para los cinco compuestos estudiados.

Compuesto y=a+bx r LD LC
Benzaldehido a=12550;4=38383 0,9987 0,034 0,110
Tolueno a=7861, b=48865 0,9993 0,011 0,036
Diclarotolueno a=8320; b=24047 00,9975 0,028 0,094
Clorotolueno a=661; b=30297 09998 0,018 0,061

Una muestra de cloruro de bencilo que contiene como impurezas:

benzaldehido, a,a-diclorotolueno y clorotolueno, se inyecta 10 veces consecutivas
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para estudiar la precision de cada uno de los compuestos a las concentraciones

habituales en la matriz de cloruro de bencilo (tabla VII-5).

Tabla VII-5. Precision de tres de los compuestos estudiados a las concentraciones
habituales en matriz de cloruro de bencilo.

Compuesto Concentraciéon CvY
(ug mL") (%)

Benzaldehido 0,3 29
Diclorotelueno 1,2 1,4
Clorotolueno 0,6 1,0

Aunque disoluciones patrén que contenian simultineamente alcohol
bencilico y cloruro de bencilo disueltas en la fase movil no presentaron
inestabilidad durante 24 h, se observa que cuando se disuelve el cloruro de bencilo
a la concentracién de cuantificacion 3000 ng mL", el area del alcohol bencilico
aumenta seis veces el valor inicial en cuatro horas y media; posiblemente debido a
la hidrolisis del cloruro de bencilo en presencia de una base, la amina de la fase
movil TEA. Seria necesario pues para la deteccion y cuantificacién del alcohol
bencilico, que la disolucion de la muestra se hiciera en acetonitrilo ya que este

compuesto no precisaba de mejora en su resolucion.
5.2. Anilisis de muestras comerciales

Se analizan muestras de cloruro de bencilo técnico de distintas fuentes
comerciales y aquella a partir de la que se habian sintetizado BAK en el
laboratorio (n° identificacion = 0098). En la figura VII-9 se pueden observar los
cromatogramas a modo de ejemplo. Los valores obtenidos, asi como el coeficiente

de variacion para tres inyecciones se indican en la tabla VII-6.
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Figura VII-9, Cromatograma de cloruro de bencilo n° identificacién: 0098 y 2017. 1.
Benzaldehido, 2. Cloruro de bencilo, 3. a,a-Diclorotoluene, 4. Pico no identificado y
5. Clorotolueno.

Tabla VII-6. Concentracién de impurezas (Ug mL™") y coeficientes de variacién
{%) en muestras de cloruro de bencilo.

N A Tolueno Diclorotolueno Clorotolueno
Benzaldehido
identificacion
2017 54,1(12,1%) n.d. 68,2 (2,1%) n. i
2097 50,1 (7,8%) n.d. 64,8 (11,7%) n.p.
2164 919 (0,65%) n.d. 658 (0,72%) n.p.
0098 3477 (0,45%) n.d. 3163 (0,37%) n.i
1475 110 (3,7%) n.d. 401 (0,6%) n.p.

n.d.= no detectado, n.i.= no identificado por la biblioteca de espectros, n.p.= no pasa
criterio de pureza.
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El analisis del tipo y cantidad de impurezas encontradas en las muestras
chequeadas indica que el tolueno no se detecta y dos de las posibles impurezas: el
benzaldehido y el a,a-diclorotolueno aparecen desde concentraciones inferiores a
100 pg mL" hasta valores de un 0,3%. En dos de las muestras (2017 y 2097)
presentan valores cercanos al limite de cuantificacion, por lo que los coeficientes

de variacidn son altos.

Con respecto al 2-clorotolueno, todas las muestras presentan un pico con un
factor de capacidad idéntico a éste, sin embargo aplicado el anélisis espectral se
obtienen resultados dispares. El pico de la muestra 2017 es espectralmente
homogéneo pero no es identificado como clorotolueno al compararlo con el patrén
existente en la biblioteca. En otras tres muestras (1475, 2097 y 2164) el pico no
es espectralmente homogéneo aunque presenta semejanzas con el clorotolueno.
Por dltimo en la muestra 0098, el pico pasa €l criterio de pureza con una
integracion parcial que elimine el frente del pico pero no pasa la comparativa con
la biblioteca. Los factores de capacidad de otros isémeros del monoclorotolueno
podrian ser revisados en posteriores trabajos para comprobar si estarfan

coeluyendo con €] 2-clorotolueno.

