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II- INTRODUCCIDN-

2.1. Antecedentes. 

2.1.1. Contaainación del agua. 

La distribución en el ambiente de productos químicos 

naturaies y sintéticos provoca la contaminación del agua. Su 

variado origen: el uso generalizado de productos químicos en 

la industria, los servicios y la agricultura, la acumulación 

de aguas de ~esecho, los derrames accidentales, los 

~esperdicios de materia orgánica y la extracción y 

transformación de combustibles fósiles, e_s un indicador de 

la complejidad del problema. Incluso, las fuentes de agua 
--.-., ,-,_ '." 

alejadas de las zonas de .descarga pueden presentar 

contaminación por efecto de i.Iic ivi-úi ones: Aún los 

tratamientos de potabi 1 ización pueden pr.oducir 

con t a m i n a c i ó n ; p o r e j e m p 1 o , 1 a c 1 o r a c i ó n d e 1 a g 1.i"a -i_ n d u ce-.- 1 a 

formación de productos de alto riesgo potencial ~.la salud 

humana, cuando esta contiene materia orgánica. 

En general, salvo en el caso de derrames accidentales 

abundantes, estos compuestos se encuentran en bajas 

concentraciones, del orden de µgllt, de tal manera que el 

problema de evaluación del agua no es trivial. Este puede 

enfocarse desde dos puntos de vista, distintos pero 

complementarios. Por una parte, la detección, identificación 

y cuantificación de sustancias individuales con alta 
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probabilid~d de estar presentes; por otra, la deter11inación 

del riesgo a la salud en forJDa global, independiente•ente de 

la prese~cia de alguna o algunas especies en particular. En 

ambos casos, es necesario obtener un concentrado de los 

contaminantes en el cual sea factible aplicar las pruebas 

químicas o 11icrobiológicas en uso (1). 

2.1.2. Clasificació" de conta•inantes prioritarios. 

El tipo y núe~ro de contaminantes orgánicos que pueden 

estar present~s en el agua es •uy variable. Los pesos 

•oleculares ,d'e :e_st'os varían desde cerca de 100 hasta 20,000 
'_'.-O;,._ ' ·-,~; ' 

daltons y csec ciencuentran, co111puestos ácidos, básicos y 

neutros, con' 'di~i'er's.is 'funciones quí11icas • 
. ·,,, 

--"'- --- '_ 

Como resultado de un esfuerzo por racionalizar el 

problema y siínplificarlo a di11ensiones •anejables, la 

Agencia de Protección del A11biente de los Estados Unidos 

(U.S.E.P.A., por sus siglas en inglés) ha considerdo más de 

una centena de compuestos con alta probabilidad de 

incidencia en los Estados Unidos y que representan un 

riesgo potencial a la salud (2). Estos compuestos, conocidos 

como contaminantes orgánicos prioritarios, se clasifican 

según su método de aislamiento. Esta clasificación involucra 

procedimientos generales de extracción y de análisis para 

cada grupo de compuestos propuestos y que pueden agruparse 

en las siguientes categorias: 
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CotJTAMINANTES 
ORGANICOS 

1 
r------~------------------------~ 

PURGABLES 
ó 

VOLATILES 

tloruo de 11\il!no 
1,1 licloroe\ilm 
1;1 licloroe\ino 
Clorofom 
h\mloruro de mbono 
1.2 liclormopino 
Tricloroetil"c 
1,1.l Tricloroe\ino 
librmclorm\ino 
le\mloroe\ilm 
tlorobenmo 
!rorn\ano 
Cloruro de vinilo 
tloroe\lno 
1 riclorofluormhno 
\rm1,21icloroe\lno 
11111 lr\clorottlno 
lro1c~itloro1etano 
lrm 1,l licloropropano 
cisl,llicloroprmno 
hnrn1~ 
lrotoforao 
1,1~2.~, Tetrulcroe\ir.c 
Tolmo 
E\ilbeomo 

, Clormtm 
titloro~ifluoroae\ino 

EXTRAIBLES 
r------------L-------~ 

BASICOS/NEUTROS 
r-------~-i-----~ 

DIF DCE 

Hmcloroehno 
n·Hi troso·di ·n·pro0il 11in1 
!,2,41riclorobenmo 
Hi11cloromtlfüno 
2 tloroniftil!no 
lsofrm 
1.2 lifenilhidr1cin1 
n·Hitrosodihnil11in1 
Frnntmo 
Flvomtino 
Endosulfansulfato 
iulilbencilfhllto 
l.l hclorobinmo 
1,21iclorobenmo 
Hmclorobu tldiEno 
••ft•hno 
bi1 ll·cloro1t111l l1tim 
ben10(1)antrmno 
llbenzo (1, h )antrmno 
1,1 diclorobenmo 
bis( l-cloroi so¡rooi l )! ter 
bi s(1·clom ti lle ter 
Mitroter.ctnt· 
lcmftileno 
1 lroiofen1let!' 
l.6 linitrotolum 
lm\i!Halato 
di ·n·lutil fhli te 
llsll etilhuilftll1to 
J,i liclorobencid1n1 
len10(6 Jfluoran teno 
lencidina 
!mo(1)1irm 
1 tlorofenilfenil!ter 
Am1ft1r.o 
Fluoreno 
l.l llnttrotolmo 
Hmclorobenm.o 
~n tricen e 
littilf\111\o 
Pmno 
Crimo 
bis(clormtil Je ter 
imo(qhiHiril!no 
lento! k)fluor an \eno 
lndenoll,2,l,cd)pimo 
o·Hitrmfüe\il11in1 
di-n·Oc\ilfhhto 
2 Cloroetilviniltter 
Acrol!in·milonitrilo 

Aldrin 
litldrin 
Endrin 1ldehido 
En!rü 
H1Pt1Clor 
Hep\aclor·eo61ido 
p,plll 
p,pl!E 
o,pm 
11! E•!osulhn 
161 Endmlhn 
111 IHC 
lrl IHC 
161 IHt 
lll IHC 
Sulf1\o de endosulhn 
4roclor 1011 
!roclor 1231 
lroclor 1248 
Aroclor 1260 
lroclor 1221 
Aroclor llli 
Aroclorm1 
Clomno 1 lmhno 

ACIDOS 

Fino! 
214 liclorofenol 
214,! lriclorohnol 
Pen\lclorofenol 
p·tloro-1-cmol 
2 Hi\rohnol 
1 Ni\rohnol 
2,4 Dlni\rohnol 
I,! lifti\ro·o·crml 
2,1 li11\ilhnol 
2 tlorohnol 

u_q~.!.1.!.,_ thsificaci6n de cont11inin\e1 priorihrios, se96n 11 u.s.E.P.A. 
m 'le\ector de ioniucidn le flm; ICE, le\lctor dt c1ptm de electrones 
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a) Purgables: Son co•puestos de baja sólubilidiúi; -en 

agua y con alta volatilidad, de for•a que 

obtenerlos por arrastre con un gas inerte. 

quí111icas (aromáticos, trihalo111etanos, e te.) y/o el 

procedimiento de análisis o detección. 

b) Extraibles: Son coapuestos con solubilidad auy 

diversa en agua (desde fenol hasta hexacloroetano), que por 

•odificación del pH es posible extraerlos con disolventes no 

polares co•o el cloruro de 111etileno. Se subdividen de 

acuerdo al pH de extracción y al siste111a de detección 

reco11endado (2). 

Debe hacerse notar que la u.s.E.P.A. ha estado 

trabajando durante varios años en este tipo de probleaas, y 

ayuda a diferentes grupos de investigadores a; 

1) Exa111inar las fuentes de agua que tengan presentes 

contaminantes prioritarios. 

2) Almacenar en siste11>as de computo los datos 

correspondientes a los contaminantes prioritarios 

estudiados. 

3) Desarrollar 11etodologías analíticas para 

identificar, tanto como sea posible, la aayoría de los 

contaminAntes ~esconocidos y que están presentes en las 

muestras de agua estudiadas (3,4). 
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2.1.3. Análisis quiaico de contaainantes prioritarios. 

El análisis de ,contaminantes prioritarios para el 

control de la calidad del agua proporciona criterios que son 

ótiles para evaluar el estado y evolución de la 

contaminación. Sin embargo, con tan solo esta información no 

es posible establecer en forma absoluta cual es el riesgo 

real a la salud. Esto se debe fundamentalmente a que no se 

analizan todos los compuestos presentes, sólo los de •ayor 

probabilidad, y no se conocen los efectos de sinergia entre 

ellos. Conocer este riesgo es particular•ente i111portante 

para establecer planes y programas de trata•iento y reuso 

del agua, por lo que, se 

microbiológicos que permiten 

han desarrollado 

determinar la 

métodos 

capacidad 

mutagénica de los productos contaminantes como un todo. 

2.1.~. Deterainación del potencial autagénico. 

Existen numerosas pruebas para evaluar la capacidad 

mutagénica (inductora de mutaciones) o genotóxica (inductora 

de daño genético) de agentes químicos y/o contaminantes que 

permiten deter~inar distintos tipos de alteraciones 

genéticas, tanto en células somáticas (constituyentes del 

Las cuerpo) como ger~inales, •in vivo• e vi tro•. 

principales pruebas, de corta duración, para detectar 

mutágenos son las siguientes: 
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a) -Mütacio_nes:-Genéúcas. 

1 • Sistemas microbianos con y sin 

metabólica. Prueb~ de reversión en "Sal•onella 

y "Estheric~ia Coli~. 

2. Cultivo de células de 

activación 

typhi•uriu•" 

con y sin 

activación metabólica. Detección de mutaciones en el locus 

HGPRT o TK. 

3. Detección de mutaciones 

Cf'Ol'llOSOma. X' en la •osca de la 

•elanogaster. 

b ) A 1 te r a--c i o n es C ro• osó m i ca s • 

letales 

fruta, 

ligadas al 

Drosophila 

1. Detección de aberraciones cro11osó11icas y 

11icronócl~os en células de •edula ósea y sangre de roedores. 

2. Detección de aberraciones cro11osó11icas y 

micronócleos en linfocitos humanos en cultivo o provenientes 

de individuos expuestos. 

3. Detección de micronócleos en células 11eióticas 

de plantas, co•o "tradescantia". 

4. Detección de micronócleos en iélulas somáticas 

de "Vicia faba" y "Alliu• cepa•. 

Ya existen protocolos normalizados para el empleo 

adecuado de las pruebas más usuales, tanto para asegurar la 

reproducibilidad y confiabilidad de los resultados como la 

comparación de los datos emanados de distintos laboratorios, 

sin embargo pueden adecuarse al tipo de compuesto a 

estudiar. 
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La .selecc,ión y nl'.l111e ro de pruebas para evaluar la 

11utageni cfdadc o cárcinogenicidad.c de un . ,co•puest,ci dado 

depende de varios factores, como: 

1. Se•ejanza es~ructüral un 

mutágeno o carcinógeno conocido; 

2. Usos habituales. 

3. Magnitud de su consu•o o di~usión. 

4. Persistencia en el ambiente. 

5. Ta•al'ío y características de poblac,iones 

expuestas. 

6. Beneficios que aporta. 

Se reco111ienda abordar capacidad 

mutagénica de compuestos ·secuencial, 

iniciando con pruebas sensible.s, ¿~rl'as y económicas. Si los 

resultados son concluyentes, se puede tomar la decisión de 

controlar su uso o difusión. Si sus beneficios son gr-andes, 

se procede a evaluar su carcinogenicidad en bioensayos 

animales. Si ~or ,el contrario, los resul~ados en, l~ 
.. ,. :, 

primera 

etapa no son concluyentes, se determina la mu~~~e~icidad de 

los compuestos en un sistema de prueba 111ás,·c~:ci~:k1~~Jo. 

