
CHAPTER III 
EXPERIMENTAL

3.1 Materials
1. M e t h y l  e s t e r  ( w h i t e  g r a d e ) ,  T h a i  O l e o c h e m i c a l s  C o . ,  L t d . ,  T h a i l a n d

2 .  A l p h a  m e t h y l  e s t e r  s u l f o n a t e  C 1 6  a n d  C l  8 , L i o n  C o r p o r a t i o n ,  J a p a n

3 . n - H e x a n e  ( A R  g r a d e )

4 .  n - B u t a n o l  ( A R  g r a d e )

5 . p r o p a n - 2 - o l  ( H P L C  g r a d e )

6 . A c e t o n i t r i l e  ( H P L C  g r a d e )

7 . M e t h a n o l  ( H P L C  g r a d e )

8 . M e t h a n o l  ( A R  g r a d e )

9 .  W a t e r  ( H P L C  g r a d e )

1 0 . D e i o n i z e d  w a t e r  .

1 1 . S o d u i m  h y d r o x i d e

1 2 . O x y g e n

1 3 . N i t r o g e n

1 4 . S u l f u r  d i o x i d e

3.2 Equipment
1. P h o t o c h e m i c a l  r e a c t o r  w i t h  1 6  l a m p s  ( U V C ,  3 5  w a t t ,  2 5 3 .7  n m )

2 .  T h e r m o  N i c o l e t ,  N e x u s  6 7 0 ,  F o u r i e r  T r a n s f o r m  I n f r a r e d  S p e c t r o m e t e r  

( F T - I R )

3 . A g i l e n t 0  7 8 9 0 ,  G a s  C h r o m a t o g r a p h y - M a s s  S p e c t r o m e t r y ,  T i m e  o f  F l i g h t  

( G C - T O F )

4 .  S h i m a d z u  S c i e n t i f i c  I n s t r u m e n t ,  H i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  

c h r o m a t o g r a p h y  w i t h  u v  d e t e c t o r  (HPLC-UV)
5 . B r u k e r  D a l t o n i c s ,  M i c r o m a s s  Q - T O F  M a s s  S p e c t r o m e t e r  ( E S I - M S )

6 . B u c h i  R o t a v a p o r ® R - I I I ,  R o t a r y  E v a p o r a t o r

7 .  O z o n e  g e n e r a t o r

8 . L i q u i d  E x t r a c t o r  ( s o l v e n t s  l i g h t e r  t h a n  w a t e r )

9 .  S e p a r a t o r y  f u n n e l
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3.3 Methodology

3.3.1 A n a l y s i s  o f  M e t h y l  E s t e r  a n d  A l p h a  M e t h y l  E s t e r  S u l f o n a t e

T h e  m a i n  f u n c t i o n a l  g r o u p s  a n d  c o m p o s i t i o n s  o f  m e t h y l  e s t e r  a n d  

c o m m e r c i a l  a - M E S  w e r e  i d e n t i f i e d  b y  u s i n g  a  F o u r i e r  t r a n s f o r m  i n f r a r e d  

s p e c t r o m e t e r  ( F T - I R ) ,  a  g a s  c h r o m a t o g r a p h y - m a s s  s p e c t r o m e t e r  ( G C - M S ) ,  a n d  

E l e c t r o s p r a y  I o n i z a t i o n  M a s s  S p e c t r o m e t e r  ( E S I - M S ) .

3.3.2 M E S  S y n t h e s i s

T o  s y n t h e s i z e  O-MES, 200 m L  o f  m e t h y l  e s t e r  ( d e n s i t y  ~  0.86 g / c m 3)  

w a s  a d d e d  i n t o  a  p h o t o c h e m i c a l  r e a c t o r  a s  s h o w n  in  F i g u r e  3.1, w h i c h  c o n s i s t e d  o f  

16 l a m p s  a t  t h e  w a v e l e n g t h  o f  253.7 n m .  A l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  in  a  b a t c h  

r e a c t o r  a t  40 °c in  a n h y d r o u s  m e d i u m .  A f t e r  t h a t ,  SO2 a n d  O2 w e r e  f l o w e d  i n t o  a  

r e a c t o r  c o n t i n u o u s l y  f o r  c e r t a i n  t im e .  A f t e r  r e a c t i o n  w a s  d o n e ,  N 2 w a s  u s e d  t o  p u r g e  

i n t o  t h e  r e a c t o r  f o r  a n  h o u r  s o  a s  to  r e m o v e  r e s i d u a l  SO2 in  t h e  s y s t e m .  P r o c e d u r e  

f l o w  d i a g r a m s  o f  s y n t h e s i s ,  s e p a r a t i o n ,  a n d  p u r i f i c a t i o n  s t e p s  a r e  s h o w n  in  F i g u r e  3.2