Una impureza no identificada que eluye entre el a,a-diclorotolueno v su
isémero €l cloruro de 2-clorobencilo con factor de capacidad 7,1 es detectada en
dos de las muestras (0098 y 2164). Su espectro de absorcién en el ultravioleta no
presenta similitudes con €l de los alquilbencenos sino que al poseer un segundo

maximo sobre 240 nm es mas semejante al benzaldehido.
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6. ANAISIS DE IMPUREZAS EN MUESTRAS DE BAK

En el capitulo IV, se consiguieron separar los residuales procedentes del
agente cuaternizante: alcohol bencilico, benzaldehido, cloruro de bencilo y
algunas impurezas no identificadas conjuntamente con los homdlogos del cloruro
de benzalconic. También, €l andlisis de los espectros de algunas de las impurezas
detectadas habian mostrado fuertes semejanzas con los del tolueno y cloruro de
bencilo. Asi en este tltimo capitulo se intentara analizar los restantes residuales

del cloruro de bencilo: tolueno, cloro y a,a-diclorotolueno en el BAK.

Se eligen las condiciones isocraticas A, con columna Syrnmetry® ya que
podrian ser suficientes para matrices en las cuales el nivel de todos los compuestos
fuera similar. En una muestra de cloruro de benzalconio al 50% en agua disuelta
en fase moévil se comprueba que los seis compuestos residuales son separados de
las cadenas homologas. Sin embargo para eluir las cadenas alquilicas Ci, (k=6,1) y
Ci4 (k=18,2) no son suficientes 30 min, lo que conduce a tiempos de analisis
demasiado elevados. El otro modo de elucién B supondria aumentar todavia mas

el tiempo de analisis.

En definitiva, en fase estacionaria octadecilsilice para los cuaternarios se
consiguen resultados mejorables como la separacion en BAK con tiempos largos
de analisis. Otras variables cromatograficas como el pH o la concentracién de

TEA quedarian pendientes de desarrollar en posteriores estudios.

6.1. Separacién cromatografica con fase estacionaria Lichrosorb®-CN

Luego de examinar las posibilidades de la fase octadecilsilice parece
obligado comprobar si los métodos propuestos en el capitulo IV, que usaban una

fase estacionaria cianopropilsilice (Lichrosorb®-CN) son extensivos para las otras
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tres impurezas presentes en el cloruro de bencilo: tolueno, cloro y diclorotolueno.
Igualmente, con este nuevo objetivo seria interesante mantener los logros
conseguidos: separacion y cuantificacién del agente cuaternizante, del alcohol
beneilico, benzaldehido y BAK. Se prueba el modo de eluci6n isocratica para el
BAK en la separacion de tolueno, cloro- y diclorotolueno pese a su imposibilidad
para separar alguna de las impurezas no identificadas del cloruro de bencilo. Se
incluye también el cloruro de bencilo para comprobar si interfiere con alguna de
las impurezas. El resultado es un solapamiento al menos del cloruro de bencilo
con el a,a-diclorotolueno. Sin embargo, la separaciéon en modo de elucién en
gradiente es efectiva para los cuatro compuestos con los factdres de capacidad y
selectividades que se indican en la tabla VII-7. Los que eluyen después del cloruro
de bencilo son, en este orden el cloro- y diclorotolueno con una selectividad

pequefia pero suficiente si todos se encuentran a concentraciones de residuales.

Tabla VII-7. Factor de capacidad (k) y selectividad (o0) de tolueno, cloruro de bencilo
clorotolueno y a,a-diclorotolueno en Lichrosorb®-CN y elucién en gradiente.

Ll

Factor de capacidad (k) Selectividad (o)

Tolueno 1,7
Cloruro de bencilo/Talueno 1,1
Cloruro de bencilo 1,8
Clorotolueno/Cloruro de bencilo | 1,1
Clorotolueno 2,0
Diclorotolueno/Clorotolueno 1,1

Diclorotolueno 2,2

6.2. Analisis cualitativo y cuantitativo
Al igual que para la optimizacién con columna octadecilsilice, en la
cianopropilsilice se hace uso del analisis espectral y se crea una biblioteca con los

espectros de los compuestos a dos niveles de concentracion, alrededor de 8-10 pg
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mL" y lug mL’ (figura VII-10). El espectro de las disoluciones mas diluidas,
sobre todo en el intervalo 190-210 nm, con una sefial de absorbancia menor de
0,005 presenta un ruido alto lo que dificulta la identificacion espectral. Para
cotregir y minimizar €l ruido se aplica el ﬁ]tro de SAVITSKY Y GOLAY (1964) de
manera que la comparativa de los espectros no se vea impedida por la disparidad

con la sefial debida al ruido (figura VII-11).
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Figura VII-10. Espectros de absorcién entre 190-400 nm: (A) o,a-Diclorotolueno,
(B} Tolueno, (C) Clorotolueno, (D) Clorure de bencilo. Elucion en gradiente y
columna Lichrosorb®-CN.
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Figura VIE-11. Efecto del filtro de Savitsky-Golay sobre el ruido en el espectro de
absorcion (190-400 nm) del a,a-diclorotolueno a 1 pg mL™ en condiciones de elucién
en gradiente y columna Lichrosorb®-CN. {A) Sin filtro y (B) Con filtro.