2.1.5. Métodos de concentración. 

Cuando el problema analítico es la detección de 

compuestos presentes en concentraciones del orden de 

microgramos por litro, generalmente es necesario tomar como 

base un procedimiento de concentración de acuerdo a las 

propiedades del compuesto de interés. 
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La concentración se puede llevar a 

extracción con disolventes orgánicos; adsorción.-_e.n carbón 

activado; adsorción en membrana de polietileno, seguido de 

un lavado con disolventes 

revestimiento de poliuretano 

orgánicos; 

poroso, 

adsorción en 

obteniéndose 

un 

una 

adsorción selectiva; adsorción en resinas del tipo XAD ó 

TENAX, eluyendo con disolventes orgánicos; extracción 

aediante arrastre con un gas inerte (técnica de cámara de 

vapor ó head-space) (1,5,6,7,8). 

Osmosis Inversa.- Kopfler 

denominado de ósmosis inversa 

desarrolló un procedimiento 

para concentrar y fraccionar 

conta11inantes de 

11e111brana. 

11uestras de agua potable mediante una 

La óspiosis inversa es una -técnica en donde se separa un 

soluto de una solución, obligando al disolvente a fluir a 

través de una membrana, mediante la aplicación de una 

presión superior a la presión os11ótica nor•al. El término de 

ÓSPIOSiS inversa se 

procesos en 1 os 

utiliza 

que las 

generalP1ente para describir 

moléculas de soluto son 

aproximadamente el mismo tamaño que las del disolvente. 

los 

de 

A 

diferencia de los procesos de destilación y congelación, 

esta puede funcionar a teP1peratura ambiente sin cambio de 

fases. En este método se pueden emplear muestras de 

grande. 

volumen 

El método de ósmosis inversa fue probado inicialmente 

en 1974 para dos muestras de 400 galones cada una. Cada 
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11uestra se- concentró a 1/10 d1ü volu•en inicial empleando 

de nylon. Los extractos fÚeron liofilizados a polvos y 

extraidos con pentano, diclorometano y diclorometano 

acidulado, obteniendose fracciones de muestras derivadas de 

cada extracción. Posterior11ente, se realizó una segunda 

concentración de cada una de est~s fracciones 11ediante una 

extracción liquido-liquido y mediante ~dsorción/desorción en 

resinas del tipo XAD-2. 

Con este método se obtienen recuperaciones entre 35 y 

40~. Aunque estos valores -represen tan las 11ejores 

recuperaciones publicadas, usa-ndo grandes voH111enes de agua, 

existen algunas desventajas para considerarla como una 

metodología ideal: 

1) La mayoría de los compuestos orgánicos volátiles--son 

eliminados en el proceso de concentración. 

2) Se ha demostrado que algunos de los componentes del 

concentrado final provienen de los 11etales y/o plásticos que 

forman parte del sistema de bo11beo, o de las 11e111branas, 

empleados en el proceso de concentración. 

3) La estabilidad de los extractos a veces 

un problema dificil de controlar. 

4) No existe forma de establecer si todos ___ -1os 

. 
compuestos que se encontraban en la muestra origi_nal, 

presentes en el concentrado final (3,5,9,10). 
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Extracción I_íquido:_-liquido.- Los procesos para separar 

los co~ponentes ·de una -solución que dependen de la 

distribución deslg~al ae los co111ponentes entre dos líquidos 

in111iscibles, se conocen COllO procesos de extracción 

liquido/liquido. La solución liquida que se va a tratar se 

pone en contacto íntimo con un liquido in•iscible que sea 

apropiado y que, extraiga uno o varios co111ponentes. Para el 

llnálisis en agua, el procedimiento más usual consiste en 

hacer la extracción con tres porciones de cloruro de 

metileno de aproximadamente 60 ml cada una. Ta11bién se 

utilizan método!:. de extracción continua usando como 

disolvente extractor diclorometano. Una vez realizada la 

extracción, se hace una concentración por evaporación del 

disolvente en un sistema Kuderna-Danish. 

Se han desarrollado procedimientos de extracción muy 

específicos para una gran cantidad de compuestos, los que en 

algunas ocasiones son muy ventajosos respecto a otros 

métodos de concentración. 

Algunos de los problemas asociados a los métodos de 

extracción líquido/líquido, para pruebas de mutagenicidad, 

están relacionados con la pureza y l~ toxicidad del agente 

de extracción, y generalmente son inconvenientes cuando se 

trabaja con muestras grandes, ya que requiere vol(lmenes 

grandes del agente extractor; la pérdida de los volátiles 

durante la evaporación, causada por el calentamiento y en 

algunos casos por arrastre de sistemas de vacio empleados, 

es considerable; las diferentes eficiencias de extracción de 
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(1,3,7,10,ll,12,1~,1~,1~). 

Adsorción en carbón activado;::. 

materiales naturales o sin té ti í:os 

microcristalina, cuyas superficies porosas 

accesibles para la retención de solutos. Por 

fuerzas de atracción son más débiles y menos específicas que 

las de los enlaces químicos; de donde, la adsorción es en 

general análoga a una condensación de moléculas gaseosas o a 

la cristalización partiendo de un líquido. Su acción 

selectiva es más pronunciada en una capa mononuclear 

adyacente a la superficie sólida, pero en ocasiones la 

selectividad persiste a espesores de 3 o 4 moléculas. Este 

efecto combinado se identifica como adsorción física. 

Los adsorbentes que se utilizan a gran escala incluyen 

carbón activado, gel de sílice, alúmina activada, tierra de 

fuller y otras arcillas. 

El carbón activado ha sido empleado para realizar 

concentraciones mediante extracciones directas. El uso de 

carbón activado para concentrar mutágenos, en niveles de 

trazas, de muestras de agua se conoce desde hace varios años 

y se han detallado y estandarizado dos métodos principales: 

extracción carbón-cloroformo CCCE) y extracción carbón-

alcohol (CAE). 

En 1950, Braus, Middelton y Walton, usaron una columna 

de carbón activado para filtrar aproximadamente 5000 galones 

p ag - 13 



de agua, recuperando en t re .. 2 . y . ·!! gr de contaminantes 

que contienen 

conta•inantes orgánicos han ·sido analizadas •ediante 

procedimientos analíticos especializados utilizando carbón 

activado para efectuar la concentración de los solutos. 

Las ventajas del carbón activado son su alta capacidad 

de adsorción, lo que permite utilizar pequeñas cantidades de 

adsorben te para realizar la extracción, y su alta 

estabilidad térmica a temperaturas superiores a los 700°C, 

lo que per111ite la desorción de cualquier compuesto 

adsorbido. El impediD1ento básico de este "étodo de 

concentración es que conta .. inantes similares pueden verse 

afectados de diferente 11anera en el procedimiento de 

concentración. Otros problemas que se presentan al utilizar 

carbón activado y que son detallados por Rosen's, incluyen 

el tamaño del poro, el contenido de materia orgánica 

extractable y la desorción con diferentes disolventes 

orgánicos (1,3,10,16,17,18), 

La concentración de 

los compuestos orgánicos presentes en el agua en el orden de 

trazas por medio de polímeros porosos, está basada en la 

adsorción que presenta una retícula sólida (polímero 

poroso). Mientras que la extracción liquido/liquido está 

basada en la distribución de compuestos disueltos entre dos 

disolventes inmiscibles, la extracción tipo adsorción se 
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basa en la distribución de compuestos en~re~uri liquido y un 

sólido, con la condición de el 

coeficiente de distribución sea tal ,que la extraccfón 
''·" 

fa v o r e c i d a h a c i a e 1 a g en te e x t r a c to r ; :;; En''· 1 caso 

se vea 

de la 

extracción con un políaero el soluto ·pasa,:por. un ca•bio de 

fase verdadero a escala 11olecular a 'un estado "disuelto• 

dentro del sólido, en donde cada 11olécula de soluto est.1 

ínti11amente rodeada de •oléculas del material adsorbente. Al 

pasar agua que contiene contaminantes orgánicos a través de 

la colu111na de concentración se presenta el proceso 

denominado "cro•atografía f~ontal", en donde los compuestos 

son adsorbidos en el polímero de acuerdo a su coeficiente de 

partición, en el sistema particular adsorbente/agua. Si se 

usara un adsorbente tal que el coeficiente de partición de 

los coapuestos investigados disueltos en el agua 

favorecieran la retención, todos los coa puestos serían 

retenidos en la colu11na, y el agua que saliera de esta 

estaría libre de ellos. Sin embargo, después de pasar un 

determinado volumen de agua contaminada, ocurre que el agua 

que sale de la colu111na de concentración contiene de nuevo 

los contaminantes, debido a que hay una saturación del 

polí•ero. Desde el punto de vista de máxima concentración, 

el estado ideal seria cuando los contaminantes se 

adsorbieran al lo cual dependería del adsorben te 

utilizado en el proceso, de la estructura del co~puesto bajo 

investigación, de la composición de la solución acuosa, de 
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las con¿eni~aciones de los contaainantes en la auestra de 

agua y del volumen de muestra eapleado. 

Con este tipo de adsorbentes, el coeficiente de 

es mayor que en la distribución generalmente 

líquido/líquido y por lo tanto la recuperación 

Puesto que el principio es análogo a la extracción 

el hecho de usar un diferente agente extractor, 

resultado un diferente factor de concentración. 

extracción 

es aayor. 

líquida, 

da coa o 

Los factores que hacen que el uso de políaeros porosos 

sea ventajoso para la extracción de trazas de compuestos 

orgánicos, son los siguientes: 

1) Los coeficientes de distribución de los co11puestos 

en un sistema polímero/agua tienden a valores muy grandes si 

el polímero es seleccionado correcta11ente para el tipo de 

contaminantes presentes. 

2) La adsorción del agua en el polímero es aínima. 

3) El •111ojado' del polímero con agua hace posible un 

transporte satisfactorio de las sustancias hacia la 

superficie del polímero. 

4) La superficie del polímero es inerte. 

La Cfes-orción de los compuestos adsorbidos en la columna 

de -concentración se puede realizar mediante disolventes 

orgánicos o mediante calentamiento. 

En la deserción con disolventes orgánicos, se usa un 

volumen pequeño de un eluyente en el que el coeficiente de 

distribución para un 

está desplazado para 

sistema particular polímero/eluyente, 

el compuesto de interés en favor del 
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eluyente. C.uando ~l líquido pasa' .a .. tr:avés de la. columna de 

de la retención y 

los compuestos'~son:df~~.ºf:~:i~0~f "Xd~;l ·~:~l'í~ero. Los 

que se en con tl'.abán ci'~i;g~~n\~·~·~~it• i?6 la' 11uéstra 

ahora se en~ue~t~an'' ;J~~ ·~'{J~~1J~~iftei del cual 

compuestos 

de agua, 

sólo se 

requieren unos cuantos 11Í1H~{~~~}para lá deserción total de 

los compuestos. 

En la deserción térmica, la 'columria de' concentraión se 

coloca antes de una columna analítica·;. en· un sistema de 

cromatografía de gases, y es calentada a una temperatura 

apropiada para que se efec(Je Como una 

consecuencia de la acción de la ~~~peratura, ocurre la 

deserción de los compuestos y son transportados por el gas 

acarreador del sistema cromatográfico a través de la columna 

analítica. 

La técnica utilizada para la deserción térmica debe ser 

tal que todos los compuestos contenidos en el adsorben te 

sean transferidos a la fase gaseosa en un tiempo razonable 

(1,3,5,16,19,20,21,22,23). 

