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RESUMEN

En este trabujo se presenta un método de anilisis por cromatografia de liquidos para la
determinacion de cinco compuestos fendlicos en muestras de agua potablc de mananual ode
rio. Los cinco puestos fendlicos iderados estén sujetos a regulacion porla |
ecoldgica mexicana para la prevencion de la contaminacion del agua e incluyen al t’enol al 4-
nitrofenol, al 2 4-d1n|trofenol al 2-clorofenol y al 2-nitrofenol.

Ei método presentado incorpora una etapa de extraccion en fase solida en lines, la cual
~ permite efectuar a Ia vez un enriquecimiento de los fenoles y una punf‘ icacién de la muestra,
Esta etapa se realiza‘ empleando dos precol una empacada con una fase estireno-'

divinilbenceno (EDVB) y otra empacada con una resina intercambiadora de aniones.

La extraccidn y preconcentracion de las muestras se efectiia sobre la fase polimérica
EDVB bajo condiciones acidas (pH = 2). En esta precolumna se extraen ademas de los fenoles
de interés otras moléculas orgénicas neutras pr en la muestra. Por el contrario, los
compuestos i6nicos, no retenidos por este adsorbente, son eluidos de la precolumna o se

eliminan durante el lavado de ésta con agua pura.

Empleando una disolucién acuosa bésica (pH = 11.5), los compuestos fendlicos extraidos
se ionizan, se desorben de la fase polimérica EDVB y se transficren en linea hacia la segunda
precolumna empacada con el intercambiador de aniones. En esta precolumna los fenoles son de
nuevo adsorbidos y se produce conjuntamente una compresion de banda, Durante esta
operacion se elimina a la gran mayoria de los compuestos orgénicos interferentes, los cuales
permanecen adsorbidos como moléculas neutras en la fase polimérica EDVB,

Finalmente, la precolumna de intercambio anidnico se conecta en linea con una columna
analitica empacada con una fase reversa C18, medi vilvulas de cc i6n. Los fenoles
son eluidos y separados bajo condiciones isocraticas empleando como fase mévil una mezcla
acetonitrilo-agua a pH 4cido. El anilisis de los compuestos se realiza con un dctector uv 2
longitud de onda de 270 nm.




Debido a que ¢l proceso de preconcentracion y analisis de los fenoles se efectiia en linea,
no existe ninguna manipulacién externa de la muestra durante su anilisis, por lo. que se
disminuye la posibilidad de contaminacion de ésta, asi como la posible degradacion o pérdida
de los solutos de interés. Asi mismo, se logra un ahorro sustancial en el uso de disolventes con

)-a los vold pleados en los métodos de andlisis basados en extracciones
liqundo-liquldo :

La aplicacién del método desarrollado a muestras reales se ilustra mediante el anahsls de
muestras de agua de manantial y de rio fortificadas con los fenoles estudiados,




INTRODUCCION

Como consecuencia del desarrollo industrial y del crecimiento’ de la pablacién en las
Gltimas décadas, Ia contaminacidn ambiental se ha convertido en uno de los problemas mis
graves que enfrenta la humanidad. Dia con dia una gran cantidad de contaminantes industriales
y domésticos se descargan hacia la atmosfera, el agua y el suelo del planeta. Invariablemente,
todos estos contaminantes afectan de una manera negativa al hombre, 4 los animales y a las
plantas, :

La contaminacién del agua es uno de los problemas mas graves que enfrenm la sociedad.

Dependiendo de su procedencia, el agua en la naturaleza puede estar constituida por una
cantidad variable de sustancias quimu:as de naturaleza orgénica e inorgénica.

La materia organica presente en ¢l agua se puede clasificar en tres fracciones: la materia
orgénica coloidal, la materia organica disuelta y la materia orgénica en forma de particulas. La
distincion entre estas tres fracciones es arbitraria y generalmente se basa en el tamafio de los
poros de fos filtros empleados para su separacién,

La cantidad de materia orginica en una muestra de agua se estima generalmente a partir de
su contenido de Carbono Qrgénico Total (COT) o de Carbono Organico Disuelto (COD).

Se considera que la concentracion de sustancias orgénicas de origen natural en el agua,
equivale a un contenido de COD de aproximadamente 0.7 mg/L.. Esta materia organica estd
constituida a Ja vez por moléculas simples tales como azicares, glicoles y acidos grasos, asi
como por compuestos himicos, que son el resultado de I agregacion de compuestos de peso
molecular elevado en forma de micelas.

Ind di de las ias de origen natural, el agua también puede estar
consﬂtuuda por una cantidad variable de compuestos organicos de origen sintético.
Dependiendo del tipo de agua (potable, de rio, municipal, etc.), la concentracién y naturaleza
de los cc i organicos p puede variar significativamente.

De una manera general, los compuestos organicos sintéticos o de origen natural, presentes
en el agua se pueden agrupar como se indica en ef cuadro 1 (Subra, 1989).

Debido a los efectos ncgativos que alg de estas ias ejercen sobre el medio
ambiente, aun a niveles de concentracién relativamente bajos, su presencia en aguas potables,
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derio o de mares consutuye un nesgo potencml para el desarrollo ethbrado de la vida ammal
y vegetal del plnneta

; Cpndrb l.;‘Cl‘asiﬁcacién de compuestos orgdnicos en aguas (Subra,1989).

MODERADAMENTE |t o0 cos o
VOLATILES - | NOVOLATILES
»  ALCOHOLES s POLIELECTROLITOS
o CETONAS o CARBOHIDRATOS
« Acipos
CARBOXILICOS
+ FENOLES
+ ETERES *  PROTEINAS
o ESTERES *  CARBOHIDRATOS
«  EPONIDOS «  ACIDOS HUMICOS
»  HETEROCICLOS .
HIDROCARBUROS: HIDROCARBUROS: ¢ POLIMEROS  NO
«  ALIFATICOS s ALIFATICOS 1ONICOS .
:7:|e  AROMATICOS «  AROMATICOS e LIGNINA
) «  ALICICLICOS o ACIDOS HUMICOS -
» ARENOS
PESO MOLECULAR %
'Dentro de los cc i mas e importantes presentes en los diferentes tipos

de aguas se encuentran los fenoles. Estos productos son compuestos organicos que contienen
un grupo OH-, unido a un dtomo de carbono de un anillo bencénico,

Los compuestos fendlicos ejercen un amplio espectro de efectos negativos sobre diversos
"organismos vivos del planeta. Se ha observado por ejemplo (Carron y Afghan, 1989), que la
presencia de fenoles en aguas de riego puede afectar negativ. tanto el rendimi como
la calidad de diversos productos agricolas. Por otra parte, la mayoria de los compuestos
fendlicos exhiben un alto nivel de toxicidad tanto para el ser humano como para diversos
organismos acudticos. Actualmente se considera a un gran nimero de este tipo de compuestos
como cancerigenos potenciales para el hombre. Adicionalmente, varios fenoles ticnen la
caracteristica de impartir un olor y sabor desagradable al agua o a los organismos vivos en los
cuales se concentran (por ejemplo en los peces de los rios contaminados), aun a niveles de
concentracion del orden de pug/L.

En funcién de las razones anteriores, es necesario disponer de métodos analiticos
apropiados que permitan monitorear y cuantificar la presencia de fenoles en distintos tipos de
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aguas y que puedan servir como herrami precisas y confiables para el control y
prevencion de la contaminacion de este recurso natural.

La Norma Oficial Mexi para la determinacién de fenoles en aguas (Direccién General
de Normas, 1981) se basa en el método colorimétrico de anilisis de los productos de reaccion
entre los fenoles y la 4-ami ipirina, en pr ia de ferricianuro de potasio. Sin embargo,
este método no puede diferenciar entre los distintos fenoles sustituidos y se usa principalmente
para la determinacion de la concentracion total de fenoles en la muestra. Por otra parte, la
mayoria de los fenoles para sustituidos no reaccionan apropiadamente con la antipirina, por lo
que el método no se considera apropiado para la identificacién ni para la determinacion
cuantitativa de fenoles a concentraciones del orden de pg/L (Armentrout et al., 1979; Realini,
1981; Galceran y Santos, 1989).

Otros métodos para el anilisis de fenoles en aguas, tales como el método 604 de la
Agencia de Proteccion Ambiental, de los Estados Unidos (EPA), especifico para fenoles (Hall
et al., 1984; USEPA, 1984a) o la seccion relativa a compuestos cxtraibles con acido del
metodo 625 de la misma Agencm (USEPA, 1984b), se basan en el uso de procesos de
extraccion liquido-liquido )3 con separacione por cromatografia de gases (CG)
con deteccion por espectromema de masas (EM), ionizacion de llama (FID) o captura de
electrones (CE). Estos métodos permiten alcanzar limites de deteccion bajos, hasta del orden
de 0.6 pug/L para algunos compuestos tales como el 2-clorofenol, el 2,4,6-triclorofenol o el
pentaclorofenol (método 604), asi como una identificacién sin ambigitedad de los solutos -
cuando se cmplea la EM como método de deteccion (método 625).

Sin embargo, el procedimiento operacional de los dos métodos mencionados involucra
procesos de extraccion con disolventes, evaporacion de éstos, y en algunas ocasiones
formacién de derivados (de los fenoles), apropiados para su andlisis por CG. Los
procedimientos operacionales mencionados pueden provocar que la muestra se contamine y los
analitos se degraden, ademas requieren una gran cantidad de tiempo y trabajo experimental asi
como un uso apreciable de disolventes y reactivos toxicos y costosos. Lo anterior constituye
una desventaja evidente de los métodos indicados.

En el presente trabajo se ha desarrollado un método cromatogrifico (HPLC) de analisis
basado en el empleo de procesos de extraccion en fase solida en linea, el cual permite efectuar
la determinacion, a niveles de concentracion del orden de ng/L en agua, de cinco compuestos
fendlicos sujetos a regulacion por la legislacion ecoldgica de México (DOF ,1989) y
considerados como contaminantes priotitarios por la Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos.

La originalidad del método propuesto en este trabajo radica en que el pretratamiento de la
rnuestra se efectila empleando un sistema de extraccion en fase slida, conectado en linea con el
sistema cromatogrifico (HPLC) de andlisis, de manera tal que entre las etapas de
preconcentracion y analisis de los solutos no existe mnguna operacion de manipulacion externa
de la muestra. Esto evita cualquier riesgo de ion de los solutos y permite disminuir
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signiﬁcativxﬁnente el tiémpo de anélisis de los fenoles iderados, con respecto al tiempo de
anélisis de otros métodos como los ya mencionados. R W
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EXTRACCION Y ANALISIS DE COMPHESTOS
ORGANICOS EN AGUA.

La mayoria de los métodos actuales para el analisis de contami orgénicos en agua se
basan en el empleo de técnicas de analisis por cromatografia, ya sea en fase hqmda (HPLC) o
en fase gaseosa (CG).

La eleccion del método cromatogréfico mas apropxado para el anahs:s de una muestra de
agua depende principalmente de la volatilidad, la estabilided térmica y la naturaleza quimica de
los solutos que se pretende analizar.

Independientemente del método cromatografico empleado, cuando la muestra es
demasiado compleja o “sucia”, o bien, cuando la concentracién de los solutos de interés es tan
baja que su deteccibn se dificulta, se requiere de una etapa previa de limpieza o
preconcentracion antes del andlisis propiamente dicho. Esta etapa puede efectuarse con la
ayuda de un gas, una fase liquida o un soporte solido. Los gases son apropiados para la
extraccidon de solutos volatiles, en tanto que los liquidos y los sélidos son empleados en la
extraccion de solutos no volétiles y moderadamente volatiles (Subra, 1989).

El empleo de la extraccion liquido-liquido (ELL) para la preconcentraci6n de solutos

organicos presentes en muestras de agua se basa en la distribucién que presentan los solutos
entre el liquido orgénico, empleado como agente de extraccion, y el agua misma. .



Capitulo 1. EXTRACCION Y ANALISIS...

En funcién de la naturaleza quimica de los compuestos a extraer, algunos disolventes
organicos exhibirin hacia éstos una mayor capacidad de extraccién que otros. En los tltimos
afios se han efectuado estudios detallados acerca de los coeficientes de distribucion y
velocidades de transferencia de masa para diversos solutos, en ung gran variedad de sistemas
disolvente-agua. Mediante estos estudios se han desarrollado modelos mateméticos a través de
los cuales se busca predecir la capacidad de extraccién de diversos disolventes hacia solutos
especificos. Bizek et al., (1992), han presentado un estudio de este tipo relativo a la
distribucion de algunos fenoles en varias mezclas disolvente-agua. Sin embargo, un solo
disolvente no puede extraer de manera selectiva a un compuesto especifico a partir de una
muestra.

La baja sclectividad de la ELL se puede mejorar mediante la aplicacion de varias
operaciones sucesivas de extraccion empleando disolventes de naturaleza distinta. Sin embargo,
estas operaciones tienen el inconveniente de requerir de voliimenes relativamente grandes de
disolventes costosos y peligrosos, de involucrar procedimientos experimentales largos, pero
sobre todo, de introducir una alta probabilidad de pérdida, degradacion y contaminacién de los
solutos de interés en cada operacién experimental efectuada. ‘

1.1 EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

Las técnicag de extraccion en fase solida (EFS) representan una alternativa a los métodos
de extraccion liquido-liquido debido a que ofrecen una reduccion en el trabajo experimental asi
como un ahorro sustancial de disolventes.

La preconcentracion de compuestos orginicos presentes en muestras de agua por medio
de procesos de extraccion en fase slida se basa en la distribucion de dichos compuestos entre
un soporte s6lido y el agua. Los solutos orgénicos son atrapados mediante un adsorbente —
empacado en columnas o cartuchos o inmerso en la matriz de una membrana— mientras el agua
pasa a través de éste. Posteriormente son recuperados por elucién con un pequefio volumen de
disolvente organico.

Et adsorbente a emplear para la preconcentracion de los solutos se selecciona en base a la
naturaleza quimica de éstos, de manera tal que su coeficiente de distribucion entre la fase
estacionaria y el agua sea lo mdis grande posible. Sin embargo para que la desorcién de los
solutos conc dos sea eficiente, su coefici de distribucion entre la fase estacionaria y el
eluente debe ser pequeifio.

Al igual que en la ELL, en 1a EFS una sola fase estacionaria no puede extraer de manera
selectiva a un solo compuesto, sin embargo, la selectividad en los procesos de EFS también



1.1 EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

puede mejorarse a través de la apl:caclén de vnnas operacmncs suceslvas de’ exlraccnén con
fases estacionarias de naturaleza dlferente : . .

Las técmcas de extraccion en fase Séhda pueden efectuarse empleando operaclones
experimentales en dlfendo [ blen opemcnones en linea: >

1.1.1 EXTRACCION EN FAS_E SOLIDA “OFF-LINE” O EN DIFERIDO.

Moestn Divatreate
oo Agn Orypdnico

KETAPADE ETAPADE
EXTRACCION| DESORCISN

Figura 1.1. Principio de la preconcentracién sobre un soporte sélido. Procedimiento ‘en
diferido
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En Ia etapa de extraccién se efectiia la fijacién de los solutos, contenidos en la muestra,
por el adsorbente sdlido. En la etapa de desorcion, los solutos extraidos son eluidos mediante
un volumen reducido de un disolvente organico apropiado. Después de la eliminacién de este
disolvente se obtiene un extracto concentrado de los solutos, el cual se puede analizar mediante
procedimientos cromatograficos tales como la cromatografia en fase hqu:da 2 polandad de
fases invertida y la cromatografia en fase gaseosa (CG).

4, 1 1

En las técnicas de preconcentracion en diferido se p << de
dimensiones relativamente grandes (30 cm de longitud por | cm de dmmer.ro interno), a través
de las cuales es posible percolar grandes volimenes de agua. Esta situacion representa una

ventaja, principal cuando la racion de los solutos de interés en la muestra por
analizar es baja, del orden de pg/L o inferior.
No obstante, los procedimientos de EFS en diferido ain pr ciertos inco.

Por ejemplo, debido a que dichos procedimicntos involucran todavia ctapas operacionales, tales
como la desorcion con disolventes de los solutos concentrados en la fase solida, asf como la
evaporacion de dichos disolventes para obtener un extracto concentrado de los compuestos de
interés, alin existe ¢l riesgo de pérdida o degradacién de los solutos asi como de contaminacion
de la muestra. Adicionalmente, se tiene una pérdida de sensibilidad del método debido a que
sblo se analiza una alicuota del extracto concentrado.

Por otra parte, debldo a que es imposible eliminar complet toda contaminacion de

origen externo, es io periodi el anilisis de una “muestra blanco” en el
que se deben reproducir completamente las operaciones de manipulacion a las que se somete la
muestra estudiada. El analisis de la muestra blanco permite efectuar las consideraciones
pertinentes, respecto de la contribucion de las diversas operaciones experimentales, sobre el
anélisis cuantitativo final de los solutos de interés.

1.1.2 EXTRACCION EN FASE SOLIDA EN LINEA.

Muchos de los inconvenientes inherentes a las técnicas de EFS en dnfendo se pucden evnar
usando métodos de EFS en linea. S

Los métodos de EFS en linea constituyen una metodologla en la cual una vez que los
solutos han sido preconcentrados sobre un soporte sélido, éstos son desorbidos | y transferidos
directamente -mediante la ayuda de valvulas de conmutacién (Ramstemer, 1988)— hacna una
columna cromatografica, en la cual se efectiia su separacién y andlisis. - g

E! principio operacional de los métodos de EFS acoplados en. Imea con anﬁhsns
cromatografico se presenta en la figura 1.2, .
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1.1 EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

Integrador
Fase Mévil
de Anbisis
ETAPA DK
{ pESORCION

Figura 1.2, Principio del acoplamiento extraccién en fase solida-Andlisis en linea.

Al igual que en los métodos en diferido, en los métodos en linea la etapa de
preconcentracion consiste en percolar un volumen dado de muestra a través del adsorbente
sobre el cual se fijan los solutos de interés. Sin embargo, a diferencia de los métodos en -
diferido, en la etapa de desorcion la precolumna de concentracion se acopla directamente con la
columna analitica y las sustancias orgdnicas preconcentradas son desorbidas y transferidas .
simultaneamente, mediante una fase movil apropiada, hacia la columna cromatografica para su
anélisis. :

A fin de reducir el fenomeno de ensanchamiento de banda durante la transferencia de los
analitos, de la precolumna hacie la columna analitica, las dimensiones de la precolumna deben
ser pequefias en comparacion con las dimensiones de la columna analitica. Ademas la
precol debe empacarse con adsorbentes de granulometria pequefia.

Durante la etapa de preconcentracion se puede efectuar una extraccion selectiva de los
solutos organicos presentes en la muestra analizada, a través del acoplamiento de dos o mis
precolumnas empacadas con fases estacionarias de naturaleza diferente. La selectividad hacia
compuestos especificos también se puede incrementar empleando métodos de deteccidn
apropiados. De esta manera, tanto los solutos de baja polaridad, como los polares y los

ionicos, pueden ser preconcentrados y analizados simulta

Debido a que no existe manipulacién externa de la muestra (extracciones liquido-liquido,
evaporaciones, etc.) entre la etapa de preconcentracion y el anilisis propiamente dicho, no
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Capltulo 1. EXTRACCION ¥ ANALISIS...

existe riego de contaminacion o pérdida de ésta. Ademis, el total de los analitos extraidos son
analizados en el sistema cromatogréfico, lo cual incrementa la sensxbnlldad del método BRI

Un parametro importante en la EFS es el volumen de muestra que se puede manejar enla
etapa de preconcentracion, antes de que exista fuga en la precolumna’ de los: solutos que se ;
concentran. En contraste con la EFS en diferido, en los procedimientos en linea dicho volumen”:
no se puede incr di un » en la cantidad de adsorbeme‘ mplead ' d
principalmente a las caidas de presion en el sistema analmco por: 10 que’es importante
seleccionar las condiciones de operacion de la etapa de preconcentracmn (volumen dé muestra'
concentrado, velocidad de flujo, naturaleza quimica y granulometrla del adsorbente,” etc) en :
funcion de los niveles de deteccion requeridos para los soluto izad .

113 SOPORTES EMPLEADOS .EN LA PRECONCENTRACION DE -
SOLUTOS ORGANICOSPOR XTRAC 0 =

‘Los pnncnpales soportes sélidos er enla cconcentracion de utos orgamcos en .-
aguas, por extraccion en fase sdlida en linea; mcluyen alas fnsqs ‘quinﬁcamen,t laudas, los
pollmcros porosos, los lntercambmdores dei iones y los carbones! L

FASES ESTACIONARIAS QUIMICAMENTE ENLAZADAS.

por un matenal base o
un compuesto que

Las fases estacionarias qulmlcamente enlazadas estan ccmst:tu
como silicagel, alimina o agarosa sobre el que se une
contiene un grupo funcional especlﬁco

La mayor parte de las fases qu!nucémente enlazadas dtspombles cornercw]mente estén
formadas por una matriz base de sxhcagel La umbn del gmpo func:onal ala mhcagel puede ser
de cuatro tipos:

e Tipo Ester (Si-O-R)

® Tipo Amino (Si-NR;3)

® Tipo Carbono (Si-CR3) .
o Tipo Siloxano (Si-0-SiR;)’

12



1.1 EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

La disponibilidad de una amplia variedad de grupos fincionales para la preparamon de
pag permite  efe de una manera relativamente sencilla  tanto’ procesos
cromatogrificos a polaridad de fases invertidas como en fase normal.- Los - procesos
cromatogrificos a polaridad de fases invertidag involucran el uso de fases: estacionarias
relativamente no polares en conjuncion con fases moéviles muy polares. Los procesos en fase
normal requieren del empleo de empaques polares y fases moéviles poco polnres .

Las fases quimicamente enlazadas del tipo siloxano se encuentran dentro - de Ias mas
popuiares en HPLC. Estas fases se preparan a través de la reaccion de los grupos silanol del
soporte de silice con reactivos del tipo organoclorosilano u organo alcoxisilano. Las fases
quimicamente enlazadas de este tipo son hidroliticamente estables en un intervalo de pH de 2 a
8.5.

A pesar de haber sido ampliamente estudiado, ain no se comprende totalmente el
mecanismo de retencion en fase reversa. La teoria solvofobica de Horvath para explicar dicho
mecanismo es la de mayor aceptacion hasta ahora. De acuerdo con dicha teoria, la interaccion
entre moléculas de soluto y de disolvente es mucho mas débil que la interaccion de la moléculas
de disolvente entre si. Como consecuencia, el soluto es expulsado de la fase mévil y forzado a
penetrar en la fase estacionaria, la cual actiia como receptor pasivo. La figura 1.3 muestra
como ejemplo la interaccion de fenol con [a fase quimicamente enlazada. En este caso puede
asumirse que el grupo polar se orienta hacia la fase mévil acuosa, mientras que su porcién
hidrofébica lo hace hacia la superficie hidrocarbonada. La magnitud de la interaccién soluto-
fase enlazada, y por consigui la retencion, sert mayor cuanto mayor sea el tamafio del
grupo apolar debido a un incremento en la superficie de contacto. Por el contrario, las
funciones polares del soluto favoreceran la interaccidén con los disolventes polares y reduciran
su retencion.