Figure 3.1 S c h e m a t i c  o f  e x p e r i m e n t a l  s e t - u p :  1 =  F l o w  m e t e r ,  2 =  O z o n e  g e n e r a t o r ,  

3 =  16 u v c  l a m p s  (253.7 n m ) ,  4  =  R e a c t o r  5 =  W a t e r  c o n t a i n e r .
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3 .3 .3  S e p a r a t i o n  T e c h n i q u e

In  t h i s  s t e p ,  u n d e s i r e d  p r o d u c t s  w e r e  s e p a r a t e d  f r o m  r e a c t o r  o u t l e t  b y  

l i q u i d  e x t r a c t i o n  t e c h n i q u e s .  R e a c t o r  o u t l e t  w a s  m i x e d  w i t h  h o t  w a t e r  in  a  s e p a r a t o r y  

f u n n e l .  W a t e r  ( 1 5 0  m l )  w a s  h e a t e d  t o  7 0  ๐c  b e f o r e  s h a k i n g  w i t h  p r o d u c t  o u t l e t .  

M i x t u r e  s o l u t i o n  w a s  l e f t  o v e r  n i g h t  in  t h e  o v e n  s e t  6 0  °c. T h e r e  w e r e  t w o  p h a s e s  i n  

t h e  f u n n e l :  a n  u p p e r  l a y e r  ( o r  o r g a n i c  p h a s e )  a n d  a  l o w e r  l a y e r  ( o r  a q u e o u s  p h a s e ) .  

A f t e r  t h e  w a t e r  p h a s e  w a s  s e p a r a t e d  o u t ,  1 5 0  m l  o f  h o t  w a t e r  w a s - m i x e d  a g a i n  w i t h  

t h e  o r g a n i c  p h a s e  a n d  l e f t  in  t h e  o v e n .  A l l  a q u e o u s  p h a s e  w a s  t h e n  b l e n d e d  w i t h  3 0 0  

m l  o f  m e t h a n o l .

F o r  t h e  o r g a n i c  p h a s e  w h i c h  c o n t a i n e d  u n r e a c t e d  m e t h y l  e s t e r ,  a  s m a l l  

a m o u n t  o f  f a t t y  a c i d  a n d  w a t e r ,  i t  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  r o t a r y  e v a p o r a t o r  ( 8 0  t o  1 0 0  ๐c  

f o r  2  h )  in  o r d e r  to  r e m o v e  a  s m a l l  a m o u n t  o f  w a t e r  in  m e t h y l  e s t e r  a n d  t h e  l e f t  

u n r e a c t e d  m e th y l  e s t e r  w a s  w e i g h e d  to  c a l c u l a t e  c o n v e r s i o n .

F o r  w a t e r - m e t h a n o l  s o l u t i o n ,  i t  c o n t a i n e d  m e t h y l  e s t e r  s u l f o n i c  a c i d ,  

s u l f u r i c  a c i d s ,  a n d  a  s m a l l  a m o u n t  o f  f a t t y  a c i d .  F a t t y  a c i d s  w e r e  e x t r a c t e d  o u t  b y  

u s i n g  n - h e x a n e  a s  a  s o l v e n t  in  a  l i q u i d - l i q u i d  e x t r a c t o r  ( f o r  s o l v e n t s  l i g h t e r  t h a n  

w a t e r )  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  3 .3 .  T h e  b o t t o m  f l a s k  f i l l e d  w i t h  500 m l  o f  n - h e x a n e  w a s  

h e a t e d  to  r e f l u x  f o r  8 h  a t  100 °c. T h e  f r e e  f a t t y  a c i d  s o l u t i o n  r e m a i n e d  in  t h e  

e x t r a c t o r ,  w h i l e  u n r e a c t e d  m e t h y l  e s t e r ,  f a t t y  a c i d s ,  a n d  n - h e x a n e  w e r e  r e c o v e r e d  i n  

t h e  b o t t o m  f l a s k .  F r e e  f a t ty  a c i d  s o l u t i o n  w a s  c o n t i n u o u s l y  t r a n s f e r r e d  to  a  r o t a r y  

e v a p o r a t o r .  M e t h a n o l  w a s  e v a p o r a t e d  o u t  b y  s l i g h t l y  r e d u c i n g  p r e s s u r e  f r o m  280 t o  

160 m b a r  a t  50°c f o r  2 h o u r s .