Extracción con fases químicamente unidas.-

Recientemente se han introducido al mercado una variedad de 

pequeños cartuchos empacados, para concentrar muestras 

líquidas. Estas columnas ofrecen ven taj.as en cuanto a la 

simplicidad de su uso. En algunos trabajos en donde se 

emplean estas columnas, se han a 1 a can' :i á d o recuperaciones 

mayores al 95~ en la concentració"n .de muestras. Por otro 
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lado, .. se han .desárrollado ·técnicas para el •e,n/ii¡Üecimiento 
~ - .,;·-- ·· ... ----,. --

de traí'as~~j~'s 
0

q'~i?7pr~pó~cio~á~ '(;¡, ;,;ediii}áp:Ído.y fácil 

con¿enfra~iÓn c'2<i,fs~26;~7).· ~· •• « : ..... '/' · · 

E~; titlvá ~~e hay n ~Ce;'itlW~~}<li~~~~!\~/~c,í.[a r te en o 1 og i a 

re próduci ble para con c ~~'t ;ár ~~~"/f~;h~;.iY~ r i os contaminantes 
·J:,:., .~:Jtfj/ '~)'.: 

Aun~ u. e/l a~\'·'est ra teg i a par a 

de 

presentes· en el agua. colectar 

auestras, las mejores adsorber y el u ir 

compuestos orgánicos, y lcis··~'.!~r:~Lcedfmientos más eficientes y 

económicos para anali~a~·;c ';estas muestras han sido 
''·.-

hace· ·'•.una 
. - :_.. ~~- .- ~ ·:~·:_~:~_

meto doló g i ca debido al~avance tecnológico 

determinados, se continua investigación 

que día a día se 

resultado nuevas técnicas de 

concentración y análisis de estos contaminantes 

prioritarios. 

2.1.6.- "étodos de cuantificación y caracterización. 

"étodos cromatográficos.- Una vez que se han obtenido 

los concentrados de las muestras estudiadas mediante alg~n 

método de concentración, estos se analizan empleando,.· 

p r i n c i p a 1 me n te , 1 a croma to g r a f i a de gases o 1 a c r º·.ª'a fó g r,a f i ª· 

de líquidos de alta resolución. 

Dada la alta sensibilidad que los métodos 

cromatográficos ofrecen, el realizar análisis d~ compuestos 

orgánicos por esta técnica, hace que se requieran de 

pequeRas cantidades de muestra a comparación de la necesaria 

al emplear alguna otra metodología (como por ejemplo, 

UV/VIS). 
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- ' -.·.. ..: ' 

El usar peqUeñas 'cantidades' de: muestra impli}'.:a que los 
·. , __ 

límites de· detección sean aún demasiado altos 'para, lo que se 

requiere y de ahí la necesidad 

concent~jción de muetras. 

La presencia del eluente utilizado en el proceso de 

concentración es otro problema cuando ·se emplea la 

cromatografía de gases como método de ~nálisis, ya que en el 

cromatograma se observará una señal correspondiente al 

disolvente, la cual puede sobreponerse con algunas señales 

de los compuestos extraidos ya que este siempre estará 

exceso. En algunos casos esta señal se 

colocar una precolumna adecuada, capaz de retener al efu'e'ri'te :-· 
:-e,·'.:~-- o 

a n tes de que 1 a mu es t r a pase a l a columna a na l i ti e a~.~~;::.:~:~~~;r~ :_-:s{_., 

Este tipo de problemas asociados a la cuan tft.i.'C'~c~ón?de -·:,.:.·.¿;, 
<-:~,;-::< 

gran me'!li~i~.si se los contaminantes se pueden evitar en 

emplean cartuchos empacados para efectuar· la c;oncentr~ción·, 

ya que la cantidad de eluente necesario ·para ·elliir los 

compuestos adsorbidos es de 1 a 4 ml. 

Este tipo de columnas (cartuchos)'pu~den ser una opción 

(¡ t il para la obtención de con c'en t.rados de 

,orgánicos prioritarios. det"id-o a':l,Ú·ventajas que 

simpli cid.a~ en s.u 

recuperaciones publica¿~ f~:~:::'.'.que no 

en cuanto a la manejo, 

es necesario 

compuestos 

presentan 

las altas 

realiza,.. 

una concentra c,i ón· adic'f'ari'ili,: · como en el ca so de la 

extracción líquido~líqufdo 
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El diseñar 

una 

muestras de agua. 

Los objetivos 

1 ) Desarrollar una 

concentración de contaminantes 

la u;s.E.P.~. como ácidos, neutros 

2) Desarrollar un 

el análisis cualitativo y 

containinantes. 

una 

en 

la 

ún 

3) Realizar pruebas de esta desarrollada 

con muestras reales. 

Para la concentración de los contaminan tes se 

utilizaron cartuchos con fases químicamente unidas del tipo 

C-18. La cuantificación de muestras de un sólo componente se 

hizo mediante espectroscopía de ultravioleta en las 

longitudes de onda características de máxima absorción para 

cada componente, mientras que para muestras de más de un 

componente, asi como para las muestras reales se utilizó 

cromatografía de gases con columna capilar. 
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IrI. GENERALIDADES. 

3.1. Extracción en fase sólida. 

La cromatografia comprende un diverso grupo de métodos 

de separación de gran importancia para el químico analítico, 

pues le permiten separar, aislar e identificar los 

componentes de mezclas, que de otro modo serian resueltas 

con dificultad o no podrían resolverse. El término 

•croaatografia' agrupa una gran variedad de sistemas y 

técnicas. En un sentido amplio, la cromatografía comprende 

los procesos basados en las diferencias de distribución de 

los coeponentes individuales de una mezcla entre un medio 

estacionario y una fase movil. 

La gran importancia de los procesos ~romatográficos se 

debe a la velocidad de análfsis, al gran poder de resoluc~ón 

y a la capacidad de operar~ cantidades de muestra ~uy 

pequeñas. 

Los métodos 

acuerdo a la forma 

cromatográftcos se ·p~~'de.n.'' clasificar. 

como la fase móvil inte;~~c;¡ona con 
; ·.," 

fase estacionaria. Estos métodos comprenden: .. ·· 

3.1.1. Análisis por desplazaaiento. 

de 

la 

Este método consiste en colocar una pequeña cantidad de 

la muestra a separar en la parte inicial de la columna 

cromatográfica. Entonces se usa un liquido o vapor 

desplazador para empujar la muestra a través de la columna, 

este líquido o vapor tiene una afinidad mayor por la fase 
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estacionaria que cualqui~ra de los componentes de la mezcla. 

Confor111~ el 'líquid~ -~~v~po·> desplazador se 11ueve a través de 
' ,.- :· .: 

la fase es ta ci on a ~:ja/ los componen tes 
~-'.-, .. '~ >\'. ·-, ,._ . 

de la muestra se ven 

forza dos. _a el~ir: de>; acuerdo con su afinidad por la fase 

esta c i o ~-ar i ,;-, sin separa r se en bandas aislad as i n d i Y id u al es, 

pero ordenadas en el interior de una sola banda ancha. Si al 

final de la columna se coloca un medio de detección 

adecuado, se puede obtener un cromatograma como el que se 

11uestra en la figura 3.1. 

45 

35 

20 

15 

10 

tigura 3.1: eromatograma que repre
senta un análisis por desplazamionto. 

5 

Q!--t--i--li--li--l--1--1--l--l--l--l--l--l--l--l-+-+--r-+-+-+-+-+-+-+-+-+--! 

El análisis por desplazamiento, usualmente se utiliza 

en cromatografía de adsorción y tiene la desventaja de que 

la fase estacionaria se debe regenerar o reemplazar después 
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de cada separación, 

desplazador, además 

~ . '~ 

En la técn-ica d 

60 

50 

40 

!=igura 3.2: L:romatograma que repre
sen"ta un análisis frontal. 

)!).+B+C+D+E 

-- --- ................ _ ............... -~--· 
A+B+C ¡;; 

u:: 
Cll 30 

"' 
zo 

10 

"tiempo 

su propio desplazador. Conforme la muestra se eluye a través 

de la coluaina - cro~.a-toqráfica _ los componentes tienden a 

separarse como se muestra en la figura 3.2, en donde el 

componente que tiene la menor afinidad hacia la fase 

estacionaria será el primero que salqa de ella. Puesto que 

la muestra se aRade continuamente, cada componente que 

emerqe de la columna estará mezclado con los componentes 
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que. tengan menor. afin'idad· p.or· .. •la ,·fase que,. la de él lli SllO. 

Esto da como resu1 tado que'~~ól a ~Jn pri11er componente 
·;'·<;;r.~--

q u e-·- eme i:-g ~ de'.: ) a:· -c~l l,tm.n·:~{.: c:·~-~'~·A~-' -, r\~'.~~-u pe r_a·d o--º medido en una 

forma pura. En esta 'ü¿;,i¿a,·'.además de presentarse esta 

desventaja, también se las mencionadas en el 

análisis por desplazamiento. 

3.1.3. Análisis por elución., 

La técnica de análisis. por, elu~lón es la más empleada 

en el análisis de mezclas. de.co'ñifil.í~.sio5; 'En esta técnica la 

mu es t ra se introduce en l~ ~~'1tlj'~·~~~~,'c:'~~<~F perfil estrecho de 

::' ::: :'::::: ',:: ·,i:?tJfil~iJ:~,~:::' . '::::: :·::' ·:: 
columna a difer~n~J~i~'. 'f~e;'~~r;~,:~:s. Cada componente se 

desplazará . a. ~'.Íl'j) 2 ;,/fj¡,'~':~~·:?it<l·if eren te de los demás 
•'. ~-~::; .. :.~ ':z:.:.cC:.. e ';:,··· • -,-'; 

dependiend'o de su; ~cfe~F~i'ih:te ·~~· ~~rtición, 
.-.~~.' :\f:;~: _,.,.'.{;:,_:\;~~c. ·:_.::r· 
··-··, ,,. <) 

K, donde: 

concentrK2l·;: J': ;~:luto en la fase líquida 
K 

------~-·------· ___ ...;. __ .;... ___ . __________________ _ 

Bajo condiciones favorables los componentes tendrán 

diferentes coeficientes de partí ción y por lo tan to serán 
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Figura 3.3: Cromatograma que repre
denta un análisis por elución. 

t=O 

+B+ 
C+D 

+B+ 
C+D 

t=2 
e 

A 

B 

tiempo 

t=3 
A 

B 

Este método presenta las siguientes ventajas: 

e 

D 

1. La fase est~cionaria es regenerada continuamente por 

la fase ~óvil~ S• puede cargar otra muestra al sistema tan 

pronto com6 ei ~lti~o compuesto emerga de la columna. 

2. Bajo condiciones favorables, los componentes 

individuales de una m~zcla se separan completamente uno del 

otro. 

3. Generalmente, el tiempo de análisis es de unos 

cuantos minutos, aún para mezclas complejas. 

En cualquiera de los métodos mencionados se puede 

emplear el volumen de retención de cada componente para su 

identificación, mientras que la altura del pico o .área del 
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pico se puede e11plear como.:un.a. m!!.dida· de la ··concentración de 

dicho componente (28,29,30.,31) .• ·. ··· 

T-:.-~~:-~·:::-_ 

3.2. C:roaatografia d~Jáse~,qtÍ.ii::aaente unidas. 

El es pecta cu lar d esa r ro Ú ói(dé~;:ia':;·c ro.ma tog ra fía de fase ,_,_ 

inversa quí11ica11ente unida (fl~\.ii:f.~~;Ciínó .de los fenó111enos 
,,\ t: 

más interesantes en la r!/bm~\~ij'.;'~{í a'. liquida de alta 
''i' 

resolución (C:.L.A.R.). A padir';;~~t'1976 del 60 a 70?. de los 

trabajos analíticos 

fases estacionarias 

publica dos ~:~?~. . A'. R, 

no polares ~~í~Ica111en te 

han empleado 

unidas a un 

soporte de sílice. De hecho la. '.~r~matografía de FIQU emerge 

como un tipo más general de cr~~atografía líquida, la cual 

puede reemplazar varias· técnicas convencionales. Al 

principio se recomendó el uso de fases estacionarias no 

polares para la separación de mez~las de sustancias de baja 

polaridad, los cuales son poco solubles en agua. Sin 

embargo, se ha demostrado que con una fase estacionaria no 

polar se puden separar compuestos con un amplio intervalo d!! 

polaridad. 