ALY
>u>MouN»aONTY

*< 'PARTICULA DE SILICAGEL ., ]

Figura 1.3 Mecamsmo de retenc: n en fase reversa Interacclén de fenol con la fase
mwona.na yconla fase mowl ; R o
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Capitulo 1. EXTRACCION ¥ ANALISIS....
POLIMEROS POROSOS.

" Los polimeros porosos entrecruzados, formados por estireno y divinilbenceno (EDVB),
han sido usados ampliamente para Ia preconcentracion y separacion de pequedias eanudadu de
so!mosorgmucospmauammmdengua.ﬁs:cupode limeros se
Ia reaccidn presentada en la figura 1.4.

- Figura 1.4. Pol

El grado de. entrecr "-ddwp-' , del cual depende su rigidez, estd
determinado por la proporcion del compusto d:oleﬁmco Otros factores como la porosidad, e}
tipo y el tamafio de pamcula pueden ser contmlados apropiadamente durante ¢! proceso de
polimerizacion.

Los copolimeros estireno-divinilbenceno del tipo XAD han sido usados ampliamente para
Ia extraccion en difesido de diversos analitos de naturaleza relativamente polar, a partiy de
tuestras de agua de interés ambiental. Sin embargo, estos adsorbentes no se pueden usar en las
metodologias en linea debido a que presentan una débil resistencia mecanica a presiones
moderadamente grandes.

No obstante también existen en el mercado copolimeros estireno-divinilbenceno porosos,
rigidos y resistentes a la presion. Estos soportes conocidos con los nombres comerciales de
PRP (Hamilton) y PLRP-S (Polymer Labs) tienen la ventaja adicional de ser estables en el
intervalo de pH de 1 a 14. Por lo general estos adsorbentes retienen a los analitos en su forma
neutra pero no en su forma idnica. Sin embargo, en disoluciones acuosas los solutos de cardcter .

14



1.1 EXTRACCION EN FASE SOLIDA,

altamente hidrofébico pueden ser retenidos muy fuertemente, aun cuando dichos solutos se
encuentren jonizados.

A pesar de que el comportamiento de retencion de los analitos sobre los copolimeros
EDVB no ha sido estudiado a profundidad, se sabe que dicho comportamiento esta gobernado
en parte por interacciones hidrofébicas, similares a las generadas con las fases quimicamente -:
enlazadas C18. Ademés, debido a la pr ia de anillos aromaticos en la red de la matriz
polimérica, se pueden esperar también fuertes interacciones 7-w con los anillos aroméucos de -
los solutos (Hennion y Coquart, 1993). B

Se ha observado (Jahangir y Samuelson, 1980) que la capacidad "de adsorc:én de los :
copolimeros estireno-divinilbenceno hacia cierto tipo de compuestos, sobre todo de naturaleza ..~
aromatica, disminuye en funcién de su uso. Lo anterior seatribuye a‘la: contraccnén'que :
experimentan las particulas del polimero. Afortunad la idad  d
soportes se puede regencrar de una manera ficll por. u‘atammnto del
disoluciones acuosas de alcoholes.

INTERCAMBIADORES DE IONES.

Los soportes sélidos empleados para la preparacion de intercambiadores iénicos en HPLC
varian ‘en su estructura, sin embargo los empaques poliméricos de naturaleza porosa son
empleados con mayor frecuencia debido a la sencillez de su preparacion y manejo. Estos
materiales estdn formados por esferas microporosas, constituidas por una matriz
macromolecular formada por cadenas de poliestireno unidas con puentes de divinilbenceno
mediante un proceso de copolimerizacion. En funcion del tipo de intercambiador que se desee
obtener, anidnico o catiénico, la matriz polimérica se somete a distintos tipos de tratamiento.
La sulfonacién de los grupos aromaéticos en el polimero conduciri a la obtencién de
intercambiadores catiénicos. La cloromeulacmn, seguida por reaccion con una amina terciaria
llevaré a la formacién de intercambiadores aniénicos fuertes; si el tratamiento se continua con
amoniaco o con una amina primaria o secundaria se obtendrd un intercambiador ani6nico débil.
La estructura de un intercambiador aniénico fuerte se ilustra en la figura 1.5.

Los intercambiadores de iones permiten efectuar una extraccion selectiva de especies
ionizadas, o ionizables, que son poco retenidas sobre soportes apolares como los antes
descritos.

15



Capttwlo 1. EXTRACCION Y ANALISES...

CARBONES.

Las adsorbentes carboniceos fiseron Jos primeros matesiales empleados para la extraccion
en diferido de compuestos orgdnicos de diferente polaridad a partir de muestras de agua. El
carbon negro grafitizado (CNG) es uno de los adsorbentes mas comanmente empleados. Este
material se produce por calentamiento de carbones negros a temperaturas entre 2700 y 3000 °C
en una atmdsfera inerte. Los carbones negros grafitizados son adsorbem&s no especificos, no
porosos, con un area superficial comprendida entre 8 y 100 m /g Debido a su estructura
cristalina, constituida por grandes hojas de naturaleza grafitica, las cuales se mantienen unidas
por interacciones de Van der Waals, los CNG a memudo se consideran como adsorbentes de
fase reversa con una mayor capacidad de retencién que las silices quimicamente enlazadas C18
{Coquart y Hennion, 1992, Hennion y Coquart, 1993). Sin embargo, algunos estudios recientes
(Di Corcia et al,, 1993a, 1993b) han mostrado que debido a la forma de preparacion de los
CNG, Ia superficie de éstos presenta ciertas heterogeneidades quimicas que dan origen a la
formacidn de estructuras oxigenadas similares a los cromenos. En presencia de agua este tipo
de estructuras se rearregla para formar sales de bencilpirilio, de acuerdo a la reaccion
presentada en {a figura 1.6.

Lapr ia de estas imp imicas, cargadas positivamente, sobre la superficie del
CNG le permite fijar aniones a través de fuerzas electrostaticas por lo que, ademas de actuar
como un adsorbente no especifico, puede actuar de manera similar a un intercambiador de
aniones.

El CNG también se ha empleado para efectuvar concentraciones selectivas de algunos
isdmeros geométricos.

Sin embargo, es importante remarcar: que los adsorbentes de naturaleza carbonacea
presemtan una cinética de desarcion lenta,
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4.2 TEORIA DE LA EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

Figura 1.6, Generacién de xo es de be‘ cilpirilio en la inpe'rﬁéie del cd:bér? negro grafitizado”

por mtmcc:én con agua.

1.2 TEORIA DE LA EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

Cuando se hace circular una muestra’de_ agun q to a través de una .
precolumna empacada con un soporte sélodo, ocurre un proceso cromatogxﬂﬁco que procede :
como una cromatografia frontal, siempre y cuandola velocldad de flujo de la muestra y la
concentracién del analito se mantengan constantes’: En’la ﬁ se’: muestran - los
cromatogramas derivados de un proceso de anﬁlms ﬁ'ontal : T

R fag Fugo del sokito
t, el
'ufm-mu ® :' :

Concentrocidn det SOMI0

Figura 1.7, Cromatogramas obtemdos por anéhsls frontal (A) Etapa de adsorcton, (B) Etapa
de desorcidn. ;
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Al efectuarse el paso de la muestra a través de la precolumna, los analitos son extraidos
por el adsorbente. De esta manera, al inicio del proceso la muestra que emerje de la precolumna
se encontrara libre de analitos. Sin embargo, después de concentrado un cierto volumen de
muestra, ocurrird una fugs de los solutos de tal manera que la muestra que sale de la
precolumna contendré los analitos nuevamente.

En Ia figura 1.8 se pr las curvas fr o curvas de fuga para dos solutos (1 y
2) con diferentes afinidades hacia el adsorbente A (curva continua) y hacia el adsorbente B
(curva punteada). Las curvas mencionadas se obtienen pasando disoluciones acuosas
fortificadas con los solutos | y 2, por separado, a través de dos precolumnas independientes,
empacadas con el adsorbente A o con el adsorbente B, y registrando de manera continua la
sefial (en un detector UV) generada por el efluente que emerge de cada precolumna.

Bajo condiciones ideales las curvas de fuga tienen una forma bilogaritmica en la que el
punto de inflexion corresponde al volumen de retencidn, Vi, que el soluto tendria al ser eluido a
través de la precolumna por agua pura. En ef valor de 1 % de la absorbancia UV de la muestra_
se define el volumen de fuga, V¢ Este parimetro es de suma importancia en los procesos de
extraccion en fase solida ya que indica el volumen méximo de muestra que puede pasarse a
través de la precolumna sin que exista fuga del analito.” A un valor de 99% de la absorbancia
UV se define el valor del volumen maximo percolado, Vg, que corresponde al volumen a partir
del cual Ia concentracién, del soluto de interés en la muestra que emerge de Ia precolumna es
igualaladela muestra que entra en ésta.’

El volumen de fuga:y el volumen  méximio percolado se puede cxpresar (Werkhoven-
Goewie et al., 1981; Nondek y Chvalovsky, 1983) de acuerdo_con las ecuacnones Ll'yL 2
respectlvameme : Y ; o o

: (1.1)‘

T

de de la dxspers:én a.xral del annllto a lo la:go
del lecho de pamculas en la precolumna y puede ser expresada en términos de la longxtud de la

&)
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1.2 TEORIA DE L4 EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

001

Figura 1.8. D inacién de los voli de fuga a partir del registro de los cromatogramas frontales
para dos muestras de agua fortificadas con (a) ¢l soluto: 1"y (b) cl’soluto 2. La respuesta UV de la
muestra (absorbancia total) sc¢ mide registrando directamente la sefial de la muestra de agua fortificada

con el d . A un vol Vp=0,la se comi a pasar a través de la precolumna; Vr se
mide a 1%, V; a 50% y Vi a 99% de Ja absorbancia total. La linca inva y la linca puntead:
representan fos cromatogramas frontales registrados con ia precol da con ¢l adsorbente A v

con el adsorbente B, respectivamente.
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Capitulo 1. EXTRACCION ¥ ANALISIS..

En base a la ecuacion I 3, pr Vm pueden expresarse de una mancra més practica a través de
las ecuaciones 1.4y 1.5 respecuvamente.

(19)

s

De esta manera Vry Vm dependcn de h'la al es una func:on de 1a velocidad reducida de .
flujo de la' muestra a.través dela precolumna ‘de’la gcometna del lecho: adsorbente y de la
velocidad de transferencia_de masa, de’ acuerdo con’la ecuacién de Van Deemter. E! valor:
exacto de & ‘generalmente se ‘desconoce’ para una’ precolumna partu:ular, sin embargo puede
esperarse (Nondek 'y Chvalovsky, 1983) un valor de 10 para prccolumnas relatlvamente cortas
empacadasamano., G

La recuperamon, R, y ‘el factor de ennqueclmxento Jf,son otros dos parametros
importantes en el anahsxs de trazas por extraccion en fase solida.

La rccuperaclon se definé como la relacion entre la’ cantidad de analito extraido por el
adsorbente y la cantidad total de analito pasado a través de la precolumna. La recuperacion sera
del 100 % inicamente ciando ‘el volumen total de muestra percolado a través de.la
precolumna, Vp, es menor al volumen de fuga del analito, Vy, sobre dicha precolumna (Vp <
Vo).

Desde un punto de vista prictico, el anilisis cuantitativo es mas facil cuando la
recuperacion es del 100%. Sin embargo, ademas del caso en el que los solutos son sdlo
debxlmente retenidos por el adsorbente, cuando se desea extraer y cuantificar varios solutos
, sera io efectuar dicha extraccion y cuantificacion con recuperaciones
parciales (figura 1. 8). Por ejemplo, si los solutos 1 y 2 se encuentran presentes en una misma
muestra, una recuperacion del 100 % para ambos solutos se alcanzara Gnicamente analizando
un volumen maximo de muestra, Vy, igual a Via. En este caso, la cantidad de los solutos 1 y 2
extraida por el adsorbente (precolumna) A corresponde a la suma de las dreas sombreadas
mostradas en la figura 1.8, Si el soluto 2 tiene una pobre absorbancia UV, la cantidad extraida
de este soluto no serd suficiente para ser detectada, de modo que el volumen percolado de
muestra, Vp, tendra que incrementarse, entonces la cantidad de soluto | adsorbida permanecerd
constante pero su recuperacion serd menor del 100%. Cuando los solutos son mas numerosos
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1.2 TEORIA DE LA EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

es imposible ajustar el volumen de la muestra de lal ‘manera quc se alcancc una rccuperacmn del
100% para cada soluto

Para el caso del soluto 1, la fuga ocurre a un volumcn de muestra xgual a Vr_;\ para el caso .
de la precolumna A,y en volumen .Vrp para el caso de la columna B. Considérese que la‘:
precolumna B se conecta a continuacion de la precolumna A; cuando las dos precolumnas se.
acoplan la fuga ocurrird, en una’ primera aproximacion, en un volumen igual a Vga + Vw, ya
que para la segunda precolumna las condiciones para el analisis frontal son distintas que para el
caso de’la’ primera debidoa que la concentracién de compuesto que entra en la‘segunda
columna no es constante, sino que se incrementa dependlendo de la forma del frente de fuga:
producido*por. el “paso del soluto a través de la primera precolumna. Cuando ‘se pasa un
volumen de muestra mayor que Vi el soluto 1 sera extraido tanto por la prccolumna A como
por la precolumna B por lo que serd necesario conocer los valores de VM y Vm a‘fin'de
determinar las recuperaciones respectivas.

Los datos de retencion son importantes ya que V¢ puede” estimarse en primera'
aproximacion a partir de valores de V; (ecuacién- 1.1). Estos valores de retencién son ., -
demasiado grandes para medirse en agua pura. En cromatografia‘de fase reversa los datos de
retencidn se pueden extrapolar a condiciones de agua pura a partir de datos conocidos a dos
porcentajes de modificador organico, debido a la relacion logaritmica .entre el factor:de
capacidad y el contenido de metanol. Existe también una relacion logaritmica muy util entre los -
factores de capacidad en agua y los coeficientes de reparto octanol-agua‘de los solutos
(Braumann, 1986).

La cantidad maxima de soluto extraida estd dada por'la relaclon V,Cp, donde %
representa la concentracion del soluto en la muestra estudiada: La cantidad méxima extraida se
afcanza para un volumen de muestra concentrado,.Vp, - igual o mayor que Vm y por tanto dicha’
cantidad no corresponde a una recuperacion del 100 %." .

El factor de enriquecimiento, /f; se define como la relacic’m entre la cantidad de analito que
entra en la columna analitica después de la etapa de preconcemracmn y la cantidad inyectada
sin preconcentracion.

E! factor / para un analito A puede expresarSe (‘Nondek y Chvalovsky; 1983,1984) en
funcién de la relacion entre el volumen de muestra pasado a través de la precolumna, V, y el
volumen muerto de ésta, V,. Mientras V,1 no sea supenor al volumen de fuga se cumplira la
siguiente condicion:

Yy Fa hd,
A2 G - 1.6
ISy .(17+ k) [1 2= (1.6)

X
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Capitulo 1. EXTRACCION ¥ ANALISIS....

k es el f‘actor de capac:dad del analito ' A retemdo por:el adsorbentc y el lermmo,
(I—z,[h o //.) el cual toma en consxderacxon la dlspemén axial, exprcsa que tan grande debe

ser el lecho adsorbente a fin' de lograr preconcentrac:ones cuantitativas. De modo que una
forma de alcinzar, valores altos de J consiste en emplear adsorbentes que permitan obtener los
mas altos valores de ke ;

ste en ‘optimizar la geometna de la precolumna a fin de
minimizar h;: Werkhoven-Goewn t al.; (1981) han recomendado el uso de precolumnas de
diametro’ quueﬁo relanvamente largas, cuyo término ( 1-2Jkd, JL ) sea cercano a |a unidad.
Estas precolumnas p ede ‘ser I > la técnica de la suspension, usando
soportes con un dp de entre 5 y 20 um

Es lmponante Temarcar sin embargo que las curvas de fuga obtenidas experimentalmente
en la mayoria de los casos no exhiben una forma bilogaritmica ideal. La figura 1.9 muestra las
curvas de fuga registradas (Subra ct al.,1988) para diversos solutos como falatos, herbicidas y
compuestos fendlicos, sobre (a) una precolumna empacada con una fase quimicamente enlazada
CI18 y (b) una precolumna empacada con un copolimero estireno-divinilbenceno (PRP).

Como se observa en la figura 1.9, ninguno de los cromatogramas frontales exhibe Ia forma
ideal de un frente bilogaritmico, el cual corresponde a un pico gausiano en una cromatografia
de elucidn; ademds, la forma de los frentes varia de un soluto a otro. Una razon del
comportamiento anterior es que los volimenes geométricos de las precolumnas empleadas en la
determinacion de los frentes mostrados son generalmente pequefios, ademds de que las
precolumna empleadas normal se emp de una manera que provoca que su niimero de
platos tedricos no sea muy alto. Adicionalmente, es necesario considerar que los solutos tienen
diferentes cinéticas de intercambio entre el adsorbente y la fase movil.

Se puede observar a partir de la figura 1.9 que los compuestos apolares son extraidos por
la precolumna C18, en tanto que los compuestos moderadamente polares son extraidos de una
manera més apropiada por la precolumna PRP. Es importante remarcar adicionalmente que
algunos compuestos presentan una diferencia importante entre sus valores de V¢ y V,. Por
ejemplo, el 2,4,6-triclorofenol tiene un volumen de fuga, sobre la precolumna PRP, de 130 ml y
un volumen de retencidn de 207 ml, esto provoca que los métodos de calculo reportados en la
bibliografia para la estimacion de los valores de Vry V, dentro de los procesos de extraccion
en fase solida, sdlo puedan considerarse como una primera aproximacion a los valores reales en
|2 mayoria de los casos. )
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Figura 1.9. Curvas de fuga pam solutos con (A) Una precolumna (10 x 2.1 mm d.i.) cmpamda oon una
fase reversa ClI8, y(B)Unaprecolumna(leZlmmdn) pacada con un it

divinilb (PRP). M N a pH = 3 (acido perclérico 0. OOIM), velocidad de -
flujo 2.5 ml/min. Deteccion UV a longitud de onda variable. Solutos 1..2,4,6-trinitrofencl, 2, 2-
nitrofenol, 3. tolueno, 4. m-xileno, 8, 2,4,5-trimetilfenol, 6. flalato de dimetilo, 1. 2,4, 6-Incloraﬁ:nnl
8. simazina, 9. atrazina, 10, linuron, 11, ﬁala/a de dietilo, 12, 2-metilfenol, l3 24—dinllrafenal 14,
2, 4-dimetilfenol, :

Otro aspecto importante a tener en cuenta és que la fugn de Ios solutos de la precolumna :
ocurrira cuando se exceda la capacndad del adsorbente.: La capactdad del‘adsorbente deperide -
entre otras cosas de su naturaleza quimica, de su estructura fisica:
precolumna.

Bajo condiciones de sobrecarga el volumen eniotado por
de retencion del soluto. La figura 1.10 muestra las’c curvas de fuga en una precolumna empacada
con un soporte C18, de diversas dxsoluclones acuosas fomﬁcndas con’ conccmracxones;
variables de ftalato de dimetilo. : : o : :
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 rosgusuV.

Figura l lo Reglstro de Ias cu as de fuga, en una precolumna empacada con una fase reversa ;-
C18, de disoluciones acuosas de con ntracion creciente de Ralato de dimetilo. Precolumna de
10 x 2.1 mm(d.i),. velocida de flu; 2 5 ml/mm, detecclon UV:a 260 nm sensnbllldad 0.1
AUFS (Subra et al 1988) :

Se observa enla ﬁgum 1.10 queen los casos de las muestra fortificadas con 0.3 y 0.9 ppm
del soluto," la fuga ocurre a’un mismo valor de volumen :Sin embargo para concenlracmnes
mayores el volumen' de fuga dnsmmuye Por lo' ante or es nmportante tener:la ceneu que
durante las deterrmnac:on expenm tal de Ios valares de V(, VeV Vs la f‘ugn de los solutos no
acurra debido a una sobrecarga del adsorbente en la precolumna '
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1.2 TEORIA DE LA EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

1.2.1 CALCULOS DE RECUPERACION A PARTIR DE VOLUJWENES DE
FUGA.

E! analisis frontal permite obtener los voliimenes, a partir de los cualés se puede establecer :
la cantidad de soluto extraida por una precolumna en un proceso de extracclon en fase sohda s
asi como el rendimiento de dicha extraccion,

Las expresiones tedricas de la cantidad extraida y del rendimiento de e)_ctraocién en funcién
del volumen de muestra percolado para un si de dos precol [ das en serie, han
sido presentadas por Subra et al., (1988). E! caso de una sola precolumna es una simplificacion
del caso precedente.

Al analizar varias muestras de agua fortificadas con diversos solutos no ionizados
acoplando dos precolumnas en serie durante la etapa de preconcentracion, una empacada con
una fase quimicamente enlazada C18 y otra con un copolimero estireno-divinilbenceno (las
cuales se denotaran C18 y PRP, respectivamente), es posible definir los volumenes
caracteristicos presentados ‘en la figura 1.8. Cuando la muestra de agua es pasada a través de
fas dos precol los voli Vicis, Vrcig ¥ Vmcis corresponden a los volitmenes
obtenidos con Ja precolumna C18 sola, mientras que los voldmenes Vrprp, Vrprp ¥ Vim,PRP
representan los voliimenes obtenidos con la precolumna PRP sola, mas los valores obtenidos
con la precolumna C18 sola. Para los solutos neutros estudiados (Subra et al., 1988) estos
vollmenes se incrementan en el siguiente orden;

VieuweciaWncia (V/ PIRY At (e (1.7

Las curvas que representan los frentes se denotan por y(Vp) para C18 y z(V},) pasa PRP.
En el caso de cinéticas de intercambio rapido las expresiones son las integrales de la gausiana
 caracteristica de un pico cromatografico, Las cantidades extraidas sobre las precolumnas C18,
PRP., y sobre ambas son’ Qcm, - Qpre -y - Qr, - respectivamente, y las recuperaciones
correspondientes son Reis, Regp y Rr La tabla 1.1: resume’ las diversas expresiones para los
- pardmetros antes mencnonados en ﬁmclén del volumcn de muestra percolado. i

En la figura 1,11;se tmllestra -1a- variacion ‘de (A) las cantidades extraxdas y (B) fas ¢
recuperaciones, en funcion del volumen de muestra concentrada V.
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Tabla 1.1 ‘EAcud;ioh‘eis"irm las éfmtidndes qxtraidas, Q, ‘y las reéupera'ciong;,' R, sabre
precolumnas C18 'y;PI;P, en funcién de los voliimenes de muestra cargados, Vp." °

CPV’ ."c‘l.a.