El rango de linealidad para €l tolueno, clorotolueno y a,c-diclorotolueno fue
establecido por ajuste por minimos cuadrados entre las concentraciones de los
compuestos en el rango entre 0,5-10 pg mL" y la altura del pico a la longitud de
onda del metodo, 220 nm, para cinco niveles de concentracién y dos repeticiones
para cada nivel (tabla VII-8). Para la longitud de onda de trabajo, 220nm, es el

tolueno el compuesto que presenta una pendiente més baja y por tanto una menor

sensibilidad.

Tabla VII-8. Ecuacién de linealidad, coeficiente de correlacién para los cuatro
compuestos estudiados en columna -CN y deteccién a 220 nm.

Compuesto y=a+bx r
Cloruro de bencilo a=-340, 5=5149 0,9996
Tolueno a=-53, 5=881 0,9973
Diclorotelueno a=-568, b=3650,1 0,9995
Clorotolueno a=42, b=2970 0,9985
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6.3. Identificacion y cuantificacion de impurezas en BAK

Para ¢l cloruro de benzalconio, se busca la posible presencia de tolueno,
clorotolueno y a,a-diclorotoluenoc en aquellas muestras procedentes de las sintesis
en las que se estudiaron las condiciones de reaccion para la eliminacién del
cloruro de bencilo residual (capitulo IV). En el seguimiento de la cinética se
habian observado al menos dos impurezas no identificadas que eluian después del
cloruro de bencilo con un comportamiento que se podria resumir en los siguientes

puntos:

¢ En las sintesis acuosas con exceso de alquildimetilamina, una de las
impurezas a tiempo de retencién 4 minutos (k=1,86) disminuye y
desaparece paralelamente con ¢l cloruro de bencilo, mientras la otra

(tr=4,3-5 y k=2,2) aparece al final de la cinética (véase Pag. 176).

e La cantidad detectada de la primera impureza no identificada
parecia estar asociada al uso de distintos lotes de cloruro de bencilo

(véase Pag. 176).

¢ En medio alcohdlico, las impurezas no identificadas permanecen
constantes durante la cinética y por tanto no se eliminan en el

producto final (véase Pag. 185).

Se podria pensar que, si existe una correlacién entre el nivel de impurezas y
el cloruro de bencilo de distintos lotes de fabricacién o de proveedores, se trata de
residuales que aporta ¢l cloruro de bencilo. Si eluyen después de éste, los posibles
candidatos de los compuestos estudiados seran el clorotolueno o ao,o-

diclorotolueno y las muestras donde aun se podrin identificar serdn las
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correspondientes a las sintesis llevadas a cabo en medio alcohdlico. Asi se

chequean las seis muestras que se indican en la tabla VII-9 .

Tabla VII-9. Andlisis de impurezas (ug mL']) en muestras de BAK sintetizado en el
laboratorio,

Cl .
Muestra orur'o de Tolueno  Clorotolueno Diclorotolueno
bencilo

BAK-7 nd. n.d, n.d. 306 (0,51%)

BAK-9 n.d. n.d. n.d. 91(1,21%)

BAK-10 n.d. n.d. n.d. 81(1,71%)

BAK-12 | n.d. n.d. n.d. 210 (0,24%)

BAK-13 n.d. n.d. n.d. 202 (3,3%)

BAK-14 n.d, n.d. n.d. 267 (0,89%)
Entre paréntesis se indica el Cv%, n.d.= no detectado.