Las prfmeras.~fases polares químicamente unidas que 

se usaron fueron. de.V con un tamaño de 

partícul~ g-rand_e_ (110 mi eras). Sin embargo, tales materiales 

no se podían obtener cori uriá distribución uniforme de tamaño 

de partículas, además no había sido desarrollada 

suficientemente la tecnología de empacado e instrumentación 

para la preparación y uso de columnas con micropartículas. 

Los avances actuales en tecnología de partículas han hecho 
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posible la manufactura de partículas uniformes de gel de 

sílice con diAmetros pequeños y el desarrollo instrúmental 

ha hecho posible el empacar columnas con este tipo de 

partículas con o sin grupo orgánico químicamente unido. Por 

otro lado, estas columnas tienen una mayor eficiencia y 

capacidad de carga que aquellas empacadas con adsorbentes 

peliculares. 

A fin de conYertir el gel de sílice en fases 

hidrocarbonadas químicamente unidas, com6nmente se hace 

reaccionar la gel con un alquil triclorosilano. Como un 

resultado ~e.cista .reaccl6n se obtienen enlaces coYalentes 
"" ;· .. · 

comó s~ ~~ilustra en la._ fi_gura 3. 4' y una cadena 

hidr6carbonada, por 16 general de octilo~ C-B, u octadecilo, 

C-18~ T~mbién se han ~btenido fases químicamente unidas de 

cadenas hidrocarbonadas c-2, c-s, c-1.s, -'-etc •• a las que se 

les introduce como ligante un compuestos de diferentes 

propiedades, de tal manera que actualme~te se dispone de una 

gran Yariedad de fases hidrocarbonadas de yarios tamaños de 

partículas y de varias formas. 

R R ·R R 

HO - Ji - OH 

¿ o ,J~:~~~t~~-1: ·= o _: ,i~ o 

-L / \ / \ 
- O - Si - O - Si -0 -iSi -;O - Si -

1 1-·· 1 
-------------------------------------

SUPERFICIE DE SILiCE 

Figura 3.~. Fase hidrocarbonada químicamente unida. 
R = CH3-(CH:l6-CH:-

6 R = CH3-(CHz)1 6-CHz-
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La cantidad de átomos de carbono en la fase 

estacion~ria es :una,- ,,propiedad_- importante que puede 
. : .-· .· . ~·.· 

influenciar el comportamfento 'cromatográfico. Sin embargo, 

aunque se conozca esta cantidad de átomos de carbóno, el 

tipo de fase estacionaria y el área especifica, no se ti en e 

la información suficiente como para conocer el porcentaje de 

recubrimiento de la superficie. Esto es debido a que en la 

superficie hay •icroporos en los cuales no puede penetrar el 

a gen te silanizante, -Y esto puede representar una gran 

fracción del área esp~~i~ica de la sílice. 

Por otra parte, el comportamiento cromatográfico 

también depende de la ~orma y tamaKo de las partículas. Las 

partículas de forma irregular tienen una mayor superficie 

que las partículas esféricas del mismo tamaKo y, 

consecuentemente la velocidad de transferencia de masa a 

través de partículas qulmicamente unidas es superior, con lo 

cual se esperaría una mayor eficiencia. Sin embargo, 

columnas empacadas con p a ~tí dulas irregulares, en 

ocasiones, tienen una• - ~e~or - estabilidad que aquellas 

empacadas con uniformes. Es bien 

conocido que la sílice de las columnas se disuelve 

lentamente cuando está en contacto con fases mó;,;-i_i-es acúósa_s_ 

y que la velocidad de degradación aumenta con el pH (pH>7.0) 

y con temperaturas elevadas. 

En la actualidad existe una gran variedad de fases 

químicamente unidas no polares. Las diferencias observadas 

en la práctica con estas fases se pueden atribuir a las 
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diferencias· en las·' 

determinan el ~omport•mien.to c 

1. El tama~o y la forma 

2. La porosidad, 

de la sílice. 

3. La naturaleza química de la 

que está químicamente unida. 

4. La cantidad de hidrocarburo enlazado por unidad de 

que 

volumen de columna, lo cual está relacionado al 

c o.n ten. i do d e ca r b ó n d e l a fas e es ta c i o n a r i a se ca • 

5; La:é conf~guración del 

superfiéie. 
'-·/, . :( -

concentración de 

grupo 

sil ano 

accesibles en la superficie. 

funcional unido a la 

y grupos siloxanos 

Como una regla general, la longitud de la cadena es la 

más afecta el comportamiento cromatográfico bajo 

condiciones preestablecidas. Similarmente, las fases 

estacionarias con mayor contenido de átomos de carbón tienen 

una mayor capacidad de retención y se obtienen columnas más 

estables. La longitud de la cadena y el contenido de átomos 

de carbón afecta la selectividad de las fases estacionarias. 

Otro de los factores que juega un papel muy importante 

en la retención de los solutos es el efecto hidrofóbico. En 

la mayoría de los casos los eluentes usados con fases no 

polares químicamente unidas son disolventes polares puros o 

mezclas de estos. Para sistemas cromatográficos que 

involucran un adsorbente polar, tal como la alfimina, Snyder 
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estableció una .serie eluotrópica.- La tens_ión_superficial y 

la consta.~te._di"eüctr_\cf éz\'.~-isolve~~~ 
papeÍ ~~~ 'i;;-¡;;;rta'.ri.c~t ;~'.n f7f¡•Jh~-e~anismo 

,,,_:...:,,,· -··,,,,. 

sol u to • . por o t.~ ó '. i a~?}!\'.· l ~ ~is cosida d 

re la ci on iida a )la :,; Ji:~~~-i~}tÍ a~ en la 
.;,· 

. '.. ,:·· 'J (.": :;.:, ·-e-:.· 

tam_bién- juegan un 

de reten ci.ón 

del disolvente está 

fase 11óvil lo que 

repercute en'· 1 a . e f.i ci'e n:c i a: de l a columna • La 11 a g ni tu d de la 
":'-~ .:•\' . 

caída de presión''a través de la columna a una velocidad de 

presión en la entrada de la 

columna también son establecidas por la viscosidad del 

disolvente, la cual dismi~uye cuando se incrementa la 

te111peratura. 

En muchas aplicaciones, cuando se 

separan solutos ionógenos,- el-·pH. del eluente tiene que ser 

controlado usando una solución amortiguadora. La selección 

de un pH apropiado depende de la constante de disociación de 

los solutos debido a que la disociación de estos puede 

variar considerablemente los tie~pós de retención. 

La retención del fase 

inversase puede explicar 

entre la superficie del hidrocarburo de la fase no polar y 

la fase móvil, o por el modelo de •"adsorciónª del soluto en 

la parte no polar de la fase estacionaria. El modelo que 

involucra la partición, probablemente sea el menos adecuado 

debido a que el comportamiento de las cadenas enlazadas no 

es el de un líquido y las moléculas tienen menos grados de 
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libertad, translacional y ro t aci o.ria l·:· que fa ses· 

liquidas no enlazadas. La n a tu r a l e i'a estas 

superficies e_stá .. 11.l!Y ;,bién definida 

proba b l e 11 en te depende del ti p o ·_ iJ ·: l'a .fi:~s-~:. e rila za da y de 
·<:;~~: 

generalmente no 

superficie cubierta. 

y 

la 

Se supone que el so lU{~ •. -·' .se retiene mediante 
. . . -'-.~ ,.'_:_• ~ 

interacciones no polares. La ·;-~tell.cióri usual11ente se expresa 

11 e d i a n te e 1 f a c to r d e . :ca·~~ :r~ ~d', k • , e 1 cu a 1 es u 

relacionado a la cons.tante ·.~d~·,,:~::uilib_rio termodinálllica, 

mediante la relación: 

tK 

K' 

do~de f es li relación de volOme~es de la fase estacionaria 

y la fase 11óvil, dada por la ecuación: 

Vol. fise.~s~aci~nari~. 

f -----------------------
Vol. fase movil. 

En la cromatografía de fase inversa se ha establecido 

-una relación cuantitativa -entre k. y las propiedades del 

soluto y el eluente para una fase estacionaria especifica. 

Las interacciones no polares en disolventes polares se 

dan en función de las propied~des del disolvente, tales como 

la tensión superficial y constante dieléctrica, y 

propiedades del soluto tales como el área superficial y 

momento dipolar, factores que se pueden estimar con relativa 
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f a e i l i d ad • A es te t r a t a 11 i en to t e ó r i e: o · i;'e l e 11. a 111 a • efe c to 

solvofóbico•. Esta. teóda dél "efecto sbly.~fóbfco, dada por 

Sinanoglu y c:olabo.r.adores' 23), empleada para 

explicar el mecanismo de •. ·_ .. re.teri c'ióií que 

que se basan en además, es 
,.·Y·.:.:· .. ;.,·,:,,. _·'::_-.·. 

fácilmente aplicable a otros oisol~'entes.· 

Para aplicar esta teoria a l~ cromatografía de fase 

inversa no polar, se debe suponer que el soluto se •pega• a 

los ligandos no polares para formar un complejo. A fin de 

evaluar la constante de equilibrio para este complejo, K, se 

estima el ca~bio en la energía libre, 6G, en el proceso 

cromatográfico, dado por· la relación·:_ 

A.G 

RT 

De acuerdo' c'on e·s.ta· te'oria, el cambio de energ.ia·- libre 

en el proceso está dad'o ·p.or .la .diferencia entre el "efecto 

solvof6bico• p·roduci'do, por un· ládo,. al llevar el complejo a 

la sol~ción y por otro; en llev~r a los componentes 

individuales en el disolv~nte~ 

L a in t e r a c c i 6 n e·n t re e l disolvente y la especie 

involucrada en el --.Pr.oc'eso-··- de· -•asociación es debido a 

interacciones del tipo Vah der Walls y electrostáticas. 

El factor de capacidad se expresa mediante la relación (26): 

1 AZ RT 
lnK t + --{óA(Nf + a) + NA.rcx• - 1l + w - --} + ln---

RT e Po V 



donde: 

A área superf.iCial dé una ,;molécula de soluto. 

N 

r 

A. 

x-

z 

11olecular y 

"de disolvente. 

superficial 

carga, tamaño 

e constante dieléctrica del m~dio. 

V 

R 

T 

t 

1 atmósfera. 

volumen 111olar 

constante de los gases. 

temperatura absoluta. 

relación de velamenes 

fase móvil. 

W y a = parámetros que dependen del disolvente. 

Esta ecuación representa una versión simplificada de 

una expresión compleja en donde todos los términos excepto f 

son una función de las propiedades físicas del so luto y 

eluente, las cuales son medibles. Por lo tanto, se puede 

usar para explicar o predecir Ja dependencia del factor de 

capacidad en función de las propiedades del soluto y eluente 

en una columna dada, en donde la retención del 

solamente involucra efectos de asociación solvofóbica 

sol u to 

entre 

el soluto y los ligandos no polares de la fase estacionaria. 
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~ ': 

El.,.fenó111eno ,.e.xpresa.do cuan ti ta.tívaaien te 'en. la ecuación 

anterior. se ilustia esquemáticamente en· la. ,·.figura 3, •. 5, en 

donde se. representa la asociación entr~ el s:olÚto y ligando 

no polar en la superficie de. la '.:;.:f,·il.s'·~ ''·e!i't~cionaria en 
'.':;_~' 

cromatografía de fase inversa. es debida 

esencialmente a efectos del negras 

indican la asociación del soluto e~ '1:/>.f.ise .estacionaria, la 
., ... ,.,,. 

cual se ve favorecida cuando dí~Úóu}-e el área molecular 

1 as cuales se si lll bol i z a n e o n l á s f l ~·¿h~'s b la n c',;i s, Ü ~ ri en un 

efecto contrario. La 11 a g n i tu~·; d~:·j~~: ;i'Ín te r a c c i 6 n n o polar 
·.':~~=:· ,- ~--;

en fr e el soluto y el ligando la .:¿U.'ai'.'cietermina la r.eteiíción, 

está dada por' 1 a diferencia .. · entre los dos 

(31,32,33,34). 