P "’RP" rClS) —-—-
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L A . P

A
O Vi,Cis VmCia Ve,prp Va,PAp . Vp

Figura 1.11. Vari de (A) las traidas y (B) las recuperamones, en funcidn
del volumen de muo@tm conccmrada. Vp, pm (®) Una precolumna C18, (W) Una precolumna
PRP, (4) La precol cis y la pr “ PRP acopl 4’» en sene (Subra et al l988)

La va.nac:on de las camxdades extraidas es relativamente s:mple para un volumen de
muestra menor que 'ef volumen de fuga en la primera precolumna, Vrc18, 'ya que las cantidades
extraida y percolada son iguales y la recuperacion es del 100%.: Para un volumen de muestra
mayor que Vr.cig, la cantidad extraida por la fase C18 aumenta hasta un valor maximo pero que
es diferente de la cantidad de muestra pasada a través de la precolumna; la fracciéon de soluto
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no ido por la precol C18 es entonces extraida por la segunda precolumna (PRP) -
hasta que se alcanza el volumen Vgprp. La recuperacion a partir de la precolumna CI18:
disminuye, mientras que en la precolumna PRP aumenta, sin embargo, la recuperacién total es

siempre de 100%. La cantidad méixima extraida se alcanza con un volumen de muestra Vi prp, '
que corresponde a una recuperacién menor del 100%. Cuando el volumen de muestra
concentrado, Vy,, se encuentra entre Vry Vi, las cantidades recuperada y extraida no se pueden - :
calcular exactamente si no se conoce la ecuacion del frente de la curva de fuga respectiva.

La variacién de las cantidades extraidas y de las recuperaciones, en funcién de los
voliimenes de muestra concentrados, son muy importantes. En el analisis de trazas, los limites
de deteccidn son el interés principal. A partir de las figuras [.11A'y 1.11B se pucde observar -
que l1as mejores condiciones para la deteccién se obtendran al trabajar con un volumen de
muestra mayor que Veprp, debido a que la cantidad extraida por la precolumna PRP es mayor
que la extraida por la columna C18, a pesar de que las recuperaciones correspondientes sean
unicamente del 50%. Este aspecto es particularmente importante para aquellos solutos que
tiene caracteristicas de deteccion pobres,

La determinacién de la acion de solutos en muestras de interés suele efectuarse a
través de dos procedimientos. El primero consiste en determinar las concentraciones del soluto
inyectando directamente una cantidad conocida de éste en la columna anatitica mediante el uso
de un sizo de inyeccidon convencional; la cantidad de soluto en la muestra analizada se
détermina entonces a través de curvas de calibracién y, por supuesto, teniendo en cucnta los
datos de recuperacién. Un segundo método, mis ampliamente empleado, consiste en fortificar

de agua con idades conocidas de los solutos de interés y entonces detenmnar las
cantidades extraidas correspondientes. -

Por lo tanto es importante adaptar y optimizar el volumen de muestra a cbncemraj-;

apropiado para cada problema analitico, teniendo en cuenta la concentracion probable de los : -

analitos en las muestras a estudiar asi como el modo de deteccion que se empleara

1.2.2 CALCULO DE LA RECUP_ERACION EXPERIMENTAL A PARTIR DE‘ S

. LAS AREAS DE LOS P, COS.

ion éxpériinehtal tanto de los volimenes de fuga como de las recuperaciones
puede efec pleando un dispositivo en linea. Mediante éste, un volumen pequefio, Vp,
de muestra fomﬁcada. con una concentracion conocida Cp de cada analito de interés, es pasado
a'través de la precolumna..Se registra entonces el cromatograma correspondiente a la elucion
en linea de la precolumna, determinando las dreas de los picos obtenidos. Este primer volumen
s elige de modo que no ocurra fuga de ninguno de los solutos presentes en la muestra (5 o 10
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ml por ejemplo). Lo anterior se verifica' comparando el cromatograma con uno obtenido por
inyeccién directa, de la misma cantidad de soluto en la columna analitica. Entonces el volumen
de muestra se incrementa y su concentracion se dxsmmu de tener fa misma cantidad
C,,Vp de analitos en cada volumen de muestra preconcen ad Mientras no ocurra fiiga para
ningin soluto, la cantidad d areas de los picos obtenidos

cC pcl const. las
en el cromatograma “en linea” son constantes. Cuandn la’ fuga’ ocurre, la cantidad extraida
disminuye, lo cual se traduce en una disminucion de las ‘areas ‘de los picos. Los volimenes de
fuga pueden determinarse de esta manera a’ través de 3°074 éxperimentos de preconcentracion
de todos los solutos de ‘interés de manera’simultanea.” Las recuperaciones correspondientes

se- pued feular dividiendo las &reas de los picos entre las dreas obtenidas al

pr rar un vol pequefio de muestra en el que no hay fuga (los 5 o 10 ml antes
mencionados).

Cuando el proceso de preconcentracion se efectil ! » dos precol conectadas

en serie, dependiendo de los voli de fuga de los solutos analizados, éstos se extraerin

s6la en Ia primera precolumna, o en ambas,

En la figura 1.12 se muestran los cromatogramas obtenidos (Subra et al.,1988) al efectuar
fa preconcentracion en linea, a través de dos precolumnas conectadas en serie una empacada
con una fase reversa C18 y otra con un copolimero EDVB (PRP), de: (1) 10 mi de agua
fortificada con tres herbicidas a una concentracion de 120 pg/l cada uno y (2) 150 mi de agua
fortificada con los mismos compuestos pero 8 una concentracion de 8 pg/L. En ambos casos, la
cantidad cargada de cada uno de los herbicidas es de 1.2 ug. En el caso de la muestra de 10
mL, los tres herbicida son extraidos sélo por la precolumna C18, en tanto que en el caso de la
muestra de 150 ml los herbicidas son recuperados tanto en 1a precolumna C18 como en la
precolumna PRP.

Considérese primero que slo se usa una precolumna (por ejemplo la C18). Si V, es
menor que Vrcs, 12 figura 1,11 muestra que las cantidades extraida y percolada serin iguales.
Cuando la cantidad percolada es constante de una percolacion a otra, el drea del pico es .
constante y para un soluto dado se tendra la condicion:

V. (Ve dv)=kc,v, e

A(?F);zw;'/r.vt:m w2 ": R (1.9)
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“%ehosionitriio ) P
mﬁ Elucidnda ka PRP 5‘“;"’"?","‘ ce:

50
30

loml,
120091

PRP P
R 1sOml :
‘8ugt”!

0 1020 30 40 Tameo(min)

Figura 1.12, Analisis de dos muestras de agua fortificadas con las mismas cantidades de
herbicidas: (A) preconcentracion de 10 ml de agua fortificada con 120 ug/L de cada soluto; (B)
preconcentracion de 150 ml de agua fortificada con 8 ug/L de cada soluto. Solutos: 1.
Simazina, 2. Atrazina, 3. Linuron, Preconcentracion a través de dos precolumna (10 x 2.1 d.i.
mm) ¢« das en serie empacadas con una fase reversa C18 y con un copolimero PRP. Flujo:
3 mUmin (Subra et al.,1988).
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Pero, debido a que las concentraciones de los solutos en la' ‘muestra se ajusian"a fin de
tener una cantidad preconcentrada constante, Cp puede expresarse en térmmos de Cpi ¥:Vpi.
para la primera concentracién y el primer volumen de muest espectlvamente de tal manera
que ahora se tendra: ;

(1.10)

Denotando por A; el area dcl pico obtemdo en Ia pnmera percolaclon para Ia cual se
verifica que Vp) es mis pequeﬁa que Vrcls la ecuacnon'l 9 se puede expresar como

(L11)

sf las dreas de los plCOS se norrnalmn por las areas obtemdas para una pnmera percolacnén bajo
condiciones A], se tendran enlonces las slgunenta relamoncs y

V, € V/.cmf :

i (1.12)
y
Vo) View "‘(l.‘l3),

La comparacnon ‘de estas relaciones con las de la tabla’ 1,1° mdlca que estas representan las
recuperacxoncs obtemdas cuando la prccolumna Cl8scusa sola :

Cuando las dos precolumnas se conectan en seri¢, hay una dlsmlnucmn de las areas de los
picos obtenidos:de la elucion de la C18, en funcion de .V, lo. cual es acompafiado . por un
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incremento en las dreas de los picos obtemdos a pamr ‘de Ia elucmn de fa PRP Empleando la
misma notacién para fos volimenes caracteristicos ‘antes dcﬁmdos, los valores de las areas
normalizadas obtenidos de la elucién de la' Ci8:y la- PRP y el analisis ‘de los compuestos
extraidos son como sigue: .

Vo {Vraw : Tél T (.14
(115)

Vocis Vo Vyoret (1.16)°
(1.17)

Y, ) Vst (L) -
(1.19)

Comparando Ias ecuaciones:1:14°a:1:19 con las expresiones de la tabla 1.1 se puede
observar que las areas: normahzadas e los plcos‘ representan’ recuperaciones exactas; la
medicién de las 4reas de los picos cuando se preconcentran diversos volimenes de muestra,
fortificada con una- cantldad constante de solulo, pemme determinar las recuperaciones y las
cantidades exiraidas i LT .
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1.3 PROPIEDADES DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS.

Los fenoles son derivados hidroxilados del benceno y susniicleos ‘condensados. Estos
compuestos contiene un grupo -OH unido a un dtomo de carbono del anillo bencemco :

El radical fenilo i imparte propiedades acidas a los grupos hidroxilo de los fenoles Ia acidez

de dichos grupos se ir por Ia pr ia de sustituyentes electronegativos en el anillo
énico. Esto implica, por €j , que los nitrofenoles son dcidos mas fuenes que el fenol
mismo.
En la tabla 1.2 se pr Igi propiedades de los cinco compuestos fendlicos

considerados en este estudio.

Algunos de los fenoles presentes en el medio ambiente son de origen natural, tales como el
timol. No obstante, la mayoria de estos compuestos tienen su origen en diversos procesos
industriales tales como la produccion de fungicidas, herbicidas, preservativos de madera, tintes,
pesticidas y productos farmacéuticos; en el uso masivo de diversos productos domésticos,
agricolas o industriales que los contienen; asi como por la liberacion accidental o intencional de
dichos compuestos. A pesar de que la mayoria de los compuestos fendlicos presentes en
muestras de agua se biodegradan en periodos de tiempo relativamente cortos (del orden de
horas a dias) o bien son ptibles de experi ar reacciones fotoquimicas que los
transforman en productos de menor toxicidad (Howard, 1990), la presencia de fenol y de sus
principales cloro, nitro y alquil derivados en agua representa un peligro potencial para la vida
acudtica y terrestre. Debido a su toxicidad es necesario disponer de métodos de analisis capaces
de detectar y cuantificar estas especics a concentraciones del orden de pg/L, o inclusive
menores, y & la vez monitorear efectivamente su posible cambio de concentracion en funcién
del tiempo (Carron y Afghan, 1989).

El fenol es un compuesto tdxico y corrosivo cuando se ingiere, se inhala o se absorbe a
través de la piel. Los sintomas experimentados por exposicion al fenol incluyen irritacion del
sistema respiratorio, alteraciones en el sistema digestivo, nefritis, gangrena y posiblemente la
muerte. Existen datos que indican (USEPA, 1980a) que la variacion de diversas propiedades
del agua tales como el pH, la dureza y la temperatura, pueden alterar las caracteristicas toxicas
del fenol. La concentracion maxima de fenol en agua potable, en los Estados Unidos, esta
limitada a 0.001 mg/L (USEPA, 1980a).

Todos los clorofenoles son considerados como irritantes de las membranas mucosas. Estos
compuestos provocan ademas dafios al higado y al rifidn, y afectan al sistema nervioso central.
Aparentemente su toxicidad aguda aumenta 2 medida que se incrementa la cloracion de la
molécula (USEPA, 1980b),

En ¢ caso de los nitrofenoles, se conoce muy poco acerca de sus efectos toxicos en el
hombre, sin embargo, diversos estudios con animales indican que estos compuestos pueden
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provocar - depresion

1980c).

Tabla 1.2, Propiedades de

“del vsistema[nervioso central, metahemoglobinemia y  disnea' (USEPA,

PROPIEDAD |, FiNO

‘} 24-DINFIRO .

FENOL

ESTRUCTURA

OH

NO;

OH

NO2*

FORMULA
MOLECULAR

CsHsO

CeHsNO;

PUNTODE
EBULLICION
(760 mmHp), °C

181.75

279 .
(dcscomponc)’

CHAN;O;

PUNTO DE
FUSION, °C

43

113-124::;

. PESO
MOLECULAR

94.11

130.117"

CONSTANTE

DE
DISOCIACION
pKa

9.994

7.156 -

.CORFICIENTE

Log DEL

DE REPARTO
OCTANOL/
- AGUA

146

191

SOLUBILIDAD
ENAGUA A
25°C, mg/l

87,000

25000

PRESION DE
VAPOR A

25°C, mmHg

0.524

000155
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De manera- general, ‘s pueden”establecer las"'isié i “aseverz pecto” a :la
toxicidad y biodegradacion de los compuestos fenélicos e e

1.4 METODOS PARA EL ANALISIS DE FENOLES.

El creciente interés en la  determinacion de diversos fenoles en muestras ambientales ha
promovido el desarrollo de numerosos métodos para su analisis y cuantificacién. En términos
de instr tacién . os procedimientos son diversos. La colorimetria, la cromatografia de gases
yla cromatograﬁa de llqundos han sido las técnicas mas empleadas.

El método colorimétrico para el andlisis de fenoles se basa en la reaccion de éstos con la 4-
aminoantipirina para formar un derivado colorido. Sin embargo, mediante este método no es
posible efectuar una diferenciacion entre los diversos fenoles presentes en la muestra. Ademas,
ciertos fenoles tales como aquellos con sustituyentes en la posicién para, no reaccionan.
Adicionalmente, la determinacién no es muy satisfactoria para los fenoles  que’ poseen
sustituyentes como grupos alquilo, arilo, nitro, benzoilo, nitroso o aldehido (Buckman et al
1984).

Debido a las desventajas antes mencionadas, los métodos cromatogrificos han desplazado
casi en su totalidad a los métodos colorimétricos. Los métodos por cromatografia- de gases
(Hall et al., 1984; Fingler et al., 1987; Masi y Gulick, 1987; Zhang, 1990) utilizan generalmenté
columnas capilares, con deteccion por ionizacién de Hama, captura de. electrones o
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espectrometria’ de masas. La mayoria de estos métodos involucran una etapa de derivacion
mediante la cual los fenoles son convertidos en especies mas volatiles y menos polares a fin de
facilitar su separacion y cuantificacién.

La mayoria de los fenoles son compuesios relativamente polares y su analisis en muestras
de agua se puede efect | » cromatografia de liquidos. Aunque tanto la
cromatografia de liquidos a polaridad de fase invertida (Subra et al., 1989; Piangerelli, 1992;
Marko-Varga y Barceld, 1992), como en fase normal (Calmer et aI 1977; Schabron et al.,
1978) han sido investigadas, la primera ha tenido una aplicabilidad mucho mas amplia para el
trabajo con muestras reales. La cromatografia a polaridad de fases invertidas también es mas
apropiada para su acoplamiento con los procedimientos de limpieza o preconcentracion en linea
(Shoup y Mayer, 1982). Comi se emplea a d ion ultravioleta (UV) puesto que los
fenoles tienen absorcién fuerte en 2 bandas centradas alrededor de 230 y 289 nm. Sin embargo,
puesto que la mayoria de fos fenoles son electroquimicamente reactivos (Kissinger et al,, 1980),
la cromatografia de liquidos acoplada a un si de d ion electroquimico ofrece otra
excelente alternativa para el anilisis de fenoles, debido a la alta sensibilidad y selectividad de
este tipo de sistemas de deteccion.

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia, a pesar de no ser tan popular como la
cromatografia de gases, ofrece un gran potencial para el analisis de fenoles por varias razones.
Por una parte, debido a que la fase movil es un liquido, se pueden interconectar otras técnicas
tanto antes como después de que la separacion sc ha realizado. Esto permite analizar una gran
variedad de matrices o muestras ademas de que ayuda a disminuir los limites de deteccion de
los solutos analizados. Por otre parte, el anélisis de fenoles por HPLC tiene la ventaja adicional
de poderse efectuar sin necesidad de etapas de derivacion de los solutos.

Ogan y Katz (1981) han usado cromatografia de liquidos en fase reversa para analizar la
separacion de alquil fenoles empleando deteccion por fluorescencia y UV. Ellos encontraron
que el orden de elucion de 19 alquil fenoles crece a medida que aumenta el nimero de atomos
de carbono del sustituyente alquilo. Adicionalmente establecieron que la intensidad de la
fluorescencia no esté influenciada de manera importante por la longitud de la cadena alquilada.

Empleando el método de los mapas de resolucion, (Glajch et al., 1980), Ong et al., (1989)
han optimizado l1a separacién isocritica de los once fenoles considerados como contaminantes
prioritarios por la EPA. La separacion optimizada implica el uso de una columna analitica
Partisil-S ODS-3 (dp = 5 um) de 10 cm x 4.6 mm (di), deteccién UV a 280 nm, asi como una
fase mévil metanol-acetonitrilo-agua 32,2:25.2:42.6, (% volumen). Bajo estas condiciones el
compuesto menos retenido, el 2,4-dinitrofenol, eluye en 0.9 minutos en tanto que la separacion
completa de los once solutos requiere de menos de 9 minutos.

En otro método de analisis, empleando una columna analitica Spherisorb ODS2 (dp=5 " -
um) de 25 cm x 4.6 mm (di), y deteccion UV a 280 nm, Busto et al., (1987) han predicho la ..

mejor composicién de 1a fase movil para la separacion isocratica de fenol junto con otros. 10
alquil y clorofenoles. La fase movil mencionada estd constituida por: metanol-acetonitrilo- -
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tetrahidrofurano-agua 28.7:4.0:3.8:63.5 (% volumen). Bajo las condiciones de separacion
mencionadas la resolucién entre todos los picos adyacentes es mayor de 2, el compuesto menos
retenido, el fenol, eluye a los 4.7 minutos mientras que el compuesto mas retenido, el 2,4,6-
triclorofenol, eluye a los 49 minutos.

El anilisis y separacién de fenoles por cromatografia de liquidos a polaridad de fases
invertidas se puede efectuar tanto en condiciones isocriticas como mediante un gradiente de
elucion, sin embargo también es posible efectuar dicha separacién empleando una variacion
programada en la velocidad de flujo de la fase movil. Esta técnica se ha utilizado (Hagen et al.,
1991) para la determinacion de fenoles, alquilfenoles, hidroxifenoles y clorofenoles en agua de
rio.

Algunos otros métodos propuestos para el anilisis de compuestos fendlicos en diversos
tipos de eguas, en los que ademas se incorpora una etapa de extraccion en fase solida para
realizar la preconcentracién de los fenoles presentes en la muestra o bien una limpieza
preliminar de ésta, se resumen en la tabla 1.3

El creciente interés por €l monitoreo de contaminantes fendlicos en agua ha conducido
recientemente al desarrollo de nuevos métodos y materiales para la extraccion y anilisis de
dichos contaminantes.

Zhang (1990) ha desarrollado un método de permeacion para la determinacion de
contaminantes fendlicos en agua. Los fenoles presentes en la muestra se permean a través de
una membrana de policarbonato de silicon, con un espesor de 0.025 mm, y son colectados
sobre un adsorbente. La desorcion de los fenoles puede efectuarse empleando disolventes o
bien un procedimiento de desorcion térmica. En el primer caso los compuestos fendlicos se
concentran sobre un soporte de polimetacrilato (XAD7) y la desorcion se efectua empleando
un aparato de extraccion soxhlet y disolventes como metanol, acetonitrilo o acetona. Para la
desorcion térmica la concentracion de los fenoles se efectita sobre un polimero de 6xido de 2,6-
difenil-p-fenileno (TENAX-TA). La separacion y cuantificacion se efectia empleando
cromatografia de gases empleando una columna capilar (SPB-5) y un detector de ionizacion de
llama. A través de la desorcion térmica todos los solutos concentrados son transferidos
directamente hacia el cromatografo para su analisis, sin un factor de dilucion por efecto de
disolventes, Sin embargo, existe la posibilidad de sobrecargar la columna analitica cuando se
analizan muestras con altas concentraciones de fenoles. Por otra parte, cuando se permean
muestras acuosas una cantidad importante de vapor de agua puede pasar a través de la
membrana y afectar la eficiencia del adsorbente o extinguir la llama del detector. En términos
generales la desorcion térmica se aplica para la determinacién de compuestos fendlicos a
concentraciones del orden de ug/l., mientras que la desorcion con disolventes se aplica para al
anilisis de concentraciones del orden de mg/L.

Recientemente ha sido introducida (Hagen et al., 1990) una nueva familia de materiales
para la extraccion en fase solida de compuestos orgdnicos. Estos materiales son membranas o
discos fibrilares de politetrafluoroetileno (PTFE) impr con | fias particulas (8 um)
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de materiales adsorbentes. Schmidt et al. ,(l993) han reportado’ el uso de dichas membranas
impregnadas con particulas de polxestnreno-dmmlbenceno (PS-DVB) o acetil-PS-DVB para la
extraccion en fase solida de fenoles a concentraciones del orden de ppm a partir de muestras de
agua de rio. Las membranas usadas tienen un didmetro de 47 mm ¥ un espesor de 0.5 mm y se
colocan en un aparato de extraccion Millipore. Empleando seis membranas superpuestas,
lmpregnadas con PS-DVB el fenol alcanza una recuperacién del 36% y el 3-nitrofenol una
recuperacion del 57%. Empleando ‘las ‘membranas acetil-PS-DVB los rendimientos “se
incrementan a 96 y 73 % respect| “Desafortunad fos fenoles concentrados se
deben desorber por elucién con disolventes organicos (THF o metanol), lo cual da origen a
incon como los indicados en las seccién 1.1. El extracto final se analiza por HPLC a -
polaridad de fases invertidas. s

El-Shahawi et al, (1994) han - empleado espumas de poliuretano, tratadas- con
tributilfosfato para la preconcentracion de algunos fenoles a partir de agua, Estos materiales se
empacan en columnas de vidrio de 12 cm x 10 mm (di) a través de las cuales se hacen circular
muestras de entre 100 y 3000 ml, a flujos de 5 a 10 mi/min. Las recuperaciones reportadas para
los fenoles extraidos varian entre 93 y 102 %, Sin embargo, la desorcion de los solutos debe
efectuarse con 100 ml de acetona en un extractor soxhlet.

Buchholz y Pawliszyn (1994) han desarrollado el uso de fibras de silice fundida,
recubiertas con una pelicula de 95 pum de espesor de un adsorbente de poliacrilato para extraer

p s fendlicos pr en muestras de agua. Después de la extraccion, mediante la
ayuda de una microjeringa, las fibras se transfieren directamente hacia el inyector de un
cromatdgrafo de gases en donde los fenoles se desorben térmi y subsec se
separan y cuantifican. Este método elimina totalmente el uso de disolvente y es capaz de
alcanzar limites de deteccion hasta de 0.1 pg/L. Sin embargo, las fibras de poliacrilato necesitan
ser acondicionadas antes de su uso bajo una corriente de helio, 2 350 °C, durante un tiempo de
4 a 5 horas. Por otra parte, los fenoles tienen la capacidad de formar enlaces por puentes de
hidrogeno con la fase estacionaria de la columna (PTE-5, 0.25 mm d.i., 0.25 um de espesor de
pelicula) lo cual resulta en un “coleo™ de los picos, lo que dificulta su integracion. Para resolver
este problema es necesario formar derivados menos polares de los fenoles presentes en la
muestra. Los derivados elegidos para optimizar la separacion son los acetatos correspondientes,
sin embargo algunos compuestos como el 2,4-dinitrofenol y el 2-metil-2,4-dinitrofenol no
parecen expenmentar la reaccion de derivacion. Para otros compuestos fendlicos el rend:m:enlo
de la reaccién de derivacion varia entre 85 y 100%.
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14 METODOS PARA EL ANALISIS DE FENOLES.