La identificacién de los compuestos se efectud, en principio por el tiempo de
retencion, después se verifico la homogeneidad de pico para comprobar que éste
era producido por la elucién de un tnico compuesto. Por ultimo, se comparé la
forma del espectro en el intervalo 190-400nm con los existentes en la biblioteca
mediante un pardmetro cuantitativo del software del equipo de HPLC, el angulo
de coincidencia (match angle) con una escala de 0 a 90 grados. Para la primera
impureza que eluia sobre 4 min y en todas las muestras dé la tabla, se obtuvo
semejanza a un espectro del a,a-diclorotolueno con valores inferiores a 5 grados,
lo que indica buena equivalencia. Ademds el umbral (match threshold) o el valor
mas alto que puede ser atribuido solamente al ruido v/o la contribucién del
disolvente y no a las diferencias espectrales es mayor que el match angle, lo que
indica que pasa el criterio de igualdad (figura VII-10). La segunda impureza que

se detecta en algunas muestras no ha podido ser identificada.
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Figura VI-10. Comparacién entre el espectro de a,a-diclorotolueno en BAK-14 y el
existente en la biblioteca. (A) Espectro del componente de la muestra, (B} Espectro
de absorcién de un a,a-diclorotolueno patrén (C) Diferencia entre ambos espectros.

De las seis muestras analizadas dos de ellas (BAK-7 y BAK-1() contienen un
50% de cloruro de benzalconio y las restantes un 80%. S¢ han empleado para las
sintesis dos proveedores (A y B) de cloruro de bencilo y para uno de ellos, B
también muestras de lotes de fabricacion diferentes. En las sintesis de BAK-9 y 10
se uso el cloruro de bencilo del proveedor A y los valores finales de o,a-
diclorotolueno estan entre 80 y 90 ug mL". EL cloruro de benzalconio
identificado como BAK-7 fue sintetizado a partir del cloruro de bencilo 0098 del
proveedor B, con un contenido en o,c-diclorotolueno muy alto, sobre 3000 pg

mL" (figura VII-11). Aunque esta concentracién fue medida a posteriori, cuando
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habia transcurrido méas de un afio de su uso en las sintesis y pudo sufrir alguna
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Figura VII-11. Cromatograma de cloruro de benzalconio al 80% en IPA.

(Como se justificaria la distinta evolucién del a,a-diclorotolueno durante la

sintesis que transcurren en disolucién en agua con respecto a las que tienen lugar

en IPA? A la luz de las reacciones descritas en la figura VII-1, es factible que el

benzaldehido se forme por la hidrolisis del o,a-diclorotolueno en disoluciones

acuosas.

Durante las sintesis en agua, se habia observado un aumento del

benzaldehido en ¢l transcurso de la cinética y una disminucién de la impureza no

identificada; en JPA el benzaldehido y la impureza, seguramente o,0-

diclorotolueno permanecen constantes. Las fuentes por tanto de benzaldehido en

BAK pueden encontrarse bien en el benzaldehido residual existente en el cloruro

de bencilo o bien en el que se forme por hidrélisis del o,a-diclorotolueno.
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Ademas la presencia de este compuesto téxico en el cloruro de bencilo seria mas
critica en las sintesis alcoholicas que en las acuosas ya que en é€stas se degradaria a
un producto mas inocuo como ¢l benzaldehido. Por esta razon, mezclas de agua y
alcohol parecen lo mds conveniente no sélo para acelerar la eliminacion del
cloruro de bencilo si no también para degradar el a,a-diclorotolueno. Aunque se
podrian revisar las condiciones en la primera etapa de reaccion del BAK

(formacion del cuaternario) que permitieran reaccionar al o,c-diclorotolueno.

Pero en principio, la primera medida para la eliminacién del o,o-
diclorotolueno en disoluciones alcohélicas sera la seleccién de un cloruro de

bencilo técnico que contuviera esta impureza en la menor concentracion posible.

7. CONCLUSIONES

El método creado permite separar y cuantificar por HPLC seis compuestos
bencilicos estructuralmente muy similares: alcohol bencilico, benzaldehido,
cloruro de bencilo, tolueno, a,a-diclorotolueno y 2-clorotolueno con al menos

dos modos de elucidn isocratica.

= La optimizacién realizada con fase octadecilsilice permite concluir que las
caracteristicas de la columna Symmetry son mas adecuadas en esta separacion

que las de la columna Lichrospher Cs.

*  Uno de los modos de elucion isocratica (B) consigue la determinacion de
tmpurezas en cloruro de bencilo técnico. Ademas de los compuestos

optimizados podrian separarse dibenciléter y cloruro de 2-clorobencilo.

* El modo de elucion en gradiente con una columna ciano elaborado para la

separacion simultanea de cloruro de benzalconio, cloruro de bencilo, alcohol
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bencilico, benzaldehido puede hacerse extensivo a otras posibles impurezas
procedentes del agente cuaternizante como el tolueno, cloro y o,0-

diclorotelueno.