..1 ... 
1 " 

'\ __ , DISOLVENTE 

~: ·~ 

:~ 

. -~ 
:' '\ SOLUTO 

' ... : 
Figura 3.5. Asociación entre el soluto y ligando no 

polar en la superficie de la 
fase estacionaria. 

02-g - 34 

efectos 



~ . - -. , . ' . -' - ' 

:IV PARTE 'EXPER,:IME.NTAL 
, .. 

4.1~ lfater,ial~s y reacÚvos. 

Para lacpr~pa''radfÓn: dZ ios ~stánd~res y lás muestras 
; , '.-' · · -· · - '- - ,- · .:- - - e'.' _ ._ ' -'~ce~ . · ' · 

"in vitro• s·~ ~tilizó agua destiláda''y.'de.si,onizada, la cual 
<·. '.· 

se pasó a través de un cartucho Sep-pa k<',c Wa te l'"s As so c. par te 

1151 91 O) a n tes de ser e m p l e ad a • L ~ s · 'd :i. solventes, 111 et ano l 

acetonitdlo, y los reactivos, N~cd' \c1 y. H;,so .. , que 
': 

y 

se 

e11plearon fueron grado R.A., )'._;'se/'e·m.P.l~arOn directamente sin 

ning6na purificación. 

La adsorción de los compues~os ~studiados se llevó a 

cabo en cartuchos comerciales Sep-pak de fase químicamente 

unida, la cual consiste de cadenas de octadecilsilano 

enlazadas a una superficie de sílica. 

Las sustancias patrón fueron grado R.A. y también se 
·- ' ' \ 

utilizaron directamente sin ninguna pu~ificación adicional. 

La determinación de los p~rcent~;j~'~ J'~/(~~~p~ración de 

l OS· 
·: o 

se· compuestos de interés' 
- . ;;/()·/·· ·_-~' 

r_e ali z ó .mediante 

espectrofotomería de ultravioleta;visibi~ ~~ un instrumento 

Varían Techtron mod. 635. La cuantificación se hizo por 

estandarización e> terna efectuando las lecturas en las 

longitudes de onda de absorción máxima, características de 

cada compuesto, utilizando un blanco de reactivos como 

referencia de cero, el cual se trató de igual manera que las 

muestras. 

El análisis de las mezclas se llevó a cabo en un 

cromatógrafo de gases marca Hewlett Packard mod. 5890 con 



ii~ógeno como gas 

acarreador'· Se ,~}i ú-1¿·; uri"a .-co 1 umn'a'; cá'p i lar _.de; sí i ce fundid a 

de 12 metros· d e\rc;~g-1fü~~;.-;~Üw~;;~~k;:tta.~;;, i~ Ú.Ei!ln aria de 1 tipo 

ov-1o1. El ~n .Úi~i\>!P ~;~ ~;'~p~~Yi}6 ·con.· de 
'''·, '':'$:.: ,;-,;:,i ,_ :cs• . .v·--·~ _,, ''·"· _ ~"' ·u n p ro g rama 

::: :: ': :::;' ,:. ·::~\'J~~i~~t~¡ i¡,ij::t:: :::: :. :: ':··: :: ; :::: 
Para el registro de la<inforlllacióll se utilizó un integrador 

marca Hewlett Packard mCld. · 3390...:A •. En la identificación de 

cada componente de las·ó·- mezclas se áplicó el método de 

comparación de tiempos de retención con los de patrones 

puros con los tiempos de retención obtenidos en la m~zcla y 

la cuantificación mediante la técnica de estandar externo. 

(A) 

Figura 4.1. Sistema de concentración de-compuestos. 

Al Sistema de concentración. 
B) Sistema de elución. 

1. Tanque de nitrógeno. 
2. Control de presión general. 
3. Control fino de presión. 
4. Recipiente para muestra. 
5. Cartucho Sep-pak 
6. Recipiente para deshecho de agua. 

aéetonitrilo 

(B) 

7. Recipiente graduado para elución del concentrado. 
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4.2. Diseño y •enlaje instrli•enlal. 

El diseño y montaje del- sis-tem!'- ;d concentración 

u t i l i z a d o . se mu es t r a en l a f i g u r a 4 ·~ 1. L'a té c n i c a d e 
:'. '. "·.<·· . ..,~'·.,. ': . _· .. ·-,' . . ·._. 

concentr'ación consiste en .. aplic,ar Üna 'presión controlada con 

un gas in~rte : (en. este caso se 'util i ió nitrógeno) al 

recipiente de la lliuestra •hasta -obtener_ un flujo constante 

entre 10 y 30 ml/1nin. La capacidaddel recipiente de muestra 

es variable dependiendo del vollim'én .. -de muestra qlie se desee 

trabajar. Esta muestra pasa a tr•v~i de la columna de fase 

inversa químicamente unida (Sep:..:Pak) en donde se retienen 

los contaminantes orgánicos. 

cartucho con agua destilada y 

un gas inerte (nitrógeno) 

Posteriormente, se lava 
. ' -.-- •_-, 

se~seca~con una corriente 
.:'·.~:'":" _ _>:·<_.' -.. ·· 

dura~te unos 
'~;{_: 

10 minutos. 

el 

de 

Por 

(¡ l ti IDO, se ha ce pasar una peq~erí';· ;~;~ari ti Ciad de eluente 

( acetoni tri lo) a través del cartucho -¿c;·n· ~l ·fin de realizar 

la deserción de los compuestos atrapad~s en él. 

4.3. Acondiciona•iento de la columna de concentración. 

La columna de concentración. cartucho Sep-pak. se debe 

acondicionar antes de ser empleada, para ,eliminar cualquier 

contaminante que pudiera estar presente en el sistema, con 

aproximadamente ~ ml de metanol, eluyendo a una velocidad 

tal que se pueda mantener unos 10 minutos en el interior del 

cartucho. Una vez que todo el metanol haya el u ido del 

cartucho, este se lava con ácido clorhídrico O.lN, para la 

fracción ácida, o con agua destilada, para las fracciones 

neutra y básica, procurando que el cartucho quede lleno de 
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líquido. En este punto· el cartucho queda"")isto para 

emplearse en _el proce_so_ ·e·~ 

'hei~a l.á estudiados. Una vez 
-._---, ;--;-

concentración de dichos 

compuestos, no se r~comie~da ~tilizar el mismo cartucho para 

análisis posteriores, y~ ~u~ las muestras pudieran estar lo 

suficientemente sucias como para producir .. una adsorción 

irreversible de compuestos desconocidos. Sln embargo, si 

primero se hace la concentración de un estandar, o blanco de 

reactivos, si se puede volver a emplear el cartucho para 

otra concentración. 

4;4 •. Es:tándares. 

Para· los estándares se utilizó agua destilada 

desionizada, 0~_2 ppm de cada 

compuesto a poii~~~lea~es y 

bencidinas. 

El parámetro eficiencia de 

recuperación en de ágentes 

modificadores, metanol asi como en 

función de la variación ~e p~~á~etros de operación, tales 

como flujo, volumen de muestra utilizado y concentración. 

4.5. lluestras. 

Con el procedimiento descrito se analizaron muestras de 

la planta de tratamiento de agua de la Uiversidad Nacional 

Autónoma de México y se concentraron para cada fracción, 

analizandose mediante cromatografía de gases. 
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4. 6. CU éul o, d e_.l a~_eJici~,n ci a de recobro. 
':·.t::, ,'._::,"' ,,--

El cálculo de .la:: ef.iciencia de recobro para cada 

técnica utilizada, través del cartucho 

previamente acondicionado, 200 m l de solución a una 

concentración de 0.2 ppm del compuesto correspondiente. 

Antes de pasar esta solución por el cartucho se ajusta el pH 

y se agrega un agente modificador en los casos en donde sea 

necesario. 

Se hicieron blancos en paralelo con las muestras, los 

cuales se usaron para hacer las lecturas de absorbancia de 

las muestras. Para la lectura de los estándares se usó como 

blanco acetonitrilo. 

Para los cálculos de concentración se hicieron lecturas 

de absorbancia en un espectrofotómetro de ultravioleta. 

El cálculo de la concentración teórica final, después 

de realizado el procedimiento de concentración suponiendo un 

100~ de recobro, se hizo con la siguiente relación: 

c·v· 
e 

V 

donde 

C' Concefttra~ión<inicia~ de la muestra. 

V' Volumen 'inicía·1 de la muestra. 

V Volumen final. 
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Para este estudio se utilizaron las concentraciones y 

vol6menes siguientes: e· 0.2 ppm; V' = 200 ml.; V= q ml. 

De esto se obtiene que C debe tener un valor de 10 ppm' 

concentración que se debería obtener considerando un 100% de 

recuperación en el proceso. 

Para calcular la eficiencia de recuperación se 

determinó la concentración real de la solución que se 

concentró, mediante la siguiente ecuación: 

Abs l'ltra. 
C.&t X ---------

Abs est. 

donde 

C~ •• i Concentracióncdespués de realizado el 

·::_pr'oceso de concentración. 

.e~.;• ~ C6ricintración de un estandar, 
.' ,·. . 

considerando 

... eÍ- 100 % de recobro. 

- Abs Mtra~ Absorbancia de la muestra. 

Abs est. Absorbancia del estandar. 

El porciento de recobro, %R, del proceso se calculó 

mediante la siguiente realción: 

c ....... 1 

%R X 100 
c ••• 

ó 

absorbancia de la muestra 
%R ------------------------- X 100 

absorbancia del estándar 
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V- PROCEDIMIENTOS DE CONCENTRACION 

Como resultado de los estudios realizados, se 

establecieros los siguientes procedimientos como los •ás 

apropiados para llevar a cabo la concentración de cada una 

de las fracciones consideradas: ácidos, neutros y básicos. 

5.1. Concentración de ácidos (fenoles). 

Se toman 50 ml de la muestra, ajustando el pH entre 1 y 

2 con ácido sulfl'.lrico 6N y se adiciona un 25~ _(w/v) de 

cloruro de sodio R.A. 

Una vez que el cartucho Sep-pak ha sidci acondicionado, 

co•o se indica en la sección 4.3, se hace pasar la muestra 

preparada a través de este, a un flujo aproximado de 10 

Posteriormente se lava el cartuc.ho con 2 •l de ácido 
-, _,,.,. ·.~: f<: .. , -

clorhídrico 0.01N y se seca en un'a có-rriente de nitrógeno 

durante 10 min. 

Finalmente, los compuestos son eluidos del cartucho con 

2 ml de acetonitrilo y el extracto obtenido puede ser 

concentrado por evaporación del disolvente o aforado a un 

volumen mayor, segl'.ln se requiera para el posterior análisis. 

5.2. Concentración de neutros 

polinucleares). 

Se toman 50 ml de la muestra, ajustando el pH entre 5 y 

7 con ácido sulfl'.lrico diluído (aprox. 0.1N), en el caso de 
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que la 11uestra tenga un pH básico, o c_11.n hidróiido de sodio 

diluido (aprox. O.lNl, ·en caso_de que fa 'ii'u-estra presente un 
·< ' ~- :'_~ 

pH inferior a 5, y se adiciona un 30~- (vlv') de •etanol R.A. 