Tabla 1.3. Aplicacion ‘de la extraccién en fase solida a 2 concentracion y: analisis, por
cromatografia de liquidos, de compuestos fendlicos en agua, TN

: T s

NATURALEZA DEL :,‘,:o“' gmmy pman: :

AGUA ANALIZADA | 5i0NES  DE LA PRE- |
& COLUMNA, .~ 0+

eTriclorofenoles | Agua  de  lago. | Fase reversa C18 (Lichrosord] TP=57 | UVa220nem. | 25750 | werkhoven-

Concentracion ~ EN| RPI8),dp= 5 pum. TCE=103 8 | Goewie, etal,
eTetraclorofenol | LAVEA de 50250 mi{2.2 x4.6 mmdi. PCP= 108 1981, -
{rch. de mucstra (20-50 pg/L) i
ePentactorofenol
{PCh).
sPentaclorofonol | Agua potable. Concenr | Fase Reversa C18,dp =3 pm. - Electroquimica | 2.4ng | Shoup y Mayer,

tracitn EN LINEA de | Cartucho comercial 30 X 4.6 : (09 Vv Ag 1982 -

20 ml de sroestra mm AgCi - reficren-

cia).
Moo y Di-|Aguia  d  ro.|CopolimcroPRP dp=10jm | 10024 | Resccin foto[ 1-50ng | Werkhoven-
clorofenolea, i EN|22x46mmdi (5-70 pg/ L) | quimica-Fluo. Goewie, et al.,

LINEA de 30 ml de rescencia (271 1982,

o excitacibn y 8
290 om emi-
«Fenol Agua puns forificads, | Intercambisdor anébnico AV- ] 103 (100-{ UV270nm | 2ng | ZhongPeietal,

Concentaacién ~ EN'| 02,dp = 1530 pum. 300 pugl) 1982

DIFERIDO de menos | 15 mm x 0.28 nan di

de 200 L
oCresoles  (Cr). | Agua pura fortifi-cada, | Amberlita XAD2. dp » 10.13] - Cr=83 | UV2700m. | 2ng {ZhwgPeictal,
«Monocloro Concentracién  EN|um. CF =103 PRI
fowles (CF), | DIFERIDO de mencs | 15 men x 025 mmn di AF=88
o Alquil de 200 pl.. (t90-
ferwles (AF) 300u3/L)

*Clorofenales Agua pura foctificads, | Copolimero PRP. dp = 10 jum 70.9 UV2s4rm. - Semith y

Concentracién EN{30x4.2mmdi ©Ougl) Pictrzyk, 1983.

LINEA de 30-250 ml

de muestra.

Mooy Dis| Agua potable y de rio. [ Copolimero TRP,dp = 10 ym. | * 70-90 | Electrouimicn | Song | Teippel etal,,

clorofenales. Extraccibn Lig-Liq de | 1) x 5.5 mmdi. @pet) - |V v Ag 198s,
500 ol de muestra y AgCl  referen-
Concentracion o = cia).
LINEA de alicuota de
30 ml amenvs.
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Tabla 1.3. (continuacién). Aplicacion de la extraccion en fase solida a la concentmctén y
analisis, por cromatografia de liquidos, de compuestos fendlicos en agua. g

s Mono y Di
‘Todroxifenoles

(louy;x,):‘

COMPUESTOB | NATURALEZA DEL, | [ATURALEZA numnu'w- :
ESTUDIADOS ' | AGUA ANALIZADA nour.s DE u PRE:
- COLUMNA.

«Fenol (). Agus de ro. mmap 60- UVa280nm. {F1:38ng|. Bometal,
oNitrofenoles | Comcentracita  EN N | 01986,
) DIFERIDO de 150 ml ﬁaxlomdlﬂlomc) ’ T

*Clorultmoles de mucstra
{CF1).
eAlquilfenoles
(AF3).
» Alquilfenoles Effuenie de  refinoria. | Fase reversa C18. Cartuchos >90%
La muestra s¢ destila y | Sep Pak C18. (25250
s oconceotran EN[9x9mm. pg/L)
DIFERIDO 5 m). &
&t
«Fenol Agu . de vfo. cmxm PRP, dp ~i0pm, [  89.5 Niclenctal, -
concentracién LINEA oon § (0.4 4/l 21986 -
LINEA de 3 ml de u‘mm 3 %7 :
muartre Aminex A28, dp=11 pm “ongL)
PRP =20 x 4.6 mmn & :
Aminex = 10 x3 rm di
Fenol Agua’ de  rlo | Copolimero PRP. dp= S pm.| 1024  Renniey™
Concentracién  EN'| 150 X 4.6 men (di). 0.5 pgrL) - Mitchell, 1987,
oClorofencles | pIFERIDO de 100 ml
de muestra
Agua potable. | Carbén porso grafitizado. dp| 5294

“Coquart y°
Hennjon, 1992,

LINEA do 50 ml de|27x4.6 mm di.

oestra
sFenol Agua de tio. | Fase reversa Shoparon C18. dp

5 EN| =5 pm 30 x32mmdi

LINEA de | mi de

mucstra
#Cresoles(Cy) Apua potable, [ Cartucho  de extraccidn
eClocolenoles concentracién EN| empacada con 300 mg de
(CFe} DIFERIDO de 2L deiCarbda  oogro  prafs
oNitrofe sobre  car- e tenie  con
(NFs) tuche de  carbdn, | Interoambiador W
*Alquitfeooles conoctado en seric con | (SAX) dp = 40-120 pm.
{AFs) o L SAX = 60 x S mm di (30 mg).

(%) R = porciento de rectperacién. @LDM = Limite de deteccitn.

40



Capitulo 2.

DESARROLLO EXPERIMENTAL,

En afios recientes se han desarrollado un gran niimero de métodos cromatograficos que
involucran ténicas de preconcentracion en linea para la determinacion de fenoles en aguas. Sin-
embargo, muchos de los métodos reportados hasta ahora no incluyen al fenol mismo o si lo
incluyen, su recuperacion es a menudo baja y/o su limite de deteccidn es alto. Por lo que se
requiere de métodos selectivos que permitan efectuar el analisis simultineo del fenol y otros de
sus derivados en presencia de contaminantes ionicos y no polares,

A continuaci6n se describe el procedimiento de extraccion en fase solida y anélisis en linea
desarrollado en este trabajo, que permite efectuar el analisis simultdneo de fenol, 4-nitrofenol,
2,4-dinitrofenol, 2-clorofeno! y 2-nitrofenol en muestras de agua potable y de manantial o rio,
superficiales,

A grandes rasgos, el procedimiento consiste en efectuar la preconcentracion de los fenoles
mencionados sobre una precolumna, relativamente larga, empacada con una resina polimérica
estireno-divinilb y (precol PRP). Después de la remocion de los compuestos
inorginicos, a través de una elucion con un pequefio volumen de agua los fenoles concentrados
en esta precolumna son transfendos en linea hacia una segunda precolumna de concentraci6n,
de di mas pacada con un intercambiador de aniones base fuerte
(precol i6ni ). Esta gunda precolumna permite efectuar una compresion de la
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Capltulo 2. DESARROLLO EXPERIMENTAL,

muestra de fenoles desorbldos dela precolunma estlreno-dlwmlbenceno y a la vez facxma la
eliminacion de:los: solutos no ionizables conccmrados en-dicha precolumna Fmalmente, los
fenoles concemrados “sobre’el intercambiador de nmoncs, en' forma® de._ iones fenolato, ‘son
transformndos a'su formu molecular y y! transferidos en linea hacia una columna analitica C18 en
donde se efectua su separacion;La- deteccién dé los poluto sepamdos sc reahza empleando un
detector UV B

2.1 EQUIPOS Y ACCESORIOS.

] Cromatogiafo
Este equipo,’ “utilizado
sucesivo “bomba A"

El sistema de tratamlento de la muestra, acoplado en linea con el sistema crom ograﬁco
fue intercalado entre el myector yla colum.na a.nalitlca Este sisterna (ﬁgura 2 4 seocmn 2.4)
consta de: : - .

] Bomba isocratica (Beckman 210A). Esta bomba sera denommﬂda en Io
sucesivo “bomba B”.: :

¢ Dos vilvulas (I y IT) de conmutacidn de seis puertas (Rheodyne 7000) y una
valvula (ITY) de inyeccion (Rheodyne 7125) montadas sobre un soporte
metalico perforado ad hoc. La valvula IT se encuentra conectada al inyector. del .- -
sistema cromatogrifico (puerta 2), a la valvula de conmutacién I (puertas 3 y
5), a la bomba B (puerta 6) y a la precolumna PRP {(puertas 1 y 4). Por.otra
parte, Ia vilvula I estd unida a la valvula I (puertas 2 y 6), a la columna -
analitica del sistema cromatogrifico (puerta 3), a la precolumna aniénica
(puertas 1 y 4) y a una salida de desecho (puerta 5)
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Otros y/o‘ sorios adicionales utilizados son los sigufenies: ’

b il

e Purificador y desmmzador de agua NANO pure (Barnsted modelo 04747)

e Baiio de Ultrasomdd para desgasificar disoluci y fases movﬂes‘(Somcor, modelo SC-

100).
. Microplpeta de volumen variable de 50'a 200 pl (Scorex, modelo 81 1/821)

. Slstemn pa.ra e pacado de column aalta presion (H kel mbdelo DST-IOOC)

2.1.1 PRECOLUMNAS DE CONCENTRACION.

2103 1

Para la optimizacién del metodo de se emplearon prece de concentracion de
diversos tamafios, empacadas con diversos soportes. Todas ellas estuvieron' construidas de -
acero inoxidable. En la figura 2.1 se presenta el disefio de las precolumnas de concentracion
empleadas en este trabajo. En la tabla 2.1 se indican sus dimensiones, asi como los adsorbentes
de empaque utilizados." i

La precolumna de 150 x 4.6 mm (d.i.) fue una col da -comercial
(Hamilton, PRPI). La precolumna de 30 x 4.6 mm (d.i.) fue construlda en el laboratono a
partir de un tubo de accro idable y iones terminales de vol muerto peq 3
disponibles comercial Final todas las precol de 20 x 2 mm (d.i): fueron

obtenidas comercialmente (Upchurch Scientific, Modelo C-130B).

Con excepcion de la precolumna de 150 x 4.6 mm, cl resto de las precolumnas rcpdnadas

enla tabla 2,1 se empacaron en el laboratorio mediante cl d:sposmvo mostrado en la figura 2.2,

Este dispositivo permite empacar las precolumnas a presiones relativamente grandes lo”cual

genera un empacado homogéneo y comp

43



Capitulo 2. DESARROLLO EXPERDMENTAL.

(trit)

Figura 2.1. Disefio de las precolumnas empleadas en este trabajo para la concentracion en fase
solida de los fenoles.

T-bln 2.1 dlmenslones y. empaques de las precolumnas de ‘Goncentracion empleadas en: la

;.| PROCEDENCIA'
| particuLa ADSORBENTE
:-': Fase reversa I B
quimicamente Spm. ) Phasc Sep Ltd.;
tazada, CI8 T T
Fa T R . Mitsubishi /"
20x2mm’ Copollmero estirenc- | 10 um Chemical * *
rhA Industries -
R .. | Copolimero estireno~
.6 .
30x4.6 mm divinilbenceno 10 um -
7150x46 mn | Copotimero estireno- 10
: divinilbenceno Hm
e : Resina AU
20x2 mm intercambiadorade 10 pm . Hamilten Co.
: anjones base fuerte . G

44



. 21 EQUIPO ¥ ACCESORIOS.

Vdivula de interrupcidn

=o alta presién
]

Al desplazamiento
de disolvente
Reservoria de la
suspensidn

Flgura 2, 2 Dlsposmvo empleado para empacar las precolumnas de concentracton

La metodolog:a para el empacado consnste en preparar lmmalmente una suspensrén estable B
de la fase estacionaria deseada. En el caso de la precolunma cmpacada con. la‘fase reversa -
quimicamente enlazada C18, Ia suspension se prepard empl ) como dlsulveme una mezcla
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tetracloruro de carbono-etanol 50:50 (v/v), para el caso del copollmero estlreno divinilbenceno
el disolvente empleado fue metanol y en el caso de la resina intercambiadora’ de anjones se
empled una mezcla metanol-agua (hidréxido de sodio pH = 11.5), 80:20 (v/v). En todos los -
casos la concentracién del soporte sélido en la suspension fue de alrededor de 30 % en peso.

Una vez preparada la suspensidn, ésta se colocé en un baito de” ultrasomdo por.
aproximadamente 2 minutos con el fin de remover los gases ocluidos dentro de la estructura del
empaque, asi como para dispersar los aglomerados de soporte formados. Simulténeamente se

desgasificaron alrededor de 20 m! del disolvente empleado para efe la suspensidn de la
fase ionaria. La precoll a emp se llend con este disolvente y se conectd al
reservorio de suspensién. El la suspension de la fase estacionaria se virtié répidamen(e

en el reservorio y éste se conectd al sistema de presion. Una vez efectuada la conexion, la
presion en el sistema se incrementd hasta alcanzar alrededor de 3000 lbs/pulg esto permite
que la fase estacionaria se transfiera hacia la precolumna, pacandose hc

Después de transcurrido un tiempo de alrededor de cinco minutos la bomba se detuvo y cuando
el sistema se despresurizd completamente la precolumna se desconectd. Finalmente el exceso
de empaque depositado en la parte superior de la precolumna se retiré cuidadosamente con la
ayuda de una navaja de afeitar. Una vez realizada esta operacion, la precolumna se cierra y se
somete a un proceso de lavado con el fin eliminar las impurezas contenides en el material de
empaque.

Tanto [a precolumna empacada con la fase reversa quimicamente enlazada C18
(precolumna C18), como las precolumnas empacadas con el copolimero estireno-divinilbenceno
(precolumnas PRP) se lavaron circulando a través de ellas alrededor de 40 m! de una fase mévil
metanol-agua 80:20 (v/v). Después de terminado este proceso, cada precolumna se lavé con 50
ml de agua desionizada. Al concluir estas operaciones las precolumnas estuvieron listas para ser
empleadas en los estudios de preconcentracion de los fenoles contenidos en las muestras
acuosas.

Se ha observado (Jahangir y Samuelson, 1980) que la capacidad de los polimeros porosos‘
estireno-divinilbenceno para adsorber compuestos aromaticos a partir de disoluciones acuosas

disminuye con el uso prolongado de dichos polimeros, debido a la contraccion de éstos, sin* .

embargo la capacidad del pohmcro se puede restaurar por tratamiento con disoluciones acuosas’
de alcoholes. Con el fin de prevenir este fenémeno de las precolumnas PRP empleadas en ‘este-
trabajo se activaron regularmente (por lo general después de efectuar:alrededor de’.10
" experimentos de preconcentracion) empleando una fase mévil metanol-agua 80; 20 (v/v) :

En el caso de la precoluma ani6nica el proceso de limpieza y activacién de esta 1mphco las
siguientes etapas; g

1. Lavado con 20 ml de agua,
2. Lavado con 40 ml de una fase movil metanol-agua 80:20 viv),
3.- Lavado con 20 m] de agua, )
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4. Lavado con 50 mi de una dlsoluclén acuosa de NaOH (pH = 12 5),
5. Lavado con 40ml de agus 2 L :

Una vez concluidas estas opermones de lavado la precolumna amémc estuvo hsta pafa

Los procesos de Iavado y, acuva 6n dc los sopo‘ “efec i ron cc f as precolumnas’
colocadas en las vaivulas de 5¢ ibira en la'seccién 2.4)
utilizando la bomba B, ! LR =

2.1.2 CALIBRACION DEL RIZO DEL INYECTOR Y. DE LAS PUNTAS DE
LA MICROPIPETA.

Para efectuar un célculo exacto de la recuperacion de los diversos fenoles estudiados en el
proceso de extraccion en fase sdlida-analisis en linea, fue necesario conocer el volumen real del
rizo del inyector ya que a través de dicho rizo se efectud la inyeccion de las disoluciones de
fenoles que sirvieron como referencia para establecer la cantidad de soluto recuperado en cada
experimento. Asi mismo, fue necesario calibrar las puntas de la micropipeta empleadas en la
preparacion de las disoluciones de fenoles estudiadas (una disolucién conteniendo fenol, 2-
nitrofenol, 2-clorofenol y 4-nitrofenol y otra disolucion conteniendo dnicamente 2,4-
dinitrofenol) a fin de establecer con exactitud la concentracién de éstas.

Ambas calibraciones se efectuaron a través de un proceso de valoracion acido-base. En
dicho proceso se empleé una disolucion de acido perclérico (HCIO4) 5.6 N, previamente
valorada con una disolucion estandarizada de NaOH.

En la valoracion del rizo, la disolucion de HCIO, se inyect6 dentro de éste mediante [a
ayuda de una microjeringa de 100 pl (Hamilton, 80665). El volumen nominal del rizo era de 20
i, sin embargo, para asegurar que durante los experimentos de calibracién dicho rizo se llenara
totalmente, el volumen inyectado de disolucién de HCIO4 fue de 50 ul. Una vez llenado el rizo
con la disolucion ésta se desalojé mediante la ayuda de un flujo de agua (proporcionado por la
bomba del cromatégrafo Varian 5000, bomba A). El efluente se recogid en .un matraz
Erlenmeyer y se valoro con la disolucion de NaOH previamente estandarizada. A’ partir del

volumen de disolucion de NaOH consumido en esta valoracion se determind el volumen real T

del rizo de la valvula de inyeccion.

Para la calibracion de las puntas de la micropipeta se tomaron alicuotas de 100 pi de Ia
disolucion de HClOs 5.6 N con dichas puntas. Cada alicuota se colocd en un matraz
Erlenmeyer al cual se agregd un volumen adicional de 10 ml de agua desionizada,’La disolucion
resultante se valoré con la disolucion de NaOH estandarizada. En base al volumen de
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disolucién de NaOH oonsumld yen la valoracion se determiné el vblum'en real de blas‘ puntas de
la mlCl'Oplpﬂa " ; i

realizando al menos .

2.2 DISOLVENTES Y REACTIVOS.

E| acetonitrilo yel metanol empleados en este trabajo‘fueron grado HPLC (pureu mlmma
de 99.8%) obtemdos de Prolabo

Las muestras de todos Ios fenoles

3 ﬁxeron L

P

La pureza de cadn uno de estos compuestos se mdlcaren latabla22, .

'por Cheni Service Co."

. Tal;!a 2.2, Pureza de los fenoles embléados eseste trﬁb#jo. :

SOLUTO™:, .., i, PUREZA |
Fenol 99 %
4-Nitrofenol 99 %
2 4-Dinitrofenol 98 % + (10-15 % agua)
2-Clorofenol 99 %
2-Nitrofenol 99 %
4-Cloro-3-metilfenol . 99 %
2,4-Dimetilfenol 96.5 %
2,4-Diclorofenol 99 %
2,4,6-Triclorofeno! 98 %
4,6-Dinitro-2-metilfenol 99 %

Pentaclorofenol 99 %

La pureza, asi como la procedencla de otros reacuvos empleados en este trabajo se
presenta en la tabla 2.3, ST : .
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2.2 DISOLVENTES Y REACTIVOS.

Tabla 2.3; Pureza y procedencia de los reactivos utilizados.

ARACTERISTICAS Y
:PROCEDENCIA
Reactivo analltico, 70-72 %.
Aldrich Chemical Co,
98 % minimo.
Merck, Co.
L 99.8 % minimo
| Acido acético glacial ‘Merck. Co.
Wl L e Y Disolucién at 28-30 %.
Hidrdxida do amoaip ., J_T. Baker,

Acido formico

i T 98 - %, Bajo en contenido de
| Hidréxido de sodio, - . bonatos (0.4 % como carbonato de
B 22 | sodio), Merck, Co.

Tanto los’ t‘enoles como el resto de los reactivos empleados se_usaron ta] y-como se
recibieron del provwdor, sm someterlos a mngunn purificacion adxclonal

Todas las’ fases mévxles y disoliiciones acuosas empleadas en este trabajo se preparamn :
con agua desi da obtenida de un si purificador NANOpure Con el fin de eliminar el
aire presente en el seno de las fases mowles, éstas se desgaslﬁcaron enun baﬂo de ultrasomdo

durante 10 mmutos antes de usarse

2.2.1 DISOLUCIONES PATRON DE FENOLES. .

Para los dwersos cstudlos de preconcemraclon y anahsls cromalograﬁco se prepararon
disoluciones patron, de cada uno de los fenoles indicados en la tabla 2.2..

La concentracién de cada disolucion patron fue de 1 mg/ml del (l‘cnol correspondlen(e en

metanol. Se utilizé este disolvente porque se ha reponado (Galceran y. Santos;:1989) que las oo

disoluciones _concentradas -de - fenoles -en” metanol “son estable por penodos de nempo :

relatxva.mente largos (entre cuatro y seis meses).

Las d|soluc|ones patron se emplearon para preparar las dxsoluclones acuosas. menos
concentradas (disoluciones de trabajo). La toma de alicuotas de las dlsoluclones patron se
efectud con la ayuda de una micropipeta de volumen vanable
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Capltulo 2. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

Tanto las disoluciones patrén como las disoluciones de trabajo de los ferioles estudiados se
mantuvieron en refrigeracion. Estas ultimas contenian menos de 0.5 % de metanol.” ’

2.2.2 PREPARACION DE LAS DISOLUCIONES ACIDAS Y BASICAS.

s

Las discluciones de icido perclérico (HCIOy), formico (HCOOH) y acético (CH;COOH)
empleadas en este trabajo se prepararon a partir de disoluciones 1M de cada &cido, filtradas
sobre filtros de membrana de Nylon de 0.45 pm (Phenomenex, AFO-0504). Las disoluciones 1
M de los acidos mencionados se prepararon a partir de los reactivos indicados en la tabla 2.3.

Todas las disoluciones de hidroxido de-amonio (NH4OH) empleadas en este estudio se
prepararon a partir de la disolucién de NH4OH indicada en la tabla 2.3
En el caso de la preparacion de las disoluciones de hidréxido de sodio (NaOH) fue

0 iones
B

Las lentejas de hidréxido de sodio contienen generalmente entre 1 y 2% de carbonato de
sodio. Por otra parte, [as disoluciones acuosas de bases fuertes, tales como el NaOH, pueden
absorber didxido de carbono del aire. Cuando ef tiempo de exposicion de dichas disoluciones
al aire atmosférico es corto, la formacion de carbonatos en el seno de estas disoluciones es
minima. Sin embargo, bajo una exposicion prolongada, la concentracion de bicarbonato puede
incrementarse apreciablemente

Para el caso de los estudios de preconcentracion de solutos con intercambiadores
anidnicos, que involucran el uso de disoluciones acuosas de hidréxido de sodio, la presencia de
iones carbonato en dichas disoluciones puede llegar & provocar fenomenas indeseables. Por una
parte, la mayoria de las resinas de intercambio anidnico tienen una afinidad més grande por los
iones carbonato que por los iones OH, lo cual provoca que al usar disoluciones con una
concentracién alta de carbonatos, con el paso del tiempo, la precolumna de intercambio
anidnico se convierta completamente a la forma carbonato dificultdndose su regeneracion. Por
otra parte, los iones carbonato también pueden competir de una manera importante con los
solutos anibnicos de interés por los sitios activos del intercambiador, este fendmeno es
particularmente desventajoso en los procesos de preconcentracion en fase sélida ya que los
volimenes de fuga de los solutos de interés pueden disminuir apreciablemente,

Lo anterior sugicre que para los estudios de preconcentracién en linea que involucran el
uso de resinas de intercambio anionico es recomendable emplear disoluciones de NaOH con
bajo contenido de carbonatos.