En muestras comerciales de cloruro de bencilo técnico se detectd
benzaldehido y o,c-diclorotolueno. Las concentraciones encontradas pueden
estar, en funcién de la procedencia comercial del cloruro de bencilo, desde

partes por millon hasta tanto por cien.

Se identificd o,u-diclorotolueno en muestras de cloruro de benzalconio al
50% y al 80% sintetizadas en el laboratorio usando como disolvente alcohol
isopropilico. Sin embargo no se detectd esta impureza en cloruro de
benzalconio sintetizado en agua y con cloruro de bencilo procedente de la
misma fuente comercial. Posiblemente debido a su hidrélisis a benzaldehido

durante la sintesis.
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Conclusiones generales

Se analiza DMPA mediante derivatizacién quimica por HPLC con un método
especialmente disefiado para el analisis de rutina en el control de procesos: es
muy rapido comparativamente con los métodos cromatograficos, simple en el
modo de operacién, empleando reactivos baratos y sin toxicidad. Su
aplicacion a matrices de tensioactivos, las amidoaminas, permite un control
de residuales aminicos en precursores de tensioactivos con un amplio uso en

formulaciones comerciales.

Se elaboran dos métodos por HPLC para la determinacion del agente
cuaternizante residual y sus derivados en dos compuestos cuaternarios, BAK
y TEBA. Para el primero de ellos se establecen las adaptaciones segiin el
numero o la naturaleza de otras impurezas existentes (modo de elucién
isocratica o en gradiente) y en el segundo se consigue el empleo

practicamente equivalente de tres tampones en la fase acuosa.

La aplicacion de los métodos construidos a sintesis de laboratorio de los
cuaternarios estudiados: BAK y TEBA proporciona informacion sobre las
condiciones de eliminacidn de los residuales mas toxicos o la formacién de
subproductos en funcién de variables de la reaccion como el disolvente, el

catalizador y la concentracion de cuaternario.

El andlisis simultineo de compuestos con propiedades cromatograficas
diferentes, compuestos residuales apolares en matrices de cuaternarios muy
polares como el TEBA exige la adopcidn de soluciones poco habituales como

la explotacién de las interacciones silanofilicas.

La electroforesis capilar se confirma, en la separacion de la serie homéloga de

cuaternarios tipo cloruro de benzalconio, como una técnica con resultados
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comparables a la HPLC; con la ventaja afiadida, sobre todo para ¢l control de
rutina, de tiempos de analisis notablemente mas reducidos, ademas de limites
de deteccidén bajos. La separacion conjunta de la serie homologa de dos
cuaternarios BAK y BAA, muy similares estructuralmente entre si, indica que

al igual que HPLC posee una buena versatilidad en el analisis de cuaternarios.

Se desarrolla un método por HPLC para la deteccién y cuantificacion de
cinco potenciales impurezas del agente cuaternizante (cloruro de bencilo)
empleado en la formacion de los cuaternarios estudiado, tales como:

benzaldehido, clorotolueno, diclorotolueno, tolueno y dibenciléter.

Los compuestos residuales procedentes del cloruro de bencilo podrian estar
presentes en los cuaternarios y por lo tanto precisar condiciones especiales de
sintesis para su minimizacion. El método del BAK en gradiente tiene
capacidad para separar residuales procedentes del cloruro de bencilo, tales

como son el clorotolueno, diclorotolueno y tolueno.

Para un cloruro de bencilo con concentraciones altas de diclorotolueno, esta
impureza solamente ha sido detectada en BAK sintetizado en el laboratorio
con disolvente alcohdlico. Asi un primer paso a seguir para reducir o eliminar
estos residuales de los cuaternarios, sera elegir el cloruro de bencilo técnico
con unas especificaciones que garanticen los niveles de concentracion mas

bajos de subproductos.

La consecucion de los fines propuestos para cada problema ha supuesto
construir un planteamiento experimental que considerase aspectos teéricos
tanto de las propiedades especificas de los compuestos analizados: formacion
de micelas, basicidad, reacciones de derivatizacién, como de los fundamentos

de la técnica de separacion empleada. Esto implica la revision de variables
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electroforeticas (voltaje, temperatura, concentracién del electrolito, longitud
del capilar, naturaleza del modificador organico) o propias de la
cromatografia liquida de la fase movil (concentraciéon del modificador
organico, flujo, naturaleza y concentracion del tampdn, pH de la fase acuosa)
y de la fase estacionania (dimensiones, funcionalidad, caracteristicas de
relleno) y mecanismos de separacion (basados en interacciones hidrofobicas y

silanofilicas).
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