Una vez que el cartucho Sep'..p~'k Jia s:i.do a con di c:ionado, 

c:o110 se indica en la sección 4.3, se ha~e pasar la •uestra 

preparada, a través de este, a __ un ;{~j ~ a prox i ea do de 10 

con 2 el de agua 
., ;" :(.':'-, "'.,' 

destilada y se seca en una corriente de nitrógeno durante 10 

Final•ente, los compuestos son eluidos del cartucho con 

2 el de acetonitrilo y el extracto obtenido puede ser 

concentrado por evaporación del disolvente o aforado a un 

volu•en mayor, seg6n se requiera para el posterior análisis. 

5.3. Concentración de básicos (bencidinas). 

Se toman 50 el de la muestra, ajustando el pH entre 5 y 

7 con ácido sulf6rico diluido (aprox. 0.1N), en el caso de 

que la muestra tenga un pH básico, o con hidróxido de sodio 

diluido (aprox. O.lN), en caso de que la muestra presente un 

pH inferior a 5.0. 

Una ve? que el cartucho Sep-pak ha sido acondicionado, 

como se indica en la sección 4.3, se hace pasar la muestra 

preparada, a través de este, a un flujo aproximado de 10 

•l/11in. 
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Posteriormente se lava el cartucho con 2 •l de agua 

destilada y se seca en una corriente de nitrógeno durante 10 

ain. 

Final•ente, los compuestos son eluidos del cartucho con 

2 •l de acetonitrilo y el extracto obtenido puede ser 

concentrado por evaporación del disolvente o aforado a un 

voluaen mayor, según se requiera para el posterior.análisis 

En el siguiente diagraaa se representa el procediaiento 

óptimo para concentrar cada una de las fracciones 

estu~iadas. 

pag - 43 



FRACCION: 

pH: 

AGENTE 
l'IODIFICADOR: 

CONCENTRACION: 

LAVADO: 

SECADO: 

ELUCION: 

AcloA 

.J2 
(25% w/vi 

1 

l'I ESi"RA .. 
L .. 

.•.• 1 

l'letanol 
(30% y/y) 

. 1 

. ... •BA!ICA 

··. 1 

. 5-7 

1 

--~-~~~-~---------------------

1 
Sep-pak (acondicionado) 

·flujo: 10•1/•in 

1 

1 
2•1.HCl. 

1 
2•1 agua 

1 
2•1 agua 

O. 01 N destilada destilada [ ______________ ! ______________ _ 

Flujo de nitróJeno (10 minutos) 

2 •l 
1 

acetonitrilo 

·. 1 

Concentración o dilución 

... 1 
Análisis posterior 

Diagrama de flujo que representa el proceso de concentración 
para cada una de las fracciones: Acida, Neutra y básica. 
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION 

Se buscaron y seleccionaron co•puestos correspondientes 

a los tres grupos estudiados. Para cada co•puesto se 

determinó la longitud de onda de •áxi•a absorción, ••• , 

así como el intervalo de concentraciónes, ~n donde se 

obtuviese una relación lineal para esta longitud de onda,. 

como se observa en las figuras 6.1-A y 6.1-B y en los 

de la tabla 6 .1. 

Una vez que se logró establecer las longitudes de 

de aáxima absorción y los intervalos de trabajo para 

compuesto estudiado se realizó el diseño instru•ental 

Diseño y montaje instrumental, cap q.2, pag 37) para 

datos 

onda 

cada 

(ver: 

llevar 

a cabo el proceso de concentración de cada fracción. 

Posterior•ente, se realizó el estudio de recuperación para 

algunos co•puesto a pH neutro y ácido, sin la adición de 

agentes •edificadores, obteniéndose los resultados aostrados 

en la tabla 6.2 en donde se observa que, en general, las 

recuperaciones son muy bajas debido a lo cual se pensó en 

utilizar un agente modificador que fuera capáz de ca•biar el 

factor de capacidad, k, en favor de la fase estacionaria, de 

tal manera que los salutes se pudiesen retener en una 

proporción mayor a la encontrada sin la adición de agente. 

De los datos obtenidos,también se deduce que la retención es 

afectada por el pH de la solución, ya que a pH ácido, los 

co•puestos ácidos se retienen más, aunque no se logran las 
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"' ·e:; 
e: 
"' -e o 
"' &J 
~ 

"' ·e:; 
e: 

"' &J 

o 
"' &J 
~ 

1 .80 

1.60 

1.40 

1.20 

1.00 

0.80 

0.60 

0.40 

0.20 

0.00 

1.401 
1.20 

1.00 

0.80 

0.60 

0.40 

0.20 

0.00 

Figura 6.1 -A: Rangos lineales para 
loa e<:>mpuoatao satuéliado<> 

5 10 15 20 25 30 35 
Concentración (ppm) 

p-nitrofenol -+- Fenol 
...... Triclorofenol -e- Antraceno 

Figura 6.1-B: Intervalos lineales 
para los compuestos estudiados 

2 3 4 5 6 7 
Concentración (ppm) 

Bencidina -+- Fenantreno 
...... Banzo( ó )pi reno -e- Criseno 
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CO!PUESID FDiftULA P.ft. .... : (i·., IWIEIVALO ESTUl!llO (19/1 I 

Fuol e.e.o 94.11 m 0.7H4.00 

1-Nitrofml C,H,NO, 139.11 300 0.71-11.86 

2-H li·clorofml C,H,CJ,O 197.46 287 0.86-73.67 

fnntrm C,..Hu 178.22 250 0.30-4.81 

N11!1lm CuH1 128.16 220 0,15· 1.75 

Crimo CuHu 228.28 262 0.37· 3.11 

Allrmao C1 .. Hu 178.22 m O.!Hl.31 

lucifü1 CuHuW2 184.23 287 0.88-9.39 

le110(1),irm C~oHa: m.30 298 0.42· 8.15 

Tilh 6.1: lo19ihd 11 ondl le 1hi11 1bsorción y mqo de lr1b1io pm c1d1 ano 11 Jos co1pmlos 11hdi1dos 

recuperaciones deseadas, mientras que a pH cercano a 7.0 los 

compuestos neutros y básicos son los que presentan mayor 

retención. 

Se sospechó, que debido a que los compuestos ácid.os :son 

muy solubles, las condiciones de 

compuestos en la columna de concentración 

adecuada para obtener recuperaciones 

recuperaciones mayores a l~s obt~nidas 

concentración tradicionales. 

Como la retención depende del factor de . ál 

modificar este en favor de la fase estacionaria, se obtienen 

recuperaciones mayores. Esto se logró adicionando una sal 

(en este caso se agregó c 1 o r uro de so d i o ) 1 a ·cual tiene como 
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COl'IPUESTO pH 

o-A111inofenol 6-7 10.00 
Fenol 2.0 35.89 
Fenol 6-7 21.24 
p-Nitrofenol 2.0 33.26 
p-Nitrofenol 6-7 28.70 
Antraceno 2.0 10.07 
Antraceno 6-7 34.87 
Criseno 6-7 17. 13 
Fenantreno 6-7 63.96 
Diisodecilftalato 6-7 2.24 
Bencidina 2.0 15.56 
Bencidina 6-7 79.24 
Benzo(a)pireno 6-7 5.53 

Tabla 6.2: Porciento de recobro para 
algunos compuestos, sin adición 
de agente 111odificador. 

función producir un •efecto salino•, lo que favorece la 

retención de dichos solutos en la fase estacionaria. Este 

efecto ha sido tratado en la teoría de Debye-Hückel(34) para 

soluciones electrolíticas diluidas y concentradas. Además 

del efecto electrostático, 11uchas sales inorgánicas 

incrementan la tensión superficial de la solución acuosa, 

siendo tal incremento proporcional a la concentración. Por 

lo tanto, el logaritmo del factor de capacidad aumentará 

linealmente con la concentración de la sal, debido a un 

aumento en la tensión superficial de acuerdo a la ecuación 

de la sección 3.3 (Mecanis110 de retención), favoreciendo el 

transporte de los solutos a la fase estacionaria. 

1· 
1 



La aAxiaa recuperación se obtuvo con un 25~ (•/v) de 

cloruro de sodio agregado a la solución, coao se auestra en 

los resultados de la tabla 6.3 y 6.4. 

FEMOL (pH = 2.0) 

o.o 10.00 20.00 30.00 40.00 

35.89 45.00 77. 00 79.43 70.32 

Tabla 6.31 Porcentaje de recuperación en función de 
MaCL adicionado. 

Se observa que el rendiaiento para el fenal se 

increaenta de un 35.89~, obtenido sin adición de agente 

modificador, hasta un 79.43~, cuando se adiciona MaCl al 30~ 

coao agente aodificador, aientras que para el p-nitrofenol 

se obtiene un increaento del 33.26~ (tabla 6.2) al 84.42~ 

(tabla 6.4) bajo las aisaas condiciones. Asiaisao, para la 

aayoría de los coapuestos clasificados coao Acidos, se 

obtienen recuperaciones superiores al 65~. Sin eabargo, 

para el o-aainofenol la recuperación es auy baja, del 10.00 

~. debido quizá a que el aecanisao de retención en este 

aedio es diferente que para los coapuestos ácidos, ya que el 

grupo amino presente en el aisao le confiere características 

ácido-básicas diferentes a las de los otros compuestos. 
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COllPUESTO 

p-Nitrofenol 
Fenol 
p-Terbutilfenol 
p- Fenilfenol 
0-A•inofenol 

pH 

2.0 
2.0 
2.0 
2.0 
2.0 

84.42 
79.40 
92.29 
69.28 
10.00 

Tabla 6.4: Porcentajes de recuperación con un 
25~ (N/v) de NaCl, co•o agente •odi
ficador del •edio. 

Uno de los factores que es •Uy i•portante controlar es 

el pll, ya que la •odificación del •is•o hace que las 

recuperaciones se vean afectadas. Para los co•puestos ácidos 

se observó que a pH neutro la recuperación dis•inuye 

notable•ente, •ientras que a un pH de 2, se obtuvieron las 

•áxi•as recuperaciones. 

Posterior•ente se realizó una evaluación del 

comporta•iento de los co•puestos neutros con el •is•o agente 

•odificador utilizado para los co•puestos ácidos, NaCl, 

obteniéndose recuperaciones inferiores a las obtenidas sin 

adición de agente •odificador. Esto es debido a que en estos 

co•puestos el fenó•eno de "efecto salino• no produce el 

mis110 efecto que para los compuestos ácidos, ya que su 

solubilidad en solución acuosa se incre•enta cuando se 

adiciona la sal, provocando una dis•inución en el factor de 

capacidad, dis•inuyendo así su retención en la fase 

estacionaria del cartucho. 
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COMPUESTO 

Antraceno 
Fenantreno 
Diisodecilftalato 
o-Aainofenol 

pH 

6-7 
6~7 

'6'-7 
6-7 

20.87 
33.96 

0.98 
9.78 

Tabla 6.5: Recuperaciones obtenidas para 
coapuestos neutros con un 25~ 

(w/v) de NaCl coao agente aodi
ficador. 

Se realizó una evaluación de recuperación sin adición 

de agente modificador. Sin eabargo, para todos los 

compuestos, se obtuvieron recuperaciones bajas, tabla 6.6, 

al igual que en el caso de la adición de NaCl. 

Lo que pudiera estar sucediendo en este caso es 

probablemente un contacto no adecuado entre la fase móvil y 

la fase estacionaria del cartucho, ya que al ser esta 

hidrofóbica tiende a contraerse disminuyendo el área de 

contacto. Este efecto se puede eliainar al agregar un agente 

COMPUESTO 

Antraceno 
Fenantreno 
Diisodecilftalato 
o-Aminofenol 

pH 

6-7 
6-7 
6-7 
6-7 

34.87 
63.96 
2.24 

10.00 

Tabla 6.6: Recuperaciones obtenidas para 
compuestos neutros sin agente 
modificador adicionado 
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~ l'IETANOL 

COMPUESTO pH o.o 10.00 20;00 30.00 40.00 
--------------------------------~-~----~~-----~-------------
Antraceno 6-7 34.87 47;77 '72; 77 88.12 68.32 
Fenantreno 6-7 63.96 75.52 84.11 86.04 90.82 
Diisodecilftalato 6-7 2.24 22.39 35.82 45.52 44.78 
o-Aminofenol 6-7 10.00 10.98 10.38 

Tabla 6.7: Recuperaciones para compuestos neutros en función 
del ~(Y/v) de l'letanol adicionado, a pH neutro. 

e 
•O 
'o 
"' .... 
Q; 
c. 

"" o 
4l 
a: 
~ 

100 

90 

80 

70 .-· 
60 

50 

... .......... 

Fenantreno 
........ 

40 

30 

20 

10 

Diisodecilftalat,p .. •""""""'""'""""''' 

-·-~'é:::::~:.~.~-~·::~-:~~;;;~_'."~'.:~~'. _._ 
.... ···" 

01--~~~~+-~~~~-+-~~~~-+~~~~--+~~~~--l 

o 10 

Figura 6.2: 

20 30 40 50 
ppm 

Porcientos de recuperaciónes de compuestos 
neutros en función del ~ de Metanol (y/v) 
adicionado. 

tal que produzca un gradiente de polaridad en la interfase, 

permitiendo un mejor "mojado" de la fase estacionaria, 

aumentando así el área de contacto. El agente modificador 
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que se empleo. ~ue yl •etanol, obteni~ndose las mejores 

recúperaciO~'i!5' 'cúa.riifo's~ adiciona entre un 30 y 40% (v/v) 

COllO Se muestra' 
-~- -- -- '·' 

tabla 6.7 y en la figura 6.2. 

ia~a lo~~o~~~estos básicos se determinó que la 

recuperación se a)canza cuando no se adiciona ningün 

agente •edificador a la. solución y ajustando a un pH neutro, 

como se observa en la tabla 6.8 

En esta tabla se observa que el máximo recobro, 79.24 

se obtiene cúando no se adiciona ningün agente 

11odificador a la solución acuosa y al un pH entre 6 y 7. 

BENClDINA CON: pH 
----------------------------~--~---~--------------
25?. NaCl (.,/v) 
Tampón de fosfatos (0.lM) 
Tampón de fosfatos (0.1M) 
Tampón de fosfatos (0.1M) 
Sin modificador 
Sin modificador 

2 ;-0 ·' 
2.-0. -
4.0 
6.0 

2 ··º 6-7 

Tabla 6.9: Porciento de recuperación de un 
compuesto básico (bencidina) con 
diferentes modificadores y sin 
~edificador, a diferentes pHs. 

9;30 
0.60 

17.60 
77. 69 
15.56 
79.24 

Por otro lado se estudió la influencia del metano! en 

el estudio de recobro de la bencidina y del p-nitrofenol. De 

los resultados de las tablas 6.9 y 6.10 se observa que el ?. 

de recobro de la bencidina y del p-nitrofenol disminuye 

respectivamente, cuando se incrementa el porcentaje de 

metanol adicionado. 
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BENCIDINA ·" :_/.:, < :~. _ __ ;~; 
-----------------------------------------------~~ ------- . --

ZMetan<Jl o·.·o · 

Tabla 6. 9: . .l ~fi~e'n ci ~ ··11ei' aieX:an'~) '.'Jn 1 i~~~f;:.¡¿'Jp{r>~ dión 'de 
-la bencidina~ ¡/ ( '"~~ 

{:.-? .. ~-· ::_,,' 

p-NITR~FENOL + 25Z NaCl,_ ~H=2 
' ( ,,, . ·-·· - ' ·'· ---------------------------------------------------

ZMetanol o.o 10.00 20.00 '30;00'"' ·40.00 
- - -- -- - -- - - - :.,. __ -- - --- - - - - - - - :... _ - - ---_ .::.-~_ .:,,:_·.:,:.. __ ... >~ _·:... ~-
ZR 84.42 45.19 29.38 25;86 
-------- ------------------------- :_._ ---~'~:-~;:_::~--·~ _._ ~·---·- -
Tabla 6. 1 o: In f l u en e i a de 1 metan o 1 ie~.<1'~rr--~''cupe rae i ón 

del p-ni trofenol. ,., "'!X." .. 
- . ,--=---o:~-~- -- ,--

También se estudió el efecto de li\ iadi'~i'ó~~ de NaCl en 

con di c iones de m á x i 111 a re e upe rae i ó n • El ,_-'.fe sli f ta do, e o m o se 

aprecia en la tabla 6. 11' es una disminución en 

recuperación de los compuestos. 

- - '· ' 