3 .3 .4  P u r i f i c a t i o n  T e c h n i q u e

T o  a c q u i r e  t h e  M E S  p r o d u c t ,  n - b u t a n o l  w a s  u s e d  a s  a  s o l v e n t  t o  

e x t r a c t  d e s i r a b l e  p r o d u c t s  f r o m  t h e  w a t e r  p h a s e .  I n  t h i s  s t e p ,  s o l u t i o n  w a s  s e n t  t o  t h e  

l i q u i d - l i q u i d  e x t r a c t o r  w i t h  5 0 0  m l  o f  n - b u t a n o l .  T h e  e x t r a c t i o n  c o n d i t i o n  w a s  s e t  a t  

1 5 0  to  1 6 0  ๐c  a n d  h e a t e d  to  r e f l u x  f o r  1 0  h o u r s .  T h e  M E S  w a s  r e c o v e r e d  w i t h  ท- 

b u t a n o l  in  t h e  b o t t o m  f l a s k ,  w h i l e  t h e  i m p u r i t i e s  w e r e  l e f t  i n  t h e  a q u e o u s  p h a s e .  T h e  

n - b u t a n o l  p h a s e  w a s  d i s t i l l e d  u n d e r  v a c u u m  i n  a  r o t a r y  e v a p o r a t o r  s e t  a t  100 °c f o r  2 
h o u r s .  F i n a l l y ,  t h e  a c i d  s o l u t i o n  w a s  n e u t r a l i z e d  w i t h  a  3 0  % พ / พ  s o d i u m  h y d r o x i d e  

s o l u t i o n  u n t i l  p H  w a s  e q u a l  to  7 .
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Figure 3.2 Synthesis, separation, and purification procedure flow diagrams.
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S a m p l e

R e f l u x i n g
E x t r a c t i o n
S o l v e n t

Figure 3.3 S c h e m a t i c  o f  l i q u i d - l i q u i d  e x t r a c t o r  f o r  s o l v e n t s  l i g h t e r  t h a n  w a t e r .

3 .3 .5  P r o d u c t  A n a l y s i s

3.3.5.1 C onversion C alculation
C o n v e r s i o n  c a l c u l a t i o n  w a s  b a s e d  o n  m a s s  b a l a n c e  o f  m e t h y l  

e s t e r ,  w h i c h  a r e  t h e  a m o u n t  o f  s t a r t i n g  m e th y l  e s t e r  ( 2 0 0  m l )  m i n u s  t h e  r e c o v e r e d  

u n r e a c t e d  m e t h y l  e s t e r  a n d  d i v i d e d  b y  t h e  s t a r t i n g  a m o u n t  o f  m e t h y l  e s t e r .

3.3.5.2 F ourier Transform  In frared  Spectroscopy (FT-IR'.)
F o u r i e r  T r a n s f o r m  I n f r a r e d  S p e c t r o s c o p y  ( F T - I R )  w a s  

p e r f o r m e d  t o  c o n f i r m  t h e  p r e s e n c e  o f  s u l f o n i c  a c i d  f u n c t i o n a l  g r o u p  o f  p r o d u c t s .  A  

T h e r m o  N i c o l e t  ( N e x u s  6 7 0 )  w a s  o p e r a t e d  in  t h e  t r a n s m i t t a n c e  m o d e  w i t h  1 2 8  s c a n s ,  

a  r e s o l u t i o n  o f  8  c m '1, a n d  w a v e  n u m b e r  r a n g e s  o f  4 , 0 0 0 - 6 5 0  c m '1. A  Z n S e  d i s c  w a s  

u s e d  a s  a  b a c k g r o u n d  m a t e r i a l  o f  a  l i q u i d  s a m p l e .
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3. ร. 5.3 Gas C hrom atography-M ass Spectrom etry  (GC-M S)
A  G a s  C h r o m a t o g r a p h y  e q u i p p e d  w i t h  a  M a s s  S p e c t r o m e t r y  

o f  T i m e  o f  F l i g h t  t y p e  ( G C - T O F ) ,  A g i l e n t ® 7 8 9 0 .  w a s  u s e d  t o  i d e n t i f y  c a r b o n  

d i s t r i b u t i o n  o f  m e t h y l  e s t e r  a n d  u n r e a c t e d  m e th y l  e s t e r .  S a m p l e s  w e r e  i n j e c t e d  t o  t h e  