Por ello, todas las disoluciones acuosas de hidroxido de sodio empleadas en este trabajo se
prepararon con NaOH de bajo contenido en carbonatos (0.4% como Na;CO;). Las
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2.2 DISOLVENTES Y REACTIVOS.

disoluciones se prepararon justo antes de iniciar cada experimento usando una!disolucién’
saturada, también recién preparada, de hidroxido de sodio. Se empleé esta disolucién saturada

ya que el Na;COs es relativamente insoluble en disoluciones concentradas de NaOH en las-
cuales generalmente suele depositarse en forma de un prec:pnado blanco. Por esta fazén; para

la preparacnén de las disoluciones de trabajo de NaOH siempre se empleé la porcidn liquida

superior de la disolucion saturada. El tiempo transcurrido desde la preparacién de la disolucion

saturada de hidréxido de sodio hasta el paso de la disolucion de trabajo por la: columna

intercambiadora de aniones fue siempre menor a 1 hora,

En los casos en los que se requeria preparar disoluciones de NaOH con concentraciones
aun més bajas de carbonatos se utilizo el procedimiento alternativo siguiente:

1. Las lentejas de hidroxido de sodio empleadas para la preparacion de la disolucion
saturada se lavaron répidamente en agua desionizada, a fin de remover el
carbonato formado en la superficie de éstas. El agua desionizada empleada fue
hervida previamente a fin de eliminar el dioxido de carbono disuelto en ella.

2. Con el agua desionizada recién hervida y las lentejas de NaOH enjuagadas, se
prepar6, en un matraz Erlenmeyer de polietileno (Nalgene) Ia disolucion saturada
de NaOH. Una vez preparada esta disolucion se introdujo en un desecador en
donde se mantuvo en reposo por alrededor de 20 minutos. Esta operacion se
realizd con la finalidad de permitir la precipitacion de los carbonatos insolubles.

3. Transcurrido el tiempo de reposo, la disolucién saturada se sacé cuidadosamente
del- desecador. Entonces, empleando la porcidn liquida superior y agua
desionizada recién hervida, se prepard rapidamente la disolucién de trabajo de
NaOH con el pH deseado. Esta disolucion fue empleada inmediatamente para
efectuar los expenmenlos de preconcemracxon o desorcion de los fenoles en la
columna anidnica.

E! pH de todas las disoluciones empleadas eneste trabajo se ajustd con el pHmetro
indicado en la seccion 2.1, El clectrodo se cahbro todos los dias antes del ajuste del pH de
cualquner disolucion. - . : .
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Capitulo 2, DESARROLLO EXPERIMENTAL.

2.3 DETERMINACION EXPERIMENTAL DE LOS VOL UMENES
DE FUGA Y LOS VOLUMENES DE DESORCION DE LOS
FENOLES.

2.3.1 VOLUMENES DE FUGA.

La determinacion experimental de los volimenes de figa de los fenoles sobre las diversas
precolumnas se efectud utilizando e! montaje mostrado en la figura 2.3A.

De acuerdo con el diagrama de la figura 2.3, la precolumna a evaluar se conecta auna
vélvula de conmutacién la cual a su vez se conecta con el detector UV.

En la primera etapa del proceso (figura 2.3 A), una muestra de agua fomﬁcada can el

soluto ‘se dirige hacia el detector en donde se registra su respuesta. Para cada soluto, esta =~

respuesta representa un valor maximo, el cual depende de la longitud de onda del detector .y es
proporcional a la concentracion del soluto en la muestra fortificada.

Cuando la muestra comienza a pasarse a través de la precolumna de concentracion los
solutos son extraidos por el adsorbente, por lo que al inicio de esta etapa su concentracion en el
eftuente que emerge de la precolumna es nula. Sin embargo, a medida que se desarrolla el
proceso de preconcentracion, el soluto se distribuye a lo largo ‘de la precolumna; cuando se
alcanza un cierto volumen Vp de muestra percolada el soluto comienza a emerger de. la
precolumna y su concentracion en el efluente se incrementa gradualmente hasta alcanzar una
meseta que corresponde a la concentracion del soluto en la muestra original.

El volumen de fugs, Vi, se define experimentalmente como el volumen percolado
correspondiente a una absorbancia igual a un 1% de la absorbancia total de la muestra (Subra et
al., 1988).

2.3.2 VOLUMENES DE DESORCION,

Una vez determinados los volimenes de fuga, los volumenes de desorcion de los solutos se-
determinaron como se indica en el diagrama de la figura 2.3B. Segun el montaje presentado en
esta figura, los solutos concentrados en la precolumna son desorbidos mediante una fise mévil
apropiada. Esta desorcion se traduce en un incremento brusco de la sefial de! detector seguida
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Precolumna

foo
o

kg
FE]
L]

(a)
U Bomba Detector
Fase mévilde

!
|
: desorcidn
1
Precoimag : Precolumaa
1
[}
00|= - = = = = =

i

2 s

<<

(8) VOLUMEN

Figura 2.3, Determinacion del volumen de fuga y'delvv;'olunklen de desorcion por anélisis frontal,
Ve= volumen de fuga, Vy = volumen de’ retencnon, Vm volumen correspondlente a'la cantidad
maxima fijada, Vd = volumen de desorc:on .
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Capitulo 2. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

seguida por una dISI’anClOn paulntma de upo exponencw] Pura los ﬁnes de este trabajo se
defini6 al volumen de desorclotj, V4, como el volum al cual pract todo el soluto
concentrado se ha' desorbldo a precolumna. De. la misma manera que el volumen de fuga Vp,
el volumen de desorcnén, un valor de l% de la absorbancia total de la
muestra.

24 DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
PARA LA PRECONCENTRACION Y ANALISIS EN LINEA DE
LOS FENOLES.

El dispositivo para la preconcentracion de los fenoles, asi como para su subsecuente
desorcion y andlisis en linea se presenta en la figura 2.4,

En el dispositivo presentado en la f'gura 24, las valvulas l y “I'son dos valvulas de L
conmutacion; la valvula IIX es una valvula de inyeccion adaptada con un rizo, R, de volumen
constante, Las conexiones del dispositivo estan realizadas con’'tubo capilar (0.01 pulgadas de
didmetro interno) de acero inoxidable o_de polimero Peek®"Todos los conectores son de
polimero Peek ®. ; /

En la figura 2.4 A las vélvulas de conmutacion 1 y ‘se encuen!ran en la pos:cron
“CARGA”", con respecto al flujo de la bomba A, La valvula de myeccxo (D) tamblen se
encuentra en la posicion de CARGA.

En la figura 2.4 B las vilvulas de conmutacién I y II se encuentran en:la’ posxclon :
“INYECCION”, con respecto al flujo de la bomba A. La valvula de myeccxon (HI) también se
encuentra en la posicion de INYECCION.

Las combinaciones de posic de las valvulas mostradas en la ﬁgura 2.4nose uuhzamn

nunca durante el proceso expenmental Simplemente sirven para ilustrar claramente las | osxbles v

direcciones de los flujos provenientes de las bombas A y B.

La precolumna adaptada a la valvula de conmutacion I es la precolumna amomca ‘de 20 x2
mm (di). La precolumna de concentracién adaptada a la valvula de conmutac:on ll es la
precolumna PRP de 30 x 4.6 mm (di).
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(A) :n:jl:crcn 7 ' (B) ’ - OETE

RIZO OF VOLUMEN "+ " RIZ0 DE VOLUMEN .
i1 CONSTANTE (R) -

COMSTANTE(R) |

Figura 2.4, D:agrama quematico”del sistéma de conmutacién de valvulas empleado en este
trabajo para la preconcentracwn en’ fase . sohda y anahsxs en lmea de t‘enoles presemes en
muestras de agua. o . o .
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El procedlmxento‘expenmental del método de anlisis desarrollado ‘en este trﬂbajo se

Imcmlmente la’ preco umnia PRP se equnhbra, mediante la bomba B, con 30 ml de amdo ;
perclénco depH=2. Esta etapa se efectia a un flujo de 3 ml/mm

Una vez equ:hbrada la precolumna PRP, s percolan a través de ésta 20 ml de la muestra .
acuosa :de’ fenoles™ a estudiar ‘(la  cual se encuentra ajustada a‘un:pH dei2). La
preconcentrac' 1 se efectua aun ﬂu)o de I m/min. .

Despues de qu los solutos se han preconcenlrado, la precolumna PRP se lava con 0. 5 m] .

La precolumna anidnica se equ:hbra con 30 ml de dxsolucué de: hidroxido de sodlo!, v
a)uslada aun pHde 115, Esta operacnon puegje efcctuarse a'un flujo de 2.5 i

Una vez equnhbrada Ia precolumna amomca, pane de los fenoles® preconcentrados en la:

precolumna PRP “se’desorben ‘de ésta y se, transfieren hacia la® precolumna ‘anionica, ©-.

empleando’3 ml dé Ia dlsolucxon de hidroxido de“sodio de pH = na v oc1dad de. “
flujo de 1 ml/mm : : ES

La precolumna anidnica se lava con 0.5 ml de agua ‘auna velomdad de ﬂujo de 0, 1 ml/mm

Una vez terminado el lavado, la precolumna aniénica se conect en lmea con la columns 2
analitica C18 mediante la valvula de conmutacion L. Los solutos’ concentrados se desorben

de la precolumna anidnica para su separacion y anilisi medmme la’ fase 0 envmda por
la bomba A. ; : : Lo
Las condiciones para la desorcion, separacion y deteccmn de l iados 'sbonﬂ l_as
siguientes: e
Fase movil;

COMPONENTE .- % VOLUME

Acctonitrilo 20 %

Fasc A 80

FASE A: Disolucidn acuosa de acido fémiico:" 0.05M + éciao L
perclérico 0.02M; ajustada a un pH = 3.5 con hidréxido de sodio. .
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Condiciones del detector UV:

Longitud de onda 270 nm
Sensibilidad 0.005 UA/mv -
Constante de ticmpo 0.5 seg.

Flujo: 1 ml/min.

Una vez concluido el andlisis de los fenoles desorbidos, se efectiia una inyeccion a través
de Ia valvula IIT, manteniendo la precolumna aniénica en linea con la columna analitica, Se
inyectan 20 pl de una disolucién de fenol, 4-nitrofenol, 2-clorofenol y 2-nitrofenol con una
concentracion 100 veces mayor que la de la fortificada empleada para’efectuar la
carga de 20 ml en la etapa 2. Esta inyeccién se realiza con el objeto de calcular los
porcientos de recuperacion respectivos. R

Después la precolumna aniénica se lava con 10 ml de agua para climinar el ‘exceso de fase
movil y se equilibra con 30 ml de [a disolucion B, a una velocidad de ﬂu)o de 2.5 mlln-un

Disolucidn B: o !

COMPONENTE
Acetonitrilo

Disolucién de NaOH
(pH=11.5)

. La porcion de los fenoles concentrados en la preocupan PR’ que rio logrd desorberse en la

etapa 5 es desorbida ahora y enviada hacia la precol _' ani6nica, empleando 10 ml de
disolucion B a una velocidad de flujo de I'mV/min.. =" :"

. La precolumna ani6nica, con la segunda porcnon de fcnoles se lava con 0.5 ml de agua

empleando un flujo de 0.1 m/min. -

. Al terminar el lavado de la precolumna amomca, ésta se conecta nuevamente en linea con ",

la_columna analitica C18 y ‘se efectita la transferencia de los fenoles r

lag mismas condlcmncs de desorcmn separacion y deteccion que en iz etapa 7.

De manera simultanea a las operamones de esta etapa la precolumna PRP se lava con 30
mi de agua. ..

57
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13. Después se efectia una inyeccion de 20 pl de una disolucién de 2,4-dinitrofenol con una
concentracién 100 veces mayor que la de este soluto en la muestra fortificada empleada
parala carga de 20 ml en la etapa 2. Esta inyeccion se realiza con el objeto de calcular el
porclento de recuperacnon correspondiente.

ica se lava con 30 mi de agua,

elas ‘px-- C s PRP y anidnica se someten a un proceso de limpieza al final de
cada” anlisis. Dicho proceso consistié en un lavado con 30 ml de una fase mévil que
ascgurara la eliminacion de las posibles impurezas remanentes. La fase mévil empleada en
¢l caso de la precolumna PRP fue una mezcla metanol-agua 50:50 (v/v). Para el caso dela
precolum amomca la ﬂase movnl fue una mezcla metanol agua (NaOH, pH = 11.5) 50:50

El uempo requendo‘ para efectuar el -anilisis de fenoles en muestras acuosas mediante cf
anles descnlo es de aproximadamente 4 horas.

prc

Al concluir la etap; IS ‘las dos precolumnas se encuentran regeneradas. Después de lavar
ambas precolumnas con 20 ml de agua estdn listas para efectuar la preconcentracion y anlisis
deuna nueva muestr .

Enla tabla 2.4se prescnla un resumen del método de andlisis antes descrito. En esta tabla
se indica adems la posicion que deben de guardar las valvulas de conmutacion e inyeccion del
dlsposmvo presentado en la figura 2.4 durante las diversas etapas del método.

Ademas del estudio de las muestras de agua pura fortificadas con fenoles, el método
experimental antes descrito se aplico también para al analisis de algunas muestras de agua
ble, de rio o de ial :

p

Debido a la posible presencia en éstas de sales o sélidos en suspension fue necesario:
efectuar un proceso de filtracion antes de la preconcentracion y anlisis. Para esto se utilizé un
filtro de membrana Nylon de 0.45 um (Phenomenex, AFO-0504) y un dlspOSlllVO de ﬁllrac:on
Millipore. ;

Con la finalidad de establecer si ef filtro de membrana empleado podia relener parte de los'

fenoles contenidos en las muestras analizadas, se realizaron algunos estudios con muestras de -

agua pura fortificadas con los fenoles de interés, las cuales fueron prevmmente filtradas
empleando -la membrana antes mencionada. Los resultados de recuperacion de Ios solutos
mostraron (seccion 3.6) que las membranas no retienen a los fenoles. A :
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Tabla 2.4. Resumen del método experi:

2.3 DETERMINACION EXPERIMENTAL DE ...

| para el analisis de fenoles en muestras acuosas.gh

. U B LUSO roskcl!o:\' DE’ 'ro'sﬁl NDE | POSICION'
) (olmia)Y | LAVALVULAD. | LAVALVULAL.|" - DELA
i OPERAQION BOMBA | (PRECOLUMNA’ | /(PRECOLUMNA'| VALVULA 1
= EMPLEADA ANIONICA) O PRPY )
1 PRP equilibrada con 30 ml de HCIO, a.0) Inyecién Cargn Inyecclon o
(pH=12) Bomba B Cargs
2 Cargs en PRP de 20 wal de disolucion ) Tayecchin Targn Tryrecion o
scwosa (pH = 2) de fenoles Bomba B Cargs
©.0 Tayeccion Carge Tnyeeeidn o
3 Lavada de Is PRP con 0.8 ma) de sgus o0 A
A Antialcs cquilibrade com 30 ml de @s) Cargn Toyeccion Tayeccion o
NeOH (pH = 11.5) Bombe B Carga
Desorcidn de los fenoles en PRP hacls (1.0 Carga Cargn Inyeecibn o
s anténkea con 3 mlde NaOH (pl = 1L5) | Bomba B Carga
5 Lavado de In anidntcs con 0.8 ml dr (0.1) Carge inyecclin Inyeccién o
aqua Bomba B Carga
T da de fencies o) Inyeccion Carpa Tnyeccién o
sl en ankdnics hacia Col sunlities C18 A earga
Inyeccidm de alicuota de 20 i de disobn, 0.0 Tnyeccion Targn Inyeccion
2 patrim de 4 fenoles (FICFINF y INF). Bomba A
Lavedo de I anidnica com 10 @l de ) Cargn Tnyvecton Tnyrccién o
ogus. Rombe B earga
? Antbmicz equilibrada com 30 ml de @) Carga Inyeccitn Inyeccién o
disotucion § Bombs B carga
Tramsferencia de fenoles remanentes en t.0) Carga Carga Inyeccién o
10 PRP hscla anfdnks con 10 ml de | Homba 8 Carga
disolucisn 1.
Lavado de Ia aninica con 0.5 ml de @0 Targa Tnyeccidn Tnyeecion o
" . Bombw B Carpa,
cia de fenoles {1.0) Inyeccion Carge n
o tendbmbcn hacsa Col musitics C18 Bombe A i o Carga
127} Levedo de a PRP con 30 i) de agun a0 i
Bomba B Inyeccitn Cargs Inyeccitn o
Carga
13 Inyeceiéa de altcaots de 20 pd de disoin. [CC) Inyeccion Cargn Tnyeccion
patréa de 24DNF. Bomba A -
" Tavade de s xnbownica con 30 m) de agua [€X0) Cargs Tnyeccion Tmyeccion o
Bomba B Carga
Lavado de la PRF con MeOH-130 (1.5 Inyeccion Carga Inyeectbno
. $0:50 (viv) Bomba : . carga
s .
.9 Carge  Tayeccida o
Lavado de la anialen con MeOH-I10 -
(1 = 11.5) 80:50 (i) Bomba B . R R

¥l primera clapa de transferencia
L Scgunda etapa de transferencia
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Capitulo 3.

RESULTADOS EXPERIMENTALES.

3.1 ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICI ONES DE
OPERACION DEL PROCEDIMIENTO DE ANALISIS.

El objetivo de! método descrito en este trabajo fue el de desarrollar un procedimiento
analitico que permitiera eft el anilisis, en muestras de agua potable, de manantial o de rio,
de diversos compuestos fenblicos sujetos a regulacion por la legislacion ecologica

La mayoria de los métodos reportado hasta ahora para el analisis de fenoles en muestras de.
agua no incluyen al fenol mismo o a los compuestos fenolicos de naturaleza hidrofila, y si los
incluyen las recuperaciones alcanzadas son a menudo bajas y/o sus limites de deteccion son
altos,

Debido a lo anterior, en el presente trabajo se desarrollé un método analitico que permite
efectuar la determinacion selectiva de fenoles de naturaleza hidrofila a concentraciones del
orden de pg/L en muestras de agua reales, es decir, en la presencia de otros contaminantes de
naturaleza apolar, moderadamente polar o ionica. Los fenoles considerados en este estudio
fueron el fenol, el 4-nitrofenol, el 2,4-dinitrofenol, el 2-clorofenol y el 2-nitrofenol.
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Capltulo 3. RESULTADQS E\’PER!MEM‘AL_I;’S. :

3.1.1: SELECCION DE LOS MATERIALES DE EMPAQUE Y LAS
DIMENSIONES: DELAS PRECOLUMNAS "PARA LA EXTRACCION - De
COMPUESTOS FENOLI COS. 2 ‘

El' pnmer punto que se consrdero para el desarrolfo del método analitico presentado en
este trabajo”fue’el relativo a-su selectividad. Como se ha mencionado en el capitulo 1,
dependiendo del origen de la muestra de agua ésta puede estar constituida por una gran
variedad, en tamaiio y naturaleza quimica, de compuestos organicos e inorganicos (cuadro 1).

11

En funcidn de lo anterior, el primer paso para el > del procedimiento
analitico consistié en plantear una estrategia que permitiera eliminar las sustancias presentes en
las muestras de agua que podian provocar interferencias durante el analisis de los fenoles de
interés. El planteamiento de la estrategia mencionada se basé en las siguientes consideraciones:

Para fa eliminacién de los compuestos interferentes de naturaleza apolar o hidrfobica se
consideré en principio el empleo de una precolumna empacada con una fase reversa C18
debido a la afinidad de este tipo de fases hacia dichos compuestos. Sin embargo, teniendo en
cuenta que dentro de los diez compuestos fendlicos considerados por la legislacion ecologica
mexicana también se ran pr compuestos de naturaleza altamente hidrofoba, tales
como el pentaclorofenol o el 2,4,6-triclorofenol, se considerd importante evaluar la capacidad
de adsorcidn de la fase C18 hacia este tipo de fenoles. Para efectuar lo anterior se determinaron
los volumenes de fuga de tres fenoles representativos en una precolumna de 20 x 2 mm (di)
empacada con una fase reversa C18. Los tres fenoles considerados incluyeron al fenol y al 2-
clorofenol como ejemplos de fenoles de naturaleza hidrofila, y al 2,4,6-triclorofenol como
ejemplo de un fenol de naturaleza hidréfoba. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla
3L

Tabla 3.1. Volimenes de fuga, Vg determinados sobre una precolumna de 20 x 2 mm (di),
empacada con una fase reversa C18 (dp = 5 jtm).

Relacibn metanol:fraccidn
S e i acuosa et Ia fase mévil (viv)
SOLUTO [ 1:99 | s95 | 1080 | 15:85
i Ve(ml)
Fenol 0.9 0.6 —— 0.4
2-Clorofenol 3.6 —_— JE—— —
2,4,6-Triclorofenol 36.7 30.5 274 218

La fracci6én acuosa de la fasc movil estuvo constituida per un buffer de 4cido actico/acetato de soduo, aun pH 7.0. La
concentsacion de los fenoles en fa disolucion de carga fue de 0.5 mg/L.
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La tabla 3.1 muestra que e} fenol practicamente no es retenido por la fase reversa C18, aun
en ausencia de metanol en la fase mévil de carga. En el caso del 2-clorofenol, a pesar de que
éste muestra una mayor afinidad que el fenol hacia la fase C18, su volumen de fuga es atn
apreciablemente bajo, por lo que es evidente que ¢l uso de la fase C18 para fa preconccmramon
de los fenoles de naturaleza hidréfila no es recomendable. 3

En contraste con las observaciones anteriores el 2,4,6-triclorofenol muestra una alta”
afinidad hacia la fase C18, lo cual provoca una alta retencién de dicho soluto aun en presencia
de una concentracion relativamente alta (15 % en volumen) de metanol en la’ fase movil

pleada para la determinacidn de los voli de fuga. ‘

Los resultados anteriores indican que la fase reversa C18 no puede emplearse para efectuar
una limpieza preliminar de la muestra a estudiar, que permita eliminar los compuestos
interferentes de naturaleza apolar o hidréfoba presentes en ésta, ya que en caso de efectuar
dicha operacién los fenoles tales como el 2,4,6-triclorofenol o el pentaclorofenal también sor.
extraidos de manera apreciable.

Por {as razones anteriores se concluyé que la fase C18 no podia tener ninguna aplicacién
de cardcter prictico para ef establecimiento del método analitico planteado en este trabajo.

Se ha reportado que las fases poliméricas estireno-divinilbenceno (PRP) presentan una
mayor afinidad que fas fases reversas C18 hacia compuestos moderadamente polares tales
como los mono y diclorofenofes (Werkhaven-Goewie et al., 1981; Werkhoven-Goewie et al,,
1982; Smith y Pictrzyc, 1983). Ademis, las fases PRP son mucho mas apropiadas que las fases
C18 para efectuar {a preconcentracion de analitos que contienen sustituyentes polarizables tales
coma grupos nitro, fenilo o haldgeno (Caquart y Hennion, 1992).

En funcion de las consideraciones anteriores se decidio evaluar la capacidad de una fase
PRP para realizar los procesos de preconcentracion de los compuestos fendlicos de interés.
Para efectuar dicha evaluacion se determinaron los volimenes de fuga de los tres fenoles
representativos antes mencionades (fenol, 2-clorofenol y 2,4,6-triclorofenol) sobre una
precolumna de 20 x 2 mm (di) empacada con una fase PRP de {0 um de didmetro de particula.
Los resuliados obtenidos se presentan en la tabla 3.2,

En la tabla 3.2 se observa que los fenoles de naturaleza hidréfoba, como ¢l 2,4,6-
triclorofenol, pueden preconcentrarse satisfactoriamente sobre la precolumna PRP. Sin
embargo, para el caso de Jos solutos hidrofilos, tales como el fenol y el 2-clorofenol, la fuga
atn ocurre a volimenes refativamente pequefios de muestra preconcentrada. A pesar de o
anterior, y debido a la alta estabilidad mecanica y quimica de las fases PRP asi como a sus
excelentes propiedades para preconcentrar compuestos fendlicos de naturaleza moderadamente
hidrafila, se decidio utilizar esta fase para eft d

el procedimiento primario de
preconcentracion de los fenoles polares, por 1o que se procedié a optimizar el tamafio de la
precolumna.
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Tabla 3. 2. Volumenes de ﬁnga, Vr, sobre una precolumna de 20 x 2 mm (dn) empacada con una’
fssePRP(dp—-lOum) : : L . R

maanal ﬁaodd;‘u
a fase mévd(v/

5:95
S e U7 Ve (i)
Fenol : 14 1405010
2-Clorofencl 73 — e
2,4,6-Triclorofenol 45.1 —_— ——

La fraccién acucsa de la fise mévil estuvo constituida por un buffer de icido uéhmlw.mln de sodla aun pH = 7.0,
Concentracién de los fenoles en la disolucitn de carga = 0.5 mg/L.

Para establecer el tamaiio optimo de esta precolumna se consideré como parametro
fundamental el limite de deteccion que se deseaba al para los diversos fenoles de interés.
Se tuvo como meta primordial que el limite de deteccion alcanzado fuera al menos igual a la
concentracion méxima aceptable establecida en los criterios ecoldgicos de calidad del agua de
la legislacion para el control de la contaminacion de agua en México (DOF,1989). Estas
concentraciones se muestran en la tabla 3.3,

En el sistema cromatogrifico (HPLC) del método analitico desarrollado en este trabajo se
emple6 un detector UV de longitud de onda variable. La sensibilidad de este detector hacia los
compuestos fendlicos depende de la longitud de onda a la cual se efectua la deteccion. Con
excepcién del 2,4-dinitrofenol, el 4,6-dinitro-2-metilfenol y el pentaclorofenol, cuyos méximos
de absorbancia se encuentran cercanos a 254 nm, la longitud de onda de los maximos de
absorbancia del resto de los compuestos fenélicos presentados en la tabla 3.3 se encuentra
cercana a los 270 nm (Realini, 1981; Buckman et al., 1984; Alarcon et al,, 1991),. En la tabla
3.4 se presenta una comparacion de la respuesta de estos fenoles a las dos longitudes de onda
mencionadas.
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Tabla 3.3, Criterios ecoldgicos de calidad del agua. Niveles maximos en nug/L (DOF,1989),

- . FUENTEDE . PROTECCION DE LA VIDA
SOLUTO ABASTECIMIENTO “ACUATICA i, "+
LT DE AGUA POTABLE

Fenol 300

4-Nitrofenol 70
2-Clorofenol 30
2,4-Dinitrofenol 70
2-Nitrofenol 70
2,4-Dimetilfenol 400
2,4-Diclorofenol 30
4-6-Dinitro-2- 10(*
Metilfenol ©)
2,46 PR
Triclorofenol 1009
Pentaclorofenol 305
(*) Este nivel de jon ha sidd extrapoladk cl.anpleo de un modelo mu!an&uao. por lo que en revisiones

posmmpoddnrmdlfudoavnlmmmm\m(DOF 1989) [mfmolucm\sxdmdosmm:am scmdn:an
con letra cursiva, ; K R : E

Tabla 3.4 Relacion de las respuestas de compuestos fenélicos al delector U'V a dos longltudes ;
de onda (270 y 254 nm) )

EEE e | RELACION DE AREAS -
SOLUTO . : . Area po/Area 154
Fenol 1.63
J-Nitrofenol 3.35
2-Clorofenol 4.23
2.4-Dinitrofenol 0.40
2-Nitrofenol 2,09
2 4-Dimetilfenol 6.11
4-Cloro-2-Mctilfenol 5.96
2,4-Diclorofenol 8.36
4-6-Dinitro-2-Metilfenol 0.74
2 4 6-triclorofenol 1.22
Pentaclorofenol 0.14
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Como se observa en la tabla 3.4, con excepcion del 2,4-dinitrofenol e! resto de los cinco
fenoles considerados en este estudio muestra una mejor respuesta a 270 nm. Por esta razon se
eligié dicha longitud de onda para efectuar las determinaciones cuantitativas de estos solutos.

Las concentraciones minimas de los cinco fenoles de interés que podian detectarse
empleado nuestro detector UV se evaluaron inyectando alicuotas de 20 pL de disoluciones de
diferente concentracién. Se encontré que la disolucioén con una concentracion de 1 mg/L de
cada uno de los fenoles producia las sefiales mas bajas que era posible diferenciar de las seflales
de ruido (considerando una altura del pico igual a 3 veces el tamafio de la sefial de ruido, a
0.005 AUFS). De esta manera, la inyeccion de una alicuota de 20 pL. con una concentracion de
1 mg/L correspondio a una cantidad susceptible de ser detectada, equivalente a 20 ng de cada
uno de los cinco fenoles estudiados.

Considerando lo anterior, se dedujo que s se deseaban detectar concentraciones de fenoles
del orden de 0.001 mg/L; lo cual corresponde a la concentracion mas baja establecida para
cualesquiesa de fos cinco compuestos fendlicos considerados (concentracion de fenol en aguas
recreativas con contacto primario, tabla 3.3) era necesario poder preconcentrar al menos 20 mi
de una muestra con esa concentracion.

Como se indica en la tabla 3.2, ef volumen de fuga del feno! sobre fa precolumna PRP de
20 x 2 mm (di) fue de 1.4 m! (empleando agva como fase movil de carga), por lo que si se
deseaba que dicho volumen fuera al menos de 20 mi, era necesario incrementar las dimensiones
de fa precolumna. Sin embargo, dicho incremento deberia hacerse hasta un limite tal que no se
provocaran fenémenos de ensanchamiento de banda y de caidas de presién importantes.

La primera prueba efectuada se realizd empleando como precolumna de concentracion una
columna analitica comercial de |5 cm x 4.4 mm (di). Se empled esta columna de dimensiones
tan grandes debido a la afinidad relativamente débil que parecia existir entre la fase PRP y el
fenol (el soluto menos retenido).

El volumen de fuga del feno! determinado en esta precolumna, empleando como fase movil
de carga una disolucion acuosa a pH = 7 (buffer CH3COQOH/CH3COONa) la cual contenia 1%
de metanol, fue de 151 ml. Este valor indico que era posible detectar concentraciones inclusive
mucho més bajas que la planteada originalmente. Sin embargo fue evidente que el uso de esta
columna como precolumna de concentracion provocaria fendmenos de ensanchamiento de
banda y de caidas de presion importantes. Por tanto, antes de poeder emplear la columna de 15
om de longitud para efectuar los procesos de preconcentracion, fue necesario evaluar la
facilidad con la que se desorbian los diversos compuestos fentlicos preconcentrados en ésta a
fin de establecer si los fenomenos de ensanchamiento de banda, asociados con los procesos de
desorcion, no eran muy pronunciados.

Grieser y Prietrzyk (1973) han mostrado que debido a su caracter acido-base, fa retencion
de los compuestos fendlicos sobre las fases PRP depende del pH asi como del cohtenido de
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modificador orgénico en la fase mévil. Para la mayoria de los fenoles considerados en este
estudio un cambio de pH de 3 a 7 no modifica sustancialmente la retencion sobre la fase PRP,
sin embargo un incremento mayor de pH, por ejemplo por arriba de 11, disminuye de manera
importante su retencién debido a que los jones fenolato generados bajo estas condiciones tienen
poca afinidad hacia el adsorbente. Este fendmeno se manifiesta de manera preponderante en el
caso de los fenoles mas hidréfilos.

En funcién de lo anterior, y haciendo uso de {a alta estabilidad quimica de las fases PRP en

el intervalo de pH de 1 a 14, se busco analizar la itud del fend > de hamiento de
banda inducido por las di ione: grandes de la preco]umna de concentracion. Para esto, se
analizb la desorcion de los comp s leando una fase mdévil de pH alto. El

hecho de emplear este modo de desorcion tuvo la fi nalidad adicional de que los iones fenolato
desorbidos de la precolumna PRP pudieran ser preconcentrados en una segunda precolumna de
dimensiones mis pequefias, empacada con una resina de intercambio anidnico, en la cual se
buscaba que ocurriera una compresion de banda.

Para efectuar fa determinacion de los volimenes de desorcion de los compuestos fendlicos
concentrados en la precolumna PRP de 15 cm de longitud, ésta se cargd previamente con 150
ml de una disolucion acuosa fortificada con una concentracion de 0.1 mg/L de cada uno de los
fenoles de interés. La disolucion acuosa de carga se ajusté a un pH de 2 con acido perclérico.
Después de cargados Yos 150 mi de muestra, la columna se lavo con 5 ml de agua desionizada y
posteriormente los solutos se desorbieron empleando como fase mévif una disolucidn acuosa de
hidraxido de sodio a un pH de 11.5. Los volimenes de inicio y término de desorcion para cada
uno de los fenoles considerados se muestran en la tabla 3.5.

Los datos de la tabla 3.5 muestran que, incluso en el caso de los fenoles hidréfilos, la
desorcion de la precolumna PRP de 15 cm de longitud es lenta, lo cual da una idea aproximada
de la magnitud del fend ) de hamiento de banda inducido por -las - grandes
dimensiones de esta columna.

La tabla 3.5 indica también que los once fenoles presentadas pueden agruparse, en bnse a
su facilidad de desorcion de la columna PRP, en dos grupos:

1. Aquellos solutos cuya desorcion se inicia de manera practicamente inmediata'y
concluye antes de pasar a través de la columna un volumen mayor de 25 m! de la
fase mdvil de desorcion (disolucion acuoss de pH=11.5). Este grupo incluye al
fenol, al 4-nitrofenol, al 2-clorofenol y al 2-nitrofenol.

2. Aquellos solutos que debido a su naturaleza menos hidrofila exhiben una cinética
de desorcion lenta a partir del soporte polimérico estireno-divinilbenceno.. En
este grupo se incluyen a solutos tales como el 2,4-dinitrofenol, ‘el 2,4~
dimetilfenol, el 4-cloro-3-metilfenol, el 2,4-diclorofenol, el 4-6-dinitro-2-
metilfenol, el 2,4,6-triclorofenol y el pentaclorofenot.
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Tabia 3.5. Volumenes de inicio y témuno de desorcaén de Tenotes preconcemrados sobre una
columna de ISO x4 6 mm (dn) empncada con unn fasc PRP (dp 10 pm). i

SOLUTO y
Fenof

4-Nitrofenal

2-Clorofenal

2,4-Dinitroteno!

2-Nitrofenol 5.6

24-Dimetittenol > 70 1% e
4-Cloro-3-Metilfenol 25.4 10677
2,4-Diclorofenol 2.7 104.0
4-6-Dinitro-3-Metilfeno} 60.4 86.5
2,4.6-iclorofenot >70i2 —
Pentaciorofeno} . > 70 (3 -

Fase movil de desorcion: hidroxido de sodio de pH = 11.5.
Preconcentracion de §50 mi de una disolucion scuosa (0.1 mg/L), o ptE = 2, de cada uno de los fenoles indicados, scguida
poc un Javado de la columna con 5 ;i de agua desionizada.
N Después de pasar por I cotunina cargada con el 2,4-dimetilfenol 70 m! de disohucibn e hidroxido de sodio (pli=11.5) na
3¢ observd el inicio de a desarcion ded soluta, entonces, se circuld & través de Ia precolumnn metanal al 100%, bajo estas

dici el inicio de 13 d i6n se dio a los 5.5 mi, sin cmbargo, el (érmino de la desorcion rebasd los 50 ml.
“’Daw&dcpawporhmlmumwgadaconc”d G-triclorofenol 70 mi de di i6n de hidroxida de sodio (pli=11.5)
0o se observd ¢l inicio de [a desorcion del soluto, entonces, se )nm cireular a través de fa precolumna una fase mévil de
Agus (NaOH, pH=11.5):Metanol, 30:20 (v/v), bajo estas i ¢! inicio de la di in se dio 8 los 11.6 mi. El
témina de {a desorcidn e sicanzé a los 58 ml.

"7unbdepasupovlumlwmuwgadacon, i } 70 m} de disolucion de hidroxida de sodio (pli=11.5) no s¢

obeervd ¢} inicio de 1A desorcion del soluto, entonces, se hizo circwlar 3 través de Ia precolumna unn fase mévil de Agua
(NaOH, pH=11.5)Metanol, 80:20 (v/v), bajo estas condiciones e inicio d la desorcién se dio 8 los 20 mi, sin embargo, el
térmiso de ta desorcion rebasa los 230 mh

En funcién de los resultados anteriores se decidid considerar el anilisis* de los' cuatro-
[ s fendlicos indicados en el grupo 1, en presencia de algiin compuesto: fendlico
represcntanvo del grupo 2. El compuesto elegzdo del grupo 2 fue el 2,4-dinitrofenol.” Las
consideraciones anteriores fueron las que sirvieron para definir el conjunto de los cmco fenoles
estudiados en este trabajo. : ! B
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Una vez esiab_lécido, en base a los volimenes de desorcién de Ia tabla’ 3.5, que el
fenémeno de ensanchamiento de banda provocado por la columna de 15 cm era grande se
procedié a optimizar su tamaiio considerando los limites de deteccion deseados.

Debido a que los fenoles concentrados en la precolumna PRP nunca serian desorbidos en
linea hacia la ‘columna analitica para su anilisis, en principio las dimensiones de dicha
precolumna podian ser relativamente grandes a fin de aumentar la retencion de los fenoles
polares, sin que esto se tradujera en un incremento importante del ensanchamiento de banda.
Sin embargo, si estas di i eran apreciabl grandes, se requeriria también de
voliimenes importantes de la fase mévil de desorcion para lograr la desorcién completa de los
fenoles preconcentrados en esta precolumna y su transferencia simultdnea, en linea, hacia la

| con el intercambiador de aniones. El hecho de emplear un volumen
grandc dela fase movil de desorcion podia tener efectos negativos, ya que si los volimenes de
fuga de los fenoles en la columna empacada con el intercambiador de aniones eran pequeﬂos :
entonces la recuperacion de estos solutos podia disminuir drasticamente.

Para tener una estimacion del volumen aproximado de fase mévil que podia emplearse
para la desorcién de los fenoles concentrados en la columna PRP, sin que éstos se fugaran de Ja
precolumna anidnica, se determinaron los volumenes del fuga de algunos fenoles sobre ésta
altima empleando disoluciones acuosas de hidréxido de sodio a diferentes valores de pH. Los‘ .
resultados obtenidos se presentan en Ia tabla 3.6. :

Tabla 3.6. Volamenes de fuga de Ios fenoles, Vy, determinados sobre una precolumna (20 x2

mm di) da con un intercambiador de aniones.
L ) pH de la fase mévil - °
SOLUTO 105 | 110 | 115
e Vi ()
Fenol 214 16.4 14.3
4-Nitrofenol — 227 21.6
2,4-Dinitrofenol | —— 435 38.6
2-Clorofenol — — >25
2-Nitrofenol P — — >25
Fase mévil: disolukién acuosa de hidréxido de sodio, parada justo antes de efectuar la determinacién cxpcnmcnul

Antes de la detenminacion de! volumen de fuga la pn:columnn s¢ equilibré con 30 ml de disolucisn acusa dc NeOHapli= .
12.5 y posteriormente con 40 mi de Ia fase movil.

La determinacion del volumen de fuga se efectud fortificando la fase mﬂ\*nl a una concentracién de 0.1 mg/L de cada fenol.
El (lujo empleado fue de 1.0 mi/min.
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Enla tabla anterior se observa que a medida que aumenta el pH de la disolucion disminuye
el volumen de fuga de los fenoles. Esto se debe principalmente a la fuerte competencia que
existe entre los iones hidroxilo y los jones fenolato por los sitios activos de la resina. Dicha
competencia favorece la fijacion de los iones OH a medida que aumenta el pH. La tabla 3.6
indica ademds que empleando como fase movil de desorcion una disolucion acuosa de
hidréxido de sodio a un pH de 11.5, es posible utilizar hasta 14 ml de ésta para desorber a los
solutos preconcentrados en la precolumna PRP, sin que exista fuga del fenol en la precolumna
anidnica.

Nielen et al., (1986) han reportado que empleando una precolumna de concentracion de 20
x 4.6 mm (di) (volumen =332 ul ) empacada con una fasc PRP, es posible alcanzar un volumen
de fuga para el fenol de 20 ml (empleando como fase movil de carga una disolucion acuosa a
pH = 7). Estos datos sugirieron que la precolumna PRP a emplearse en este trabajo deberia
tener unas dimensiones similares a las antes mencionadas. Sin embargo, debido a que en este
trabajo ademas del fenol se deseaba analizar a otros cuatro compuestos fendlicos, se considerd
conveniente emplear una precolumna PRP de dimensiones mayores que la usada por Nielen y
colaboradores con el fin de eliminar la posible fuga de los solutos debido a fenémenos de
desplazamiento entre ellos. De esta manera la precolumna usada en este trabajo se construyé
con unas dimensiones de 30 x 4.6 mm (di) (volumen =499 pl ), esto es 1 cm mas larga que la
empleada por Nielen y colaboradores.

Una vez establecidas las di iones de la precolumna, se evalué su capacidad de
retencion hacia los fenoles de interés. Esta evaluacion se efectuo determinando el volumen de
fuga de los fenoles, lo cual permitié establecer el volumen maximo de muestra susceptible de
ser preconcentrado.

Los volimenes de fuga de los cinco fenoles estudiados, sobre la precolumna PRP de 30 x
4.6 mm (di) se presentan en la tabla 3.7,

Tabla 3.7. Volamenes de fuga de fenoles, Vi, sobre precolumna PRP de 30 x 4.6 mm (di).

SOLUTO Vr (ml)
Fenol 205
4-Nitrofenol > 5t
2 4,~Dinitrofenol > 50
2-Clorofenol >30
2-Nitrofenol > 50

La muestre pary Ia determinacién de los valignenes de fuga de cada fenol fue una disolucion écida (HCIOs, pH = 2) con una
concenitracion de 0.1 mg/L de ceda soluto | 3
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En un experimento adicional, se determind el volumen de fuga de una miiestra ‘de agua
pura fortificada con los cinco fenoles juntos a una’ concentracion®de’0.05 mg/L cada uno,
observandose el inicio del frente de fuga de la muestra a un volumen de 203 ml

Como se observa en la tabla 3.7, el fenol es el soluto menos relemdo, con un volumen de
fuga de 20.5 ml. Sin embargo, la precolumna PRP de 30 x 4.6, mm (di) resulta aiin apropiada
para efectuar la preconcentracion inicial de los cinco solutos de interés.

Para efectuar la transferencia de los fenoles concentrados en la precolumna PRP hacia la
precolumna ani6nica se considerd inicialmente el uso de una disolucién acuosa de NaOH a un
pH de 11.5. Como se observa en la tabla 3.6 es posible emplear hasta 14 ml de esta disolucion
para efectuar la transferencia en linea, sin que exista fuga de los solutos. Sin embargo,
experimentos adicionales indicaron que para lograr la transferencia total de los fenoles se
requeria de 27 ml de Ia disolucion de NaOH antes mencionada.

Por ofra parte, se penso también en la posibilidad de efectuar la transferencia de los fenoles
de la precolumna PRP hacia la anidnica empleando una disolucion de NaOH, a pH 1L1.5,
mezclada con un modificador organico como el metanol. Sin embargo, cuando la desorcion se
intent6é empleando una fase mévil Metanol-NaOH (pH=11.5) 10:90 (v/v), la fuga del fenol en la
precolumna anionica fue pricticamente inmediata.

En funcién de lo anterior, se concluyd que a fin de tener una recuperacién alta de los
fenoles estudiados, Ia transferencia en linea de los fenoles concentrados en la precolumna PRP
hacia la precolumna anionica debia efectuarse necesariamente mediantc dos etapas de
desorcion.

Como se ha sefialado anteriormente los cinco fenoles de interés en este estudio estuvieron
constituidos por cuatro fenoles de naturaleza hidrofila (fenol, 4-nitrofenol, 2-clorofenol y 2-
nitrofenol) y un fenol de naturaleza hidrofoba (2,4-dinitrofenol). Considerando estos dos
grupos de solutos, se busco que en la primera ctapa de desorcion se transfirieran hacia la
precolumna anionica fundamentalmente los fenoles hidrofilos, per iendo para la segunda
etapa de transferencia el fenol hidréfobo. Lo anterior se hizo con la intencion de que en futuros
trabajos puedan incorporarse a los cinco fenoles estudiados en este trabajo, los otros cinco
fenoles regulados por la legislacion ecologica mexicana de aguas, los cuales se caracterizan por
ser todos de naturaleza hidrofoba. De tal manera que los dicz fenoles contaminantes regulados
puedan ser analizados en base a su naturaleza hidréfila o hidrofoba.

o, Aimi,

De esta manera quedd ido el prc > de preconcentracion en linea de los
cinco compuestos fendlicos de interés. Dicho procedimiento puede resumirse de la siguiente
manera:

Los fenoles contenidos en la muestra de interés (acidificada a un pH = 2) son concentrados
sobre una precolumna PRP de 3 cm de longitud en donde son retenidos junto con otros
compuestos organicos. Los contaminantes de naturaleza inorganica (principalmente sales), que
pueden interferir en la etapa de enriquecimiento sobre el intercambiador aniénico, no - se
retienen sobre [a precolumna PRP. Después de concentrada la muestra, la precolumna PRP es
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lavada con'un volumen de agua igual a su volumen geomé!nco, esto con el fin de asegurar que
todos los compuestos interferentes de naturaleza inorganica son eluidos. Entonces, los fenoles
concentrados son desorbidos en linea hacia la precolumna anionica empleando una disolucion
acuosa de NaOH a'pH = 11.5. Se emplea este valor de pH, para asegurar que todos los fenoles,
incluyendo ‘al fenol mismo el cual posee el valor de pKa mas alto de los cinco solutos
estudiados ( pKa = 10), se transfieran hacia la precolumna aniénica en forma de iones fenolato.
El uso de un pH mayor de la disolucién de NaOH, o el empleo de algitn modificador organico,
provoca que el volumen de fuga de los solutos de interés sobre el intercambiador anionico
disminuya apreciablemente. Después de que los fenoles son eluidos de la precotumna PRP en su
forma anidnica, son adsorbidos sobre una precolumna pequefia empacada con el intercambiador
aniénico, en donde ocurre una compresion de banda de los solutos. Posteriormente esta
precolumna es eluida, en linea, con una fase méovil apropiada hacia una columna analitica C18
en donde se efectiia la separacion y anlisis de los fenoles. Sin embargo, la disolucion de NaOH
de pH = 11.5 no es suficiente para desorber totalmente a los solutos preconcentrados en la
precolumna PRP, por lo que se requiere de una segunda etapa de desorcion, la cual se efectia
empleando como fase movil una disolucién de NaOH (pH 11.5) con un 10 % (v/v) de
acetonitrilo. Mediante esta segunda ctapa es posible desorber de la precolumna PRP, en su
totalidad, a los fenoles remanentes de la primera desorcion y transferirlos hacia fa precolumna
aniénica para una compresion de banda. Los fenoles concentrados sobre el intercambiador de
aniones son desorbidos nuevamente en linea hacia la columna analitica en donde se efectiia su
separacion.

3.1.2 EFICIENCIA DEL ACOPLAMIENTO PRECOLUMNA-COLUMNA
ANALITICA.

Como se ha mencionado en la seccion 2.1.1, la columna analitica empleada en este trélﬁﬂjo )
fite una columna comercial de 15 cm x 4.6 mm (di) empacada con una fase reversa ClS de 5
pm de didmetro de particula, ‘

Debido a la naturaleza hidrofobica de esta fase estacionaria, para la determinacion de la”
eficiencia de la columna analitica se eligié al naftaleno como soluto de prueba y una mezcla
metanol-agua 80:20 (v/v) como fase mévil,

La eficiencia de la columna analitica se evalué determinando su nimero de platos teéricos
(N) asi como la altura de un plato tedrico (H). Los valores de estos parimetros se determmaron‘
mediante las ecuaciones 3.1 y 3.2, respectivamente.
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N;éivm) ) ) ’ @G0

v 62

donde t; es el uempo de retenclén del soluto (naﬁaleno), W;/z es cl ancho dej plco ‘del soluto a
la mitad de su altumy L,es la long:tud de la colimna, . [ £ R

Los r sultad ‘obtenidos en la determinacién de la ficienci de Ia,"'r
se presentan en la tabla 3.8,

tond

Tablia 3.8. condiciones de prueba y eficiencia de la col analitica emp en este trabajo
para la separaci6n de los fenoles estudiados.

Disolucién de naftaleno (10
mg/L)
UV a270 nm

Volumen de la mucstra 20 pl
Fase movil metanol-agua, 80:20 (v/v)
RETENCION DE LA MUESTRA PRI
Ticmpo de retencién (min) | 7.685
EFICIENCIA DE LA COLUMNA !
Factor de capacidad - )
Nitmero de platos/columna 7862 -
Nitmero de platos/metro . 52414
H(w Y]

73

‘anah’tica cns: e



Capltulo 3. RESULTADOS EXPERIMENTALES.

A fin de minimizar el ensanchamiento de banda ocasxonado por:una precolumna, el
volumen de ésta, Vp, debe mantenerse dentro’ de un intervalo que depende del volumen de la
columna analitica, V¢, del nimero de plntos de esta, N,'y del factor. de capac:dad k .- del
analito 4 que se prec Esta nde puede expresarse (Goew:e et al, 19§4;
Nondek y Chvalovsky, 1983, 1984) medlante la ecuacnén 3. 3 S i v

v "Hlk;‘ :

ViV N

Esta condicién - es “vilida-sélo si' el nimero de platos de la columna analitica es °
suficientemente alto (N > 1000).

El volumen de la columna anahtu;a empleada en este trabajo fue de 2,493 pl, en tanto que
el de la precolumna empacada con el intercambiador de aniones fue de 76 pl. Lo anterior
conduce a una relacién Vp/Vg = 0.030. Por otra parte, el valor de los factores de capacidad,
determinados empleando una fase movil acetonitrilo-agua 20:80 (v/v), asi como los valores -
correspondientes de!”término (1+k7)/2J& , para los cinco fenoles estudiados se dan en la
tabla 3.9.

Tabla 3.9. Factor de capacidad y valor del término (l +k! ) 12JN, para los cinco compuestos
fendlicos estudiados:

ComPuEsTO | &y | (1+k4)12VF
Fenol 4.22 0.031
4-Nitrofenol 8.45 0.053
2 4-Dinitrofenol 9.78 0.061
2-Clarofenol 12.76 0.078
2-Nitrofenol 16,34 0.098

En funcion de los resultados anteriores y considerando la ecuacién 3.3, se establecio que la
concentracion - de ‘los fenoles sobre la precolumna ani6nica no debia”:provocar ningin
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ensanchamiento de banda mgmﬁcnnvo, pnra mnguno de los cinco_fenoles estudiados. Esta
deduccién -se comprobd . experimentalmente, : encontrandose . que "en ‘el “método " analitico

desarrollado la preconcentracion de los’ fenoles sobre la precolumna aniénica no produjo un’:
ensanchamiento de banda apreciable para ninguno de los cinco sofutos. i

Es importante observar, sin embargo, que debido a las dimensiones relanvamente grandes‘ Fo

de la precolumna PRP de 3 cm de longitud, de haberse efectuado Ia desorcion en linea hacia la

columna analitica C18 de los fenoles preconcentrados en esta precolumna’ podian’haberse -

provocado fendmenos importantes de ensanchamiento de banda. Esta afimacion:se basa'en el
hecho de que la relacion entre el volumen de la precolumna PRP.y.el volumen dela ‘columna .
analitica C18 (Vp/V¢) adquiere un valor de 0.2, el cual es superior nl valor del factor
(1+k A)IZJ_ de cualquiera de los fenoles ‘mostrados en la labla 3 9 por lo que no se

cumnplen las condiciones establecidas en 1a ecuacion 3.3, i Lt

3.2 ESTABLECIMIENTO:. : DE.
CROMATOGRAFICAS DE SEPARACI ON

La mayoria de los métodos descritos para ¢l analisis de fenoles en aguas por cromatografia-
de liquidos emplean para la separacion de los solutos oolumnés analiticas empacadas con fases .
reversas del tipo C18, Esta separacion se comg con d ion UV o electroquimica.
Las separaciones empleando fases normales también han sido reportadas, sin cmbargo, estas
fases suelen tener una menor capacidad de resolucion (Schabron et al., 1978).

En el presente trabajo, ademds de encontrar condiciones de elucion para que los cinco
fenoles se separaran con una resoluc.ion aceptable, s¢ requeria que la fase mévil tuviera la
fuerza necesaria para desorberlos de la precolumna empacada con el intercambiador de aniones.
Por otra parte, debido a que el método se desarroll6 para aplicarlo en el analisis de muestras de
agua potable y de rio, se buscé que los tiempos de retencion de los solutos fueran relativamente
grandes con el fin de que todas las interferencias presentes en la muestra de agua, no eliminadas
durante ¢l proceso de preconcentracion y que gencralmente eluyen a tiempos de retencién
relativamente cortos, no interfiricran con el analisis de los cinco fenoles de interés.

Zhong-Pei et al.,, (1982), han publicado un método para la preconcentracion en diferido y
el andlisis por HPLC de fenoles en muestras de agua. En dicho método, el fenol se
precancentra empleando una microcolumna de silica fundida (15 x 0.25 mm di) empacada con
un intercambiador de aniones. La desorcion hacia fa columna analitica del fenol preconcentrado
se efectiia empleando una fase movil acetonitrilo-agua 70:30 (v/v). Esta fase movil tiene una
fuerza de elucion tal que provoca que ¢l fenol se desorba facil e del intercambiador de
aniones, sin embargo, su elucion de la columna analitica es cast inmediata.
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Nielen et al., (1986) han propuesto un método para la preconcentracion en linea y analisis
por HPLC ‘de’ fenol “en ‘agua de rio. En este método, el fenol se concentra sobre un
intercambiador de aniones de donde es desorbido hacia una columna analitica C18 para su
anilisis. Para el proceso de desorcion del fenol se empleo inicialmente una fase movil acuosa de
perclorato de sodio 0.1M y écido perclérico 0.01M. Esta fase movil no efectia la desorcién de
una manera satisfactoria ya que, aunque el anion perclorato actia como un desplazador de los
iones fenolato, dicha fase mévil sélo convierte parcialmente al fenol a su forma neutra. Por otra
parte, empleando como fase mévi! una mezcla metanol-agua (buffer de acetato de sodio IM,
(pH = 5), 1:1 (v/v), se observé una elucion eficiente del fenol en su forme neutra. Sin embargo,
debido a la alta concentracion de sal se produjeron efectos secundarios que interfirieron la
deteccion del fenol por fluorescencia. Finalmente los autores antes mencionados encontraron
que el mejor compromiso entre el incremento de la seital y la eficiencia del procedimiento de
elucién se obtuvo empleando una fase mévil formada por un buffer de acetato de sodio 0.4M
de pH = 5, mezclado con metanol en una relacion 1:1 (v/v). Ademas, empleando esta fase
movil Ia regeneracion de la precolumna anidnica es sencilla. Sin embargo, usando una columna
anglitica C18 de 10 ¢cm x 3 mm (di) y un flujo de la fase movil de 0.4 ml/min, el fenol eluye con
un tiempo de retencién de aproximadamente 3 minutos.

Tomando como base las consideraciones antcriores se procedié a establecer las
condiciones mas apropiadas para la desorcion y separacion de los cinco fenoles considerados en
este trabajo.

Como se observa en la tabla 1.2 (seccion 1.3), de los cinco fenoles considerados en este
estudio el 2 4-dinitrofenol es el que posee el valor de pKa mas bajo (pKa = 4), por lo que para
asegurar su desorcion de la precolumna anionica cn una forma neutra se considerd apropiado
emplear una fase movil con un pH inferior a 4. Por otra parte, como se menciond anteriormente
se buscod que la elucién de los cinco fenoles de la columna analitica se diera a tiempos de
retencion tales que permitieran que otros compuestos presentes en muestras reales de aguas no
interfirieran con la deteccion y cuantificacion de los solutos de interés. Desde este punto de
vista, la Gnica alternativa posible parecio ser el empleo de un gradiente de elucion. Después de
evaluar diversas condiciones de separacion se encontraron a las siguientes como unas de las
més prometedoras:

Columna analitica: Spherisorb ODS (dp = 5 1m), 15 cm x 4.6 mm (di).
Fase movil:

Gradiente de elucion
TIEMPO FASEA FASE B
{(minutos) C % %

0 100 0
8 100 0
15 75 25
30 30 70
40 30 70
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Las fases Ay B del gradiénte de elﬁciép estuvicrdn cohstifuidas dela si;gﬁier_\'té“manei'af

Acetonitrilo” v . ¢ 5 40

Buffer formiito de sodio 0.05 95 60
M.pH=3 - :
Deteccidén: UV :a 270 nm.

La separacion de los cinco fenoles de interés empleando las condiciones experimentales
arriba indicadas se muestra en el cromatograma de la figura 3.1. La separacién presentada se
obtuvo al efectuar una inyeccién de 20 pl de una disolucion con una concentracion de 10 mg/L
de cada uno de los fenoles estudiados, manteniendo la precolumna ani6nica (previamente
equilibrada con 20 ml de la fase A) en linea con la columna analitica. La identificacién de los
picos se efectud en base a los tiempos de retencion obtenidos a partir de inyecciones por
separado de cada uno de los fenoles. El pico con un tiempo de retencion de 21.6 minutos es
una impureza presente en la muestra patron de 2,4-dinitrofenol.

Como se observa en el cromatograma presentado en la figura 3.1, el feno), el soluto menos
retenido, eluye con un tiempo de retencién de 16.2 min. Este tiempo se considerd suficiente
para permitir que las sustancias interferentes presentes en las muestras de agua eluyeran de la
columna.

Una vez que se establecio que las condiciones cxperimentales antes presentadas eran
apropiadas para lograr Ia separacion de los fenoles, se procedio a correr una muestra blanco,
siguiendo todas las etapas de concentracion y desorcion establecidas en el método analitico
desarrollado, esto con el {in de establecer si podian existir interferencias que dificultaran la
deteccién o cuantificacién de los solutos de interés. El cromatograma obtenido de la primera
ctapa de desorcion de la muestra blanco se presenta en la figura 3.2. Resultados similares se
obtuvieron después de analizar por separado otras tres muestras blanco.

Como se observa en ¢} cromatograma de la figura 3.2 existe una gran cantidad de sciales
que interfieren con la determinacion de los picos presentes en el cromatograma de la figura 3.1.
Inicialmente se pensd que las interferencias se debian a impurezas presentes en el hidroxido de
sodio o bien a sustancias de naturaleza polimérica que eran extraidas de los recipientes de
polietileno en los cuales se preparaban las disoluciones acuosas de dicha base. Sin embargo, aun
cuando las disoluciones de NaOH se prepararon justo antes de ser usadas e inclusive
empleando recipientes de vidrio pyrex, la presencia de interferencias no disminuyé. Como una
alternativa, se efectuaron experimentos adicionales en los cuales se sustituyd el uso de las
disoluciones de hidréxido de sodio por disoluciones concentradas de hidroxido de amonio. Sin
embargo, aun bajo estas condiciones las interferencias permanecieron. Adicionalmente, las
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disoluciones concentradas de hidréxido de amonio tienen la desventaja de que su composicién
varia en funcién del uempo lo quc d:ﬁculla mantener constante el pH de las disoluciones de
trabajo. : s

3
243397
265105

"{0.00030A "

Tiempo, {min)

Flgurn EXN Separaclon de los cinco. fenoles: de. interés, bl Fenal 2. JMtrafenaI 3 24—
Dinitrofenol; 4. 2-Clorafenol, 5. ZMtro/enol Gradiente de"elucion: 0-8 min:. 0% B; 15 min.
25%B; 30 mm 70% B 30-40 min % B. Velocldad de ﬂu;o 1 ml/mm ; :

78



3.2 ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES CROMATOGRAFICAS.

0.0005 Ua

@
)
'y
-
o

2,027

19.920

T v ¥ T "
o 5 10 15 20 :
Tiempo {min)

Figura 3.2. Cromatograma obtenido en la primera etapa de desorciéon (etapa 7. del
procedimiento experimental descrito en la seccion -2.4) correspondiente al anilisis de una

muestra blanco. La etapa de desorcidn se efectud empleando el gradiente de elucion usado para
1a separacion presentada en la figura 3.1,

ESTA TESIS N3 DESE
SAUR DE LA BistiGTECA
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Es importante mencionar que se probaron otros gradientes de elucion, ademis, del antes
indicado, en los cuales la fuerza de elucion de la fase movil se vario en un amplio intervalo, Sin
embargo, en todas las pruebas efectuadas siempre se gcneraron mterferencnas snmllares a las
presentadas en el cromatograma de la figura 3.2, .

Cuando la desorcion y separacién de los fenoles se efectuo bajo condlclo os lsocraucas las
interferencias desaparecieron. : : .

Es importante mencionar que se probaron otros gmdlentes de elucton ademas del antes ’
indicado, en los cuales Ia fierza de elucién dc |2 fase movil se varié en un amplio intervalo: Sin
embargo, en todas las pruebas efectuadas siempre se generaron mterferencms sxmllares a las
presentadas en el cromatograma de fa figura 3.2. 3 :

Cuando la desorcion y separacién de los fenoles se efectud bajo condiciones lsocrallcas las
interferencias desaparecieron.

Por lo anterior fue necesario efectuar la desorcién y separacién de. los solutos bajo
condiciones isocraticas. Para esto se empled como fase méovil una mezcla acetonitrilo-agua
(pH=3.5) 20:80 (v/v). Con esta fase mavil el fenol, el soluto menos retenido, eluye con un
tiempo de retencion de 7 minutos. El emplear una fase con una concentracion mas alta de
modificador organico provoca que el tiempo de retencién del fenol disminuya, lo cual fue
indeseable para los fines buscados en este trabajo. Por otra parte, al disminuir la fraccion de
acetonitrilo por debajo de 20 % se provoca que el ltimo pico en eluir, el 2-nitrofenol, sufra un
ensanchamiento importante.

Tomando en cuenta las recomendaciones de Nielen et al, (1986) antes presentadas,
relativas a las condiciones dptimas de desorcion del fenol de la precolumna aniénica hacia la
columna analitica, en este trabajo se analizo el efecto de la concentracion de sales presentes en
la porcién acuosa de la fase movil empleada sobre la forma de los picos cromatogréﬁcos Las
especies probadas, ast como su efecto en la reduccién de la amplllud de los picos, se presentan
en la tabla 3.10.

Tabla 3.10. Efecto de diversas especies presentes en la porcion acuosa de la fase mévil sobre el
ensanchamiento de los picos cromatograficos.

1 2 3 4
HCOOH * 0.05M
DISOLUCION | purer  fomisto | Bulfer focmin de | Buffer formiaio de | Acido percts- | + 1iciog 0,02 M.
de sodio 0.02 M, { sadio 0.04 M, pll= { sodio 0.1 M, pH = | rico 0.02M Ajuste del gt x
C [ pim3s 38 3s 3.5 con disoln. de
Naol.
% DE REDUC-
CION EN LA
AMPLITUD —_— ~5 ~15 ~4 ~23
et vico ™
DL
d leanda la di ion actiosa .

M 95 de reduccion’en la amplitud de los picos, con respecto a-los,ob
bl [ES ot 3 L4
LR ST
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Como se observa en la tabla anterior la disolucion acuosa S fue la que presentd el mayor -
efecto de reduccién de la anchura de los picos cromatograficos. Por esta'razon dicha fase
acuosa fue la que se empled junto con el acetonitrilo para formar la fase movil utlhzada para la
desorcién y separacion de los fenoles.

La fase mévil quedé constituida de la siguiente manera: acetonitrilo-fase acuosa 20:80 .
(v/v). La separacién de los cinco fenoles considerados en este estudio, durante las dos etapas .
de desorcién, empleando la fase movil mencionada, una columna analitica CIS asi como
deteccion UV a una longitud de onda de 270 nm se presenta en la figura 3.3,

En la figura 3.4 se presentan los cromatogramas obtenidos en las dos etapas de desorcién, :
después de aplicar el método de anilisis a una muestra blanco. La sefial con un tiempo de. -
retencion de*8.043 min en el cromatograma de la figura 3.4A comesponde-a impurezas
presentes posiblemente en las disoluciones de acidos o base usadas durante el transcurso del
anélisis.

2.3 RECUPERACION DE LOS FENOLES.

La determinacion de la recuperacion de cada soluto se efectud comparando el drea de la
sefial obtenida al aplicar el método a muestras de agua pura fortificadas con los fenoles, con el
4rea obtenida por la inyeccion directa de una cantidad igual del fenol respectivo. Para la
determinacion de las recuperaciones se tomaron en cuenta los volimenes corregidos obtenidos
en la calibracion del rizo del inyector del cromatografo y de las puntas de la micropipeta
empleada en la preparacion de las muestras de agua fortificadas. Esta calibracion se efectud de
acuerdo al procedimiento descrito en [a seccion 2.1.2.

En la tabla 3.11 se presentan las recuperaciones obtenidas para los cinco fenoles
estudiados asi como la precision obtenida en el andlisis de varias muestras de agua grado
HPLC, fortificadas con una concentracion de aproximadamente 10 pug/L de cada fenol.
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Figura 3.3, Determinacion de fenoles en muestra de agua fonificada. A). Primera etapa de
desorcion, B) Segunda etapa de desorcion. Preconcentracion de 20 mi de agua pura fortificada
con 10 ugfl. de cada uno ‘de los siguientes fenoles: 1. Fenol, 2. J-nitrofenol, 3. 2,4-
dinitrafenol, 4. 2-clorafenol y 8. 2-nitrofenol. Columna analitica Spherisorb ODS, dp = 5 pm
(15 cm x 4.6 mm di). Fase movil: acetonitrilo-agua (HCOOH 0.05M + HCIO, 0.02M, pH =
3.5) 20:80 (v/v). Velocidad de flujo: 1 ml/min. Deteccion UV 2 270 nm.
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licacion, o de anélisis de fenoles desarrollado ‘en este trabajo'a una
muestra blanca. *'A). . Primera_. etapa - de desorcion, B). Segunda etapa: de’: desorcion.
Preconcentracion de 20 mi_de.agua pur 2 Columna anatitica Spherisorb ODS,'dp = 5 um (15
cm x 4.6 mm di), Fase movil: acetonitrilo-agua (HCOOH 0.05M + HCIO4 0.02M, pH = 3.5)
20:80 (v/v). Velocidad de ﬂujo 1 m!/mm Deteccion UV-a 270 nm,
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Tabla 3.11, Recuperacion obtenida para los cinco fenoles estudiados,

1" DESORCION . | - 2 DESORCIGN * | DESORCION TOTAL

R [T ovir@ | s [-cv- R ] s ] cv:
Fenol 9 [ 8545 [ 106 | 124 | — | — | — | 8542 | 106 | 124
4-Nitrofenol 918019 | 175 | 2.16 | 20.16 | 1.44 | 7.16 | 10035 | 1.45 | 1.44
2,4-Dinitrofenol | 8 | 8.08 | 0.83 | 10.74 | R9.88 | 1.81 | 202 | 97.96 | 2.11 | 2.17
2-Clorofenal 8 | 80.44 | 142 | 1.77 | 18.50 | 2.36 | 12.73 | 9895 | 1.83 | 1.86
2-Nitrofenol 9| 7533 1.55 206 1 2462 | 1.23 | 6.58 | 99.95 147 148

La precision esta expresada numéricamente como la desviacidn estandar, o, estimada
analiticamente por s y por la desviacion estandar relativa o coeﬁc:ente de vanacnon (CV)

El cstlmador s de la desviacion estandar se calculéd mediante Ia ecuacion 3.4:

(3.4)

donde n es el nimero de medldas, x, es el valor medldo en el ensayo i y Fesel esumador de la
media poblacmnal M, calculado de acuerdo con la’ ccuacnon 3.5,

e (3.5)‘

(3.6)
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3. RECUPERACION DE LOS FENOLES.

Como se observa en Ia tabla 3.11, debido a su naturaleza hidrofila, el fenol concentrado en
Ia precolumna PRP se transfiere en su totalidad hacia la precolumna anidnica durante 1a primera
etapa de desorcion. Sin embargo, dicha naturaleza también provoca que la recuperacion del
fenol no sea del 100%. Como se ha mencionado anteriormente, las dimensiones de la
precolumna PRP empleada son apropiadas para preconcentrar 20 ml de muestra sin que exista
fuga de ninguno de los cinco solutos analizados, incluido el fenol mismo. No obstante, es
importante tener en cuenta que antes de la primera etapa de separacion de los fenoles (etapa 7
del procedimiento experimental descrito en la seccion 2.4) las precolumnas PRP y anidnica son
lavadas con 0.5 ml de agua (etapas 3 y 6, respecti , det procedimiento experi |
mostrado en la seccion 2.4), Probablemente este hecho provoca que parte del fenol
cancentrado comience a ser parcialmente desorbido de las precolumnas alcanzindose sélo una
recuperacion del 85% para este soluto.

Exceptuando al fenol, el resto de los solutos analizados alcanzan una recuperacion
practicamente del 100%.

Con el fin de blecer si disti el 4-nitrofenol, el 24-dinitrofenol, el 2-
clorofenol y el 2-nitrofenol alcanzaban una recuperacién del 100%, se efectud una prueba de
hipotesis (Miller y Freund, 1965) relativa a Ja medla de las recuperaclones obtemdas para cada
soluto. E E

El estadistico de prueba émpleadb para If_A {:omprobacién dela hipétésis fue el siguiente:

de libertad. :
-Hipétesisnulﬁ, : Ho u 100
* Hipbtesis altema H; ue 100 ‘ ‘— 

La hnpotesls altema H I'es hlla(eral debldo aque se desea rechazar la h:potes:s nula sn la.
media de las determmacnones de recuperac:on es sngmﬁcauvamcme menor.o mayor de lOO

Los valores de teat para Ios cinco fenoles estudlados Jumoscon los, valores’ de tm (n-l)
para los niveles de’ sngmﬁcancm o= O 02 ya 0,05, se prcsentan en la tabla 3,12,
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Capltulo 3. RESULTADOS EXPERIMENTALES.

Tabla 3,12, Valores de tm y de tca (n-l), parn un mvel de sxgmﬁcanc:a a=005ya=0.02
para el caso de Ios cmco fenolm atudmdos

. |soLuro. | st e |
Fenol 29 L4126 |3 23065 0 | 02,896
4-Nitrofenol - 9] 40,724 2,306 5 | 42,896
2,4-Dinitrofenol 8| 2735 2365 " 172,998
2-Clorofenol <= {871 1:1.623 2,365 : 2,998
2-Nitrofenol - -9 1 -0.102 2.306 2.896

Como se observa en la tabla 3.12, empleando tanto un nivel de significancia a = 0.05
como un nivel « = 0.02 se rechaza la hipétesis nula de que el fenol se recupera en un 100%.
Con un nivel de significancia o = 0.05 se rechaza ademas la hipotesis nula de que el 2,4-
dinitrofenol se recupera en un 100%. Sin embargo, empleando un nivel de significancia o =
0.02 se aceptan las hipotesis nulas que establecen que, exceptuando al fenol, el resto de los
fenoles estudiados se recupera en un 100%. Como se indicard posteriormente, la recuperacion
del d-clorofenol, el 2,4-dinitrofenol, el 2-clorofenol y el 2-nitrofenol es del 100% en un
intervalo de concentracion comprendido entre 2 y 120 pg/L.

El intervalo de confianza para la recuperacion de los cinco fenoles se estimé medlame la
relacion:

' '('3‘.8)7 ‘

Considerando un nivel de stgmﬁcancm @ =.0.02 as: como los datos presentados en'las -
tablas 3.11'y 3.12, los intervalos de conﬁanza estlmados se presentan en la tabla 3. 13..

86



3.4 INTERVALO DE RESPUESTA LINEAL DEL METODO.

Tabla 3.13. Intervalo de confianza para los datos de recuperacion. de los cinco fenoles
estudiados.

SOLUTO | e LA RECUPERACION (3.
Fenol 8440 < R < 86.44
4-Nitrofenol 9895 < R < 101.75
2,4-Dinitrofenol 95,72 < R < 100.20
2-Clorofenol 9701 < R < 100.89
2-Nitrofenol 19853 < R < 10140

3.4 INTERVALO DE RESPUESTA LINFAL DEL METODO.

g PTTINY

La sensxblhdad de un procedimiento ) para un cuantitativo se puede definir
como la pendiente de la funcion analitica de calibracién y = f{x). Esta funcién de calibracién
relaciona el resultado () de un proceso de medicién (una corriente eléctrica, un voltaje, un
peso, etc.) con la concentracion o cantidad (x) del soluto que se determina.

Aafinid

El intervalo en el cual la sensibilidad se fene cc esta » por un limite
inferior y un limite superior. Por definicion el limite inferior sera el limite de deteccion (como se
define en la seccién 3.5) y la concentracién donde la sensibilidad comienza a cambiar (al ir de
concentraciones bajas hacia concentraciones altas) se puede considerar como el limite superior.
Debido a que este cambio es gradual, es io especificar clar lo que se considera
como una curva de calibracion recta. una definicion del limite superior puede ser la
concentracion en donde la respuesta difiere por un cierto porcentaje (por ejemplo 3%) de la
respuesta que se deberia esperar para una sensibilidad similar a Ia existente cerca del limite de
deteccion. Considerando los dos limites antes mencionados es posible definir el intervalo Imeal
o dinamico, para caracterizar a un procedimiento analitico.

El concepto del intervalo lineal (Massart et al., 1978) se ilustra en la figura 3.5. El
intervalo lineal se expresa usualmente como el niimero de décadas entre los limites inferior y
superior.
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Capitulo 3. RESULTADOS EXPERINMENTALES.

' deteccién

Figura 3.5. Definicion del imervélq lineal." *

Para establecer el intervalo lineal del método desarrollado en este lrabajo se anahwon
muestras de agua grado HPLC, fortificadas con cada uno de los cmco fenoles, emplcando
concentraciones que variaron entre 2 y 120 pg/L. Sl

Los resultados que describen la respuesta del detector en funkion de la concentraclon e
cada fenol en la muestra de agua analizada se presentan en las tablas 3.14 a 3. "8 yen las figuras
3.6a3.10.
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3.4 INTERVALO DE RESPUESTA LINEAL DEL METODO.

‘Tabla 3.14, Variacion de la respuesta del detcctor en l‘uncnon dc la concentracion de fenol enla
muestra de agua fomﬁcada Volumen de muestr cargadn 20 ml,

1110
1240

i1y 37931 + 81544 x
= 0,995
‘P =0.9990

AREA (cvr.rma)
1,000,000

800,000

600,000

400,000

200,000

0 . N
o 0 40

60 80 100 120
CONCERTRACION {ug/L)

Figura 3.6. Variacion de 1a respuesta del detector en funcion de la concentracion de fenol en la
muestra de agua fortificada. Volumen de muestra cargada: 20 mi
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Capitulo 3. RESULTADOS EXPERIMENTALES.

Tabla 3.15." Variacion de la respuesta del detector en funcion de la concentracion de 4+
nitrofenol en_la muestra de agua fortificada. Volumen de muestra cargada: 20 mi.’

CONCENTRACION AREA
' DE LA MURSTRA (CUENTAS)
- Ge/L)
2.3 63194
4.6 126986
21.6 307288
23.1 627603
46.2 1216442
69.5 1862096
92.6 2445510
104.0 2938159
116.0 3082828
s g £067.1 + 270796 x
LI “rw 0.9990
P = 0.9980
AREA (CURNTAR)
3,500,000 ~———
1,006,000 I .
2,508,000 -
2,000,000 -
1,500,800 [
1,000,000
500,000
%o 2 0 w0 %0 100 120
CONCENTRACION (pg/L|

Figura 3.7. Variacion de la respuesta del detector en funcion de la concentracion de 4-
nitrofenol en Ja muestra de agua fortificada. Volumen de muestra cargada: 20 ml.
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3.4 INTER VALd DE RESPUESTA LINEAL DEL AIETODO;

Tabla 3.16. Variat‘:ién‘de Ia respu‘esla del detector en funcion de la concentracion de 2,4-

dinitrofenol en la muestra de agua fortificada. Volumen de muestra cargada: 20 ml.

.. CONCENTRACION AREA
. DE Mw (CUENTAS)
24 61912
4.7 121780
1.9 326490
0.7 645521
41.5 1273422
712 1945280
95.0 2628187
107.0 2934358
119.0 3137747
N __p=-36710 +27034.9 x
r=0.9998
o = 09930

¢ 0 40 &

L)

CONCENTRACION (pg/L)

Figura 3.8. Variacion de la respuesta del detector en funcion de la concentracion de 2,4-

dinitrofenol en la muestra de agua fortificada. Volumen de muestra cargada: 20 ml.
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Capitulo 3. RESULTADOS EXPERIMENTALES.

Tabla 3.17. Variacién’ de'la respuiesta ‘del delec;ér en funcion de la. concentracién de 2-
clorofenol en la muestra de agua fortificada; Volumen de muestra cargada: 20 ml.

0 20 0 6 80 100 120
CONCENTRACION {ug/L)

R

Figura 3.9. Variacion de la respuesta del detector en funcién de la concentracion de 2.
clorofenol en la muestra de agua fortificada. Volumen de muestra cargada’ 20 ml
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3.4 INTERVALO DE RESPUESTA LINEAL DEL AII?’I‘QDO.

Tabla 3.18. Vnnaclon de la. respuesta del- detector ‘en funcién’ de la conccntraqmn de 2-,

nitrofenol en la muestra de agua fomﬁcada Volumen de muestra cargada 20 mi.

ONCENTRACION AREA

D{HW' (CUENTAS)

2.6 25002

5.1 49947

12.7 136266

25.5 252388

50.9 508071

76.4 808534

102.0 1083243

1150 1226943

127.0 1285800

y = -3836.2 + 10462.8¢

r=0,9992
P = 09984

o 20 40 60

80 104
CONCENTRACION (ng/L)

Figura 3.10. Variacion de la respuesta del detector en funcion de la concentracion de 2-

nitrofenol en la muestra de agua fortificada. Volumen de muestra cargada: 20 ml.
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Capliulo 3. RESULTADOS EXPERIMENTALES,

Para los cinco fenolcs estudlados la rccla de regresmn que dcscrlbe la_variacién de la
respuesta del detector UV.en funclon de la concentraclon de cada soluto en la muestra de agua
analizada tiene la forma: : .

y=a+bx (3.9)

donde a es la ordenada de la recta al origen 'y b es su pendiente.

Las rectas de regresion obtenidas para los cinco fenoles se emplearon para estimar el
limite de d ion del procedimiento analitico para dichos solutos. Primero fite necesario
establecer si se podia considerar que, estadisticamente, cada una de las rectas pasaba por el
origen del sistema de coordenadas, o bien que el coeficiente a obtenido en cada ecuacion era,
estadisticamente, igual a cero. Para esta verificacion se efectué una prueba de hipotesis relativa
a dicho coeficiente de regresion,

Es importante remarcar que los valores de @ y b obtenidos en las ecuaciones de ajuste son
estimadores de los cocficientes de regresion a y B de la recta de regresion real;

y=a+px o (3.10)
Para contrastar la hipotesis nula:
Ho a=0
respecto a la hipégc#is alrlemav : : )

se empleo el estadistico dé‘pr‘uebé (Millery chtjnd, 1965):
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3.4 INTERVALO DE. RESPUESTA LINEAL DEL A]{EIDDO.;

(3.i1)

donde n es el nimero de puntos sobrc la recta de regres:on, X.es el va!or promedno de los’
valoresx; , ¥ :

':SS

o 2)5 (.12

siendo

G.13)

(3.14)

(3.15)

Empleando un, mvel de signi xcancm a dado, se_ rechaza la hxpotesxs nulasit<-tgp o t>
tan, donde typ €5 el valor delatde Studenl para un 'nivel de significancia o con n-2 grados de
fibertad. Los resullados obtemdos enla. venf‘ fcacion de 1a hipbtesis nula para los cinco fenoles
estudiados, emp]eando un mvel de slgmﬁcancm o =0.05, se presentan en la tabla 3.19.

Los resultados de la tabla 3. 19 permiten comprobar que, para los cinco fenoles estudiados,
el valor del coeficiente a de la recta de regresion es, estadisticamente, igual a cero.
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Capltulo 3, RESULTADOS EXPERIMENTALES.

Tabla 3.19, Venﬁcacnon de la hipotesis nula que establece que las rectas de regresion que
describen la variacion de la respuesta del detector en funcion de la concentracién de cada fenol,

pasan por el origen del si de coordenadas. Nivel de signifi ia o0 = 0.05.
SOLUTO. t n tan(n-1 gl) tAceptar Ho?
Fenol ~0.584 10 2.306 Si
4-Nitrofenol -0.200 9 2.365 Si
2,4-Dini ' 0.166 9 2.365 Si
2-Cl\ ] -0.588 9 2.365 Si
2-Nitrofenol -0.325 9 2,365 Si

Los limites del intervalo de confianza para los coceficicntes « y & de las rectas de regresion
se estimaron mediante la expresion 3.16,

.ai:,,,—-s (3.16)

Los mtervalos de conﬁanza para los coefi cnemes a de las ecuaciones de regresion de los
cinco fenoles estudlados, emplcando un nivel"de confianza & '= 0.05, se presentan en la tabla
3.20 Lo

Tabla 3.20, Initz_r})alo_ de confianza de los coeficientes a de las rectas de regresion.

SOLUTO I'NTERV(AA{;‘O.'D‘IIZ' ;'OIP:)FIANZA
Fenol -18036 <a < 10750
4-Nitrofenol -79683 < @ < 66965
2,4-Dinitrofcnol ~I8554 <@ < 55896
2-Clorofenol -25144 <a < 15129
2-Nitrofenol -31724 <a < 24052

Posteriormente, se analizo la recuperacién de los fenoles en el intervalo de concentracion:
estudiado. La variacion de la cantidad concentrada en funcion de la cantidad recuperada al final
det analisis, se presenta en las tablas 3.21 a 3.25, asi como en las figuras 3.11 a 3.15.
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Tabla 3.21. Variacién

concentrada,

3.4 INTERVALO DE RESPUESTA LINEAL DEL METODO.

1240 1100
1490 1280
1980 1710
2230 1910
2480 2140
p=-2,67+0.8618x
r = 0.9997
¢ = 0.9993

2,500

2,000

1,500

CANTIDAD RECUPERADA {ng)

1,000 1,500

CANTIDAD CARGADA {ng

2,000

2,500

de la can'tiax'id dé fendlfecupémdr': en funéic’m de la cantidud'de fenol

Figura 3.11. Variacion de la cantidad de fenol recuperada en funcién de la cantidad de fenol

concentrada.
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Capitulo 3. RESULTADOS EXPERIMENTALES.

Tabla 3.22, Vanaciéh dela ca.mldad de 4- mlrofenol recuperada en ﬁmc:oﬁ de la cantidad de 4-
nitrofenol concemrada [

1330 1380 k Do

1850 1740
2080 2100
2320 2330
- »=-6.459 +0,9915 x
“r=0,9990 g ’
r =0.9979

CANTIDAD RECUPERADA (ng)
2,500 -
2,000
.
1,500 |
1,000 F
s00 |-
o .
o 500 1,000 1,500 2,000 2,8
CANTIDAD CARGADA [ng)

Figura 3.12. Variacion de la cantidad de 4-nitrofenol recuperada en funcion de la cantidad de
4-nitrofenol concentrada.
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3.4 INTERVALO DE RESPUESTA LINEAL DEL METODO. "

Tabla 3.23, Varacién de la canudad de 2,4- dmnrofenol recuperada en fum:mn de la canndad
de 2,4-dinitrofenol concentrada

1420 1440
1900 1990
2140 2150
2380 2350

p=-1,923 + 1,009 x

r=0.9994

r = 0,9988

2,500

CANTIAD RECUPERADA (ng)

-~
£l

Loow

1,500 2,000

CANTIDAD CARGADA (ng)

2,50

Figura 3.13. Variacion de la cantidad de 2,4-dinitrofenol recuperada en funcion de la cantidad
de 2,4-dinitrofeno} concentrada.
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Capitulo 3, RESULTADOS EXPERIMENTALES. .

Tabla 3.24, Variacién de Ia cantldad de 2-clorof‘enol recupernda en ﬁ.mclon de fa canudad de’
2-clorofenol concentrada R

1890 = 7| o . 1880
: S 2120
52360 480

vcmmmmunymunu

2,000 -

i . .
[ 500 1,000 1,500 2,000 2,500
CANTIDAD CARGADA (ng)

Figura 3,14, Variacion de la cantidad de 2-clorofenol recuperada en funcion de la cantidad de
2-clorofenol concentrada
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3.4 INTERVALO DE RESPUESTA LINEAL DEL METODO. :

Tabla 3.25. Variacion de la cantidad de 2-ni&r6fenoi recuperada en funcion de la cantidad de“z-
nitrofenol concentrada.” * - Tt LA T s M I

<1020 3 966

L1830 1580

2040 - 2030
2300 2350
2540 2430

Ty = 2,016 +0.9904 x
L p=0,9988
U A e 0.9976
| CANTIDAD RECUPERADA (ng}

2,500 ¢~ :. .

S "
¢ 500 1,000 1,500 1,000 2,500
CANTIDAD CARGADA {ng)

Figura 3.15. Variacion de la cantidad de 2-nitrofenol recuperada en funcion de la cantidad de
2-nitrofenol concentrada.
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Caplrulo 3. RESULTADOS EXPERIMENTALES.

Los coeﬁcnentes de correlacion, r, para las rectas de regresion obtenidas son altos, lo cual-
indica que los’ puntos® expenmemales se ajustan bien a una-linea:recta.- Si cmbargo, fos
coeficientes  de cada ecuacnén son los que tienen una importancia relevante.

Como sé observa en las tablas 3.21 a 3.25, con excepcion del caso del fenol el valor del
coeficiente b _de las rectas de regresién obtenidas para los fenoles estudiados es:cercano ala -
unidad. . Se puede establecer que si estadisticamente b ="1, entonces’ la’cantidad ‘de"soluto
concentrado sera igual a la cantidad de soluto recuperado al fnal del ‘andlisis, lo cual |mphcara ;
que la recuperacién de dicho soluto es del 100% en todo el in rvalo dé conccnlracmn :
estudiado.. R

Para comprobar lo anterior se efectud una prueba de hlpolesns rclauva al coel‘ clente bde
la recta de regresnon

La hlpotesns nula a contrastar fue:

contra la hipotesis altérﬁa :
CHipe

Para efectuar la pmeba de hlpolesns se empleo (Ml"cl’ y Freund 1965) el es!adlstlco de
prueba presentado en la ecuacion 3 l7 . :

T30,

Debido a que se desea comprobar la hipétesis nula de que Ia recuperacion es del 100%, en
contra de la hipdtesis alterna de que la recuperacion es diferente del 100%, [a hipotesis nula se
rechaza sit < -tgn 0 1> tgp, donde tgn es el valor de la‘t de Studcnl para_un mvel de
significancia a con n-2 grados de libertad. L i

Los resultados obtenidos en la venfcaclon de la hipotesis nula se presentan en Ia tabla
3.26.
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3.4 INTERVALO DE RESPUESTA LINEAL DEL METODO.

Tabla 3.26. Verificacion de la hipdtesis nula que establec que lap J nie de las rectas de”
regresion, . obtenidas - en . las detem’unacnoncs de' recuperacion : a tra 65 del mtervalo de:
concentracion esludlado, es igual a 1. Nivel de sngmﬁcancm o= 0,05 S

SOLUTO " < .t | m .’(q,,(i,-lgl)”. i jAceptar Hy?
Fenal -17.560 10 2.306 #+ No
4-Nitrofenol -0.498 9 2,365 Si
2,4-Dinil 0.720 9 2,365 Si
2-Clorofenol 1.257 9 2,165 Si
2-Nitrofenol 0.515 9 2,365 . Si

Los resultados de la tabla 3.26 muestran que estadisticamente, con excepcion del fenol, las
rectas de regresion de todos los fenoles estudiados tienen una pendiente igual a1, lo cual puede
relacionarse con una recuperacion del 100 % a lo largo de todo el intervalo de concen!mcnon
estudiado. [ ;

Los limites del intervalo de confi para los coefici b de las rectas de regrésién se G
estimaron (Miller y Freund, 1965) empleando la expresion 3.18, : o

bEly,y S,

- @.19) '

El intervalo de conﬁanza para los coefi clenles b de las rectas de regresion de los cinco
fenoles estudiad |

p > un mvel dc s:gmﬁcancm o =0.05, se dan en la tabla 3.27.

)S.

Tabla 3.27. Intervalo de confinz de los coeficientes b de las rectas de regresion.

SOLUTO : : INTERVALQ DE CONFIANZA
Fenol 0.8440 <b < 0.8800
4-Nitrofenof 0.9494 <b< 1.0336
2,4-Dinitrofenol 0.9781 <b < 1.0411
2-Clorofenol 0.9828 <b < 1.041)
2-Nitrofcnol 0.9463 <b < 1.0345
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Capltulo 3. RESULTADOS EXPERIMENTALES.

Adicionalmente se verificé que la interseccion de cada una de las rectas con el cje'de fas
ordenadas fuera fisti te igual a cero. Esta verificacion se efectud empleando
nuevamente el estadistico de prueba presentado en la ecuacion 3.11.

Los resuttados obtenidos en la verificacién de la hlpOteSlS nula de que cada recta de

regresion pasa por el origen, con un nivel de significancia a = 0.05, se presentan enla tabla
3.28.

Tabla 3.28. Verificacion de la hipotesis nula que establece que las rectas de regresxon pasan
por el origen del sistema de coordenadas. Nivel de significancia o = 0.05.

SOLUTO t a taz(n-1g) | . tAceptar Ho?. 7 e
Fenol ©0.151 |10 2.306 IR A

4-Nitrofenol 0008 | 9 2,447 Si : ;

2,4-Dinitrofenol 0.106 | 9 2.365 Si :

2-Clarofcnol 0914 | 9 2.365 Sic . 1T

2-Ni 0046 | 9 2365 i

En funcién de los datos presentados en la tabla 3.28 es evidente que, estadisticamente,
todas las rectas de regresion pasan por el origen del sistema de coordenadas,

De acuerdo con los resultados presentados en esta secciéon se puede establecer que el
intervalo de concentracion en el que la relacion respuesta del detector-concentracion del
analito sigue una relacion lineal para Jos cinco fenoles estudiados abarca de 2 a 120 pug/L. En
dicho intervalo de concentracion la recuperacion del 4-nitrofenol, ef 2,4-dinitrofencl, el 2-
clorofenol y el 2-nitrofenol es estadisticamente igual al 100%. En el caso del fenol la
recuperacion varia entre un 84.4 y un 88.0 %.

3.5 LIMITE DE DETECCION.

En términos generales, se puede describir el limite de deteccion de un analito como aquella
concentracion que proporcnona una sefial , “y ", significativamente diferente de la sefial de una
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15 “LIMITE DE DETECCION.”

muestra en “blance” o “sefial de fondo” (Miller y Miller, 1988).’ A pesar.de que en la practica .
existe muy poco acuerdo respecto a la interpretacion de la frase * sxgmﬁcauvameme diferente”
(Currie, 1968), en quimica analitica suele definirse al limite de deteccion como la cantidad 0
concentracion de analito que proporciona una seial igual fial_del blancu, yn. mas'
tres veces las desviacion estindar del