COMPUESTO + :so:~ M~tanoY ·(,pH;,;7'?~· .. 
- - - - - ~ - - - - - -- --~-_; .,;.-~~·'-:··~ :.·-;,::..:. _·;,l·~..:·..:.· .:::..:-~-~-..:...: ;_ - ,;:,,:-~ :._; . .,;,;_:.;~:.:.- __ ..;, 
ZNaCl Cw/vl - ,._ ' }.:' '•:;; ;';' Ó'~,o .:: 25.00 
--------------------- _, _; _ _;_·~ .. ;,:~:.;.. ._ _._ -·-·~..:. ~-..:. :.:.~ -·--- ..;;·_ ---
F t ':J, :·, ;:¡;:; : <'a'6''oiÍ 70. 40 

~~~;~~~~~.~~~~:~f~f?:?!d"~~i'.lf~~?f1á::¿:..-=~·--"--.::.~~g~ 
Tabla 6.11: lnfluen'ci{,d'é1.•'NaÓ:.en l~-· recuperación 

de compuestos neutros; 

1 a_ 

En .base a l~s resultados de las tablas 6.9, 6.10 y 6.11 

se concl~ye que no es posible aplicar las técnicas de 

concentración para cada fracción de una manera continua a 
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una sola muestra, ni tampoco es 

conce~tració~ de dos tipos de fracciones 

posible hacer 

•ediante un 

la 

solo 

procedimie~to, p~r lo que es necesario hacer tre~ alícuotas 

de la nuestra aplican~o 

alícuota para 

estudiados. 

tener las 

cada una de Yas 

tres -fracciones 

técnicas a cada 

de compuestos 

Por otro lado se estudió la dependencia del volumen de 

muestra, la velocidad de flujo y la concentración del soluto 

sobre la eficiencia de recuperación para cada fracción. El 

estudio de estos factores es muy importante , ya que por 

medio de ellos se puede estimar la capacidad de carga de los 

cartuchos empleados, así como la rapidéz con que se puede 

realizar el análisis. 

La primera dependencia que se esudió fue la del 

volumen, En este experimento, el objetivo fue determinar en 

que punto el cartucho se satura de soluto por efecto del 

volumen que se pasa a través de él, ya que esto nos permite 

saber el volumen óptimo de la muestra que se va a analizar. 

Para esto _se consideraron volt'.tmenes de 50, 200 y qoo ml, a 

una concentración inicial de 0.20 ppm del soluto. Para cada 

fracción se aplicó la técnica de concentración establecida 

con anterioridad y se determinó la recuperación de cada una 

de las muestras mediante espectroscopia de 

realizando la cuantificación a las longitudes 

máxima absorción características de cada 

ultravioleta, 

de onda de 

compuesto, 

utilizando las ecuaciones- indicadas en el-- capítulo q.6. 
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FRACCION ------___ . __ ;.;.;.. _ _; _ .::;-;;,:·~ ~-~::~ ".:..'~ ;...;...-_:. _ ;.;-_ --·- - -·~ --~- -. 

-- --- >-~·.,:.;.-·..::·..:.·'.;..~.;.--_·~ ::,;.-~--·-·..: __ ~ -- - --- - - - - - -- - - ---

Básicos'' 

. '-·-:· . ..·. 

·' .5o.oo 
200.00 
400.00 

92.86 
82.ó4 
59.91 

-----------------------------------------
Tabl~ ó.1~i Eficiencia de recuperación en 

función del voluaen para las 
tres fracciones estudiadas. 

En la tabla ó.12 y en las figuras ó.3-A, 6.3-B y 6.3-C 

se muestran las recuperaciones obtenidas cuando se hace 

variar el volumen de la muestra analizada. 

De los resultados obtenidos se puede concluir que el 

aumento del volumen de muestra disminuye la recuperación de 

los solutos, lo que en los casos de los compuestos ácidos y 

básicos ocurre muy rápidamente. 

Por otro lado, para los compuestos neutros no se 

observa ninguna diferencia significativa en la variación de 

la recuperación, lo que nos pe--r-mit-e -concluir, que en este 

único caso se puede eluir un volumen muy grande de muestra. 

Se estableció un volumen óptimo de 50 ml ya que el 

incremento del mismo no mejora la recuperación en ningúno de 

los casos estudiados. 
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Figura 6.3-A: Variación del "!. de re
cuperación en función del volumen. 
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Figura 6.3-B: Variación del % de re
cuperación en función del volumen 
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Figura 6.3-C: Variación del "/. de re
euperaeibl'l et'l fufleiirn tlel volumefl. 
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Volumen (mi) 

300 

El siguiente parámetro estudiado fue el 

350 400 

flujo que se 

e-stablece durante el paso de la muestra a través del 

cartucho. Este flujo óptimo es importante evaluarlo ya que 

de él depende, en mayor proporción, el tiempo que se lleva a 

cabo el proce:;o de concentración de la ·muestra. 

Para este experimento, se seleccionaron flujos de 5, 10 

y 20 ml/min., tomándose un volumen base de 50 ml de solución 

estandar con una concentración de 0.20 ppm del soluto 

estudiado. Los flujos inferiores a 5 ml/min. provocan un 

tiempo mayor de 20 min en este paso del análisis, mientras 

que flujos maiores a 20 ml/min provocan una presión alta en 

el recipiente de muestra, ya que el flujo se establece en 

base a la presión del sistema (VER: Diseño y montaje 
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instrumental, cap 4.2, pag 

puede ser peligroso. 

37), lo que en un momento dado 

En la tabla 6.13 y en las figuras 6.4-A, 6.4-B y 6.4-c, 

se muestran las recuperaciones obtenidas 

variar la velocidad de flujo. 

Al analizar estos 

recuperación 

velocidad de 

permanece 

flujo de 

datos se 

invariable 

observa 

cuando 

concentración, lo 

cuando se 

que 

se 

que 

el 

varía 

indica 

hace 

de 

la 

que 

existe el suficiente contacto entre las dos fases, móvil y 

estacionaria, permitiendo así que los solutos se adsorban 

completamente, además de que no hay arrastre mecánico de los 

solutos por efecto del flujo de la fase móvil. Esto nos 

permite realizar el proceso de concentración en un tiempo 

relativamente corto, lo que favorece el nómero de análisis 

por unidad de tiempo. El tiempo que se requiere para 

concentrar el volumen de muestra óptimo (50 ml), a un flujo 

de 20 ml/min es de 2.5 minutos. Sin e~bargo, a un flujo de 

20 ml/min, cuando se trabajó con frascos de vidrio!" se 

obtuvo 

que se 

una presión tal 

recomienda un 

que hizo explotar el 

flujo menor, para disminuir 

por lo 

dicha 

presión y utilizar envases de tef lón o polipropileno para 

reducir riesgos. Por estas razones, se determinó como 

de trabajo el de 10 ml/min. 
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.; 
> 
+: 
"' "E 
ó 
Q) 

e: 
~ 

FRACCION 

Acidos 

-:,·-,'o"_' 

Neutros 

FLUJO(inliain) · 

·s.oo 
10.00 
20.00 

s.oo 
10.00 
20.00 

2•l.04 
23.56 
211.04 

55.63 
59.73 
59.73 

------·--~-~~-.:.:~·--l·-2.-~---------------------------------

Básicos 
s.oo 

10.00 
20.00 

BB.70 
as.so 
90.50 

Tabla .. 6.13: Variación de la recuperación en función 
del flujo, para las tres fracciones 
estudiadas. 

Figura 6.4-A: Variación del % de rec. 
relativa en función del flujo. 
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Figura 6.4-B: Variación del •1. de rec. 
relativa en función del flujo. 
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Figura 6.4-C: Variación del % de rec. 
relativa en función del flujo. 
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El Qltiao paráaetro que se e~aluó, fué la concentración 

aáxima de soluto en solución para que no se llegue a saturar 

el cartucho, y que a su vez retenga cuanlitativaaente todo 

el compuesto que se pasa a través de él en ciertas 

condiciones preestablecidas. 

Para este estudio, se seleccionaron intervalos de 

concentración de cada uno de los solutos estudiados, tal que 

estuvieran dentro del intervalo lineal de trabajo 

establecido con anterioridad. Se toa aron volfi•enes de 

•uestra de 50 ml y se realizó la concentración a un flujo de 

10 al/111in. 

En la tabla 6.14 y en las figuras 6.5-Ai 6~5-B y 6~5-C, 

se muestran los resultados obtenidos al ~~alizar~ estas 

variaciones de concentración. 

FRACCION 

'«' 

B.\ Si co S:-'7c- ~ ~ 

',_]' 

CONCENTRACION (ppa) 

0.25 
0.50 
1.25 
2.50 
3.33 

0.50 
1. 25 
2.50 
5.00 
7.50 

71. 58 
75.27 
79.73 
70.94 
69.57 

93.98 
108.12 
103.60 
93.82 
96.87 

---- :-~·~ .;-- -:~;;.-:--~-~ -------------------- -------------
5.00 

25.00 
50.00 

38.24 
31.89 
31.05 

-------~--~----------------------------------
Ta~l~ 6;14: Variación de los ~ de recuperación 

en función de la concentración del 
soluto estudiado. 
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De.·e·,¡Tos- res.ultádos·· se ·observa ·· .. que no ··:.exi.s:te .. un.a. 

diferenci~ significativa en 1 a variación del de 
,.<·:·· .. ;.e: ./ .•· 

.r.ecu.~er.~'ción al variar la concentración inicial del soluto, 

io .que::;·signifi ca que no existe una saturación del cartucho 

.para' ~~s concentraciones estudiadas. Esto nos per11ite 

tfabajar ~on •uestras de concentración relativa•ente alta 

sin ning~na pérdida de la 11is•a. 

1.1 

1.0 

0.9 

.; 0.8 
> 0.7 ·~ 

"' ~ 0.6 

t.i 0.5 
(1) 

a: 0.4 
~ 

0.3 

0.2 

0.1 

o.o 

Fig 6.5-A: Variación del % de rec re
lativa en función de la concentración. 
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Fig 6.5-B: Variación del % de rec re
l11'liva en funoi6fl de la oonoet1'lraoibn. 
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Fig 6.5-C: Variación del % de rec re
lativa en función de la concentración 
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Posterioraente se realizo el estudio de recuperación 

para las •ezclas de las fracciones ácida, neutra y básica, 

aediante croaatografia de gases eapleando una colu•na 

capilar OV-101 con prograaaciOn de teaperatura y usando 

detector de ionización de llaaa. En las tablas 16.15, 16.16 

y 16.17 se •uestran los porcentajes de recuperación para 

cada aezcla y en las figuras 6.6, 6.7 y 6.8 se auestran los 

cro•atogra•as de cada fraccion de la •ezcla de estándares. 

Se utilizo el Area bajo la curva de cada señal para realizar 

el cálculo de la recuperación aediante la t~cnica de 

estandarización externa. Ya que se contaba unicaaente con 

las mezclas de estándares, y no estándares individuales, no 

se hizo la identificac~On individual de cada compuesto, por 

lo tanto se realizó la identificación suponiendo la eluciOn 

coao función directa de la presión de vapor. 

COl'IPUESTO ( 32) 

Fenol 
2-Clorofenol 
2-Nitrofenol 
2,4-Di•etilfenol 
2,4-Diclorofenol 
4-Cloro-3-Metilfenol 
2,4,6-Triclorofenol 
2,4-Dinitrofenol 
4-Nitrofeno l 

3.64 
3.84 
5.85 
6.22 
6,54 
8,30 

- 9_, 24 
11~37 
14.27 

Tabla 6.15: % de recuperación para la 
mezcla de coapuestos ácidos. 

61.50 
61.50 
87.09 
78.49 
71. 37 
76.83 
51. 38 
35,03 

De estos datos se puede observar que se puede realizar 

una plena cuantificación de los componentes, ya que existe 
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una separaci6n auy buena en el sisteaa croaatográfico, 

adeaás las recuperaciones son buenas, 

COMPUESTO (33) 

Naftaleno 6.38 9.06 
Acenaftileno 10.09 29.24 
Acenafteno 10.56 43.09 
Fluoreno 11. 81 48.54 
Fenantreno 14.05 48.06 
Antraceno 14.17 39.89 
Fluoranteno 16.95 "37.38 
Piren o 17.44 40.97 
Criseno 20.24 39.38 
Benzo(a)antraceno 20. 52 39.33 

Tabla 6.16: ~ de recuperación para la 
aezcla de co•puestos neutros. 

COMPUEST0(32) 

Dhetil Ftalato 
Dietil Ftalato 
Di-n-Butil Ftalato 
Sutil Bencil Ftalato 
Bis(2-Etilhexil) Ftalato 

5.56 
- - 7:29 
11.40 
14.96 
17.21 

99.95 
101.73 

59.40 
4 5. 47 
39.55 

- labia 6:f7: -~- de--recup~raciÓn:para la 
aezcla de compuestos básicos. 

Analizando estos resultados se observa que el recobro 

de estos compuestos en mezclas no es tan alto coao los que 

se obtuvieron para los compuestos individuales. Esto 
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probablemente sea debido al 

resultados diferentes cuando 

cartucho, 'ya. que se obtuvieron 

se caabio de lote, lo que 

iaplica que cuando se utilice un nuevo lote de cartuchos se 

tiene que realizar una evaluación de la eficiencia de 

recobro en base a un coapuesto considerado coao 

se puede emplear coluanas Por otro lado taabién 

cantidad aayor de fase estacionaria, o probar con 

estándar. 

con una 

coluanas 

de aarcas diferentes, para 

eficientes. 

deterainar cuales son las 

Finalmente se analizó una auestra real de la planta de 

trataciento de aguas residuales de la UNAl'I. En el 

croaatogra11a de la figura 6.9, se auestra el influente de la 

planta de tratamiento antes de ser concentrada, mientras que 

los cro11atogranas de las figuras 6.10, 6.11 y 6.12 auestran 

los influentes concentrados para las fracci6nes bAsica, 

neutra y ácida respectivamente, en donde se observa una gran 

cantidad de compuestos Que no es tan presentes en los 

croaatograaas de los estándares, debido a que en el análisis 

de auestras reales también son extraídos toda una gran gama 

de coapuestos no considerados 

prioritarios. 

en la lis ta de contaainantes 

Las fracciones obtenidas fueron e•pleadas para la 

realización de pruebas de autagenicidad en el Instituto de 

Bioaédicas, co•parando los resultados con los 

aediante una extracción líquido-líquido, seguido 

evaporación del disolvente y redisolución 

disolvente. La prueba de mutagenicidad e11pleada 
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desarrollada por el Doctor Bruce N. A•es, que utiliza 

diversas cepas de Sal•onella typhy•uriu• deficientes en 

histidina. Esta prueba ha sido usada para detectar actividad 

•utagénica en agua de origen •uy diverso. 

De los resultados obtenidos de las pruebas de 

•utagenicidad, mediante las dos técnicas de concentración, 

se deter•inó que la técnica de concentración con los 

cartuchos Sep-pak se obtiene una 

extracción liquido-liquido. 
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VII- CONCLUSIONES-

Mediante este trabajo se logró establecer técnicas de 

extra¿ción ~e co•puestos orgánicos presentes en •uestras de 

agua para~las fracciones ácida, neutra y básica, haciendo 

usri d~'c~rt~chos comerciales Sep-pak de bajo costo. Estas 
. ., .... , . ,-, ... , 

técnii:ás, en un mo111ento dado, se pueden utilizar como 

técnicas ·alternas en el proceso de concentrado en otro t_ipo 

·de muestras o fracciones diferentes a las estudiadas. 

En condiciones óptimas, estas técnicas de concentración 

tienen una eficiencia de recuperación mayor a las técnicas 

tradicionales, las cuales son de aproximadamente del 70~, 

además de que la concentración de la muestra se lleva a cabo 

solamente en unos cuantos minutos, lo que hace que el 

proceso de extracción no determine de una manera crítica el 

tiempo total del análisis y la instrumentación para llevar·a 

cabo dicha concentración es simple y fácil de operar. 

Otra probable ventaja que ofrece este sistema, no 

demostrado en este trabajo, es que se pueden colocar dos o 

11ás cartuchos en ser-ie, lo que nos permite trabajar con 

voH1menes de muestras y/o concentraciones mayores a las 

estudiadas, evitando que llegara a saturar-se el sistema. 

Otra forma de solucionar este problema, sería empacando en 

el propio laboratorio columnas de mayor capacidad tal que 
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nos pe r. i ti era tener u,; a • ay o~ e á n ti d a-d de fas e - estacionaria 

que la que se tiene en 1os c~~t~chos comerciales. 

Una desventaja de este ,sisteina es q_ue no se pueden 

concentrar las tres fracciones· - a s_ól a 

alícuota, es decir no se tiene la posibilid-ad de hacer:' las 

concentraciones en serie debido·a que·la·ad(ción de un 

agente •edificador para de 

una de las fracciones, contrarresta·, el efecto del otro 

modificador, abatiendo la efi~iencia de recuperación de las 

otras fracciones en estudio. Sin embargo, esta desventaja no 

es critica, ya que es posible obtener las fracciones tomando 

tres alícuotas de muestra y concentrar por separado cada una 

de ellas, incusive ni el tiempo de análisis se prolongaría 

demasiado, ya que como se ha mencionado antes el tiempo de 

concentrado es solo de unos cuantos minutos. 

De los analisis de las muestras reales que se hicieron 

se puede concuir que la técnica funciona satisfactoriamente 

ya que este procedimiento puede sustituir otros procesos de 

extracción más costosos y con un tiempo de operación mayor. 

Respecto a los cartuchos utilizados, cabe mencionar que 

el número promedio de muestras concentradas sin que la 

eficiencia se viera alterada fue de seis veces por cartucho. 

Sin e11bargo, se observo en algunos casos que este nú•ero 

promedio fue menor y que, entre diferentes 1 o tes de 

cartuchos las recuperaciones para algunos compuestos no eran 

reproducibles. De esta manera se recomienda \llevar a cabo 

una evaluación de la capacidad de concentración del lote por 

pag - 77 



utilizar •ediante un estandar 'establecido en el laboratorio 

de trabajo. 

Co110 conclusión final se establece que se lograron 

cubrir los objetivos establecidos al inicio de este trabajo, 

ya que se ti ene una 111etodologia alterna la 

concentración de conta11inantes en agua, clasificados según 

la u.s.E.P.A. como ácidos, neutros y básicos. Ta11bién se 

tiene desarrollada la técnica cro11atográfica para realizar 

el análisis cualitativo y cuantitativo de dichos 

contaminantes, además de que se cuenta con una técnica 

espectrofotométrica que pudiera utilizarse para muestras 

sencillas. Finalmente la técnica propuesta se aplicó al 

análisis de muestras reales de agua obteniéndose resultados 

de análisis similares a 1 os obtenidos empleando distintas 

técnicas de concentración. Sin embargo para hacer una 

extrapolación 11ás confiable, se deben realizar más pruebas. 
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