G C - M S  a f t e r  d i l u t i o n  w i t h  c a r b o n  d i s u l f i d e  ( C S 2)  a t  a  r a t i o  o f  1 :1 0 0 .  H e l i u m  a n d  

n i t r o g e n  w e r e  u s e d  a s  a  c a r r i e d  g a s  a n d  a  c o o l i n g  g a s ,  r e s p e c t i v e l y .  G C  c o n d i t i o n s  

w e r e  s e t  a s  f o l l o w s :  I n i t i a l  t e m p e r a t u r e  o f  1 2 0  °c, t i m e  a t  i n i t i a l  t e m p e r a t u r e  o f  1 

m i n u t e ,  2  ๐c / m i n  h e a t i n g  r a t e  to  2 0 0  ๐c ,  h e l d  3  m i n u t e s  a t  2 0 0  ๐c ,  3  ๐c / m i n  to  

2 8 0  °c, f i n a l  t e m p e r a t u r e  "of 2 8 0  ๐c, h e l d  f o r  1 0  m i n u t e s ,  a n d  s p l i t  r a t i o  a t  1 :2 0 .

3.3.5 .4  H igh P erform ance L iq u id  C hrom atography (H PLC -U V)
I n  o r d e r  t o  c a l c u l a t e  a  r a t i o  b e t w e e n  m o n o -  a n d  d i s u l f o n a t e s ,  

a q u e o u s  s o l u t i o n s  w e r e  a n a l y z e d  b y  u s i n g  a  h f g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  

( H P L C ) .  H P L C  c o n s i s t e d  o f  a  p u m p  ( L C - 2 0 A D ,  S h i m a d z u  S c i e n t i f i c  I n s t r u m e n t ) ,  a  

c o l u m n  o v e n  ( C T O - 1 0 A S  V P ,  S h i m a d z u  S c i e n t i f i c  I n s t r u m e n t ) ,  a n d  a  u v  d e t e c t o r  

( S P D - 2 0 A ,  S h i m a d z u  S c i e n t i f i c  I n s t r u m e n t ) .  A  F I P L C  c o l u m n  w a s  I n e r t s i l® O D S - 3  

( O c t a d e c y l  c o l u m n ;  l e n g t h  =  2 5 0  m m ;  d i a m e t e r  =  4 .6  m m ;  p a r t i c l e  s i z e s  =  5 u m ) .  

P r o p a n - 2 - o l  a n d  m e t h a n o l  a t  t h e  r a t i o  o f  2 0 : 8 0  w a s  u s e d  a s  a  m o b i l e  p h a s e  to  

p e r f o r m  t h e  c h r o m a t o g r a p h y  s e p a r a t i o n  a t  t h e  w a v e l e n g t h  o f  2 2 0  n m  a n d  a t  

t e m p e r a t u r e  o f  3 0  ๐c .

3.3.5 .5  E lectrospray Ioniza tion  M ass Spectrom etry (ESI-M S)
S a m p l e s  w e r e  a n a l y z e d  b y  d i r e c t  i n f u s i o n  E S I  a t  t h e  f l o w r a t e

o f  1-80 p l / h o u r .  E S I - M S  f i n g e r p r i n t s  w e r e  o b t a i n e d  i n  t h e  n e g a t i v e  i o n  m o d e s  in  a  Q -  

T O F  m a s s  s p e c t r o m e t e r  ( m i c r O T O P  I I ,  B r u k e r  D a l t o n i c s ) .  T y p i c a l  E S I - M S  

c o n d i t i o n s  w e r e  s e t  a s  f o l l o w s :  s o u r c e  t e m p e r a t u r e  1 0 0  °c, d e s o l v a t i o n  t e m p e r a t u r e  

100°c, c a p i l l a r y  v o l t a g e  3 .8  k v ,  a n d  c o n e  v o l t a g e  4 0  V .  F i n g e r p r i n t  m a s s  s p e c t r a  

w e r e  a c q u i r e d  i n  t h e  r a n g e  b e t w e e n  m / z  5 0  a n d  1000. S o d i u m  f o r m a t e ,  w h i c h  w a s  

p r e p a r e d  b y  4 0  p L  o f  f o r m ic  a c i d ,  10  m L  o f  i s o p r o p y l  a l c o h o l ,  a n d  1 0  m L  o f  s o d i u m  

h y d r o x i d e  (1 M ) ,  w a s  u s e d  a s  a  s t a n d a r d .  A l l  s a m p l e s  w e r e  d i l u t e d  t o  10 p L /1  m L  o f  

a c e t o n i t r i l e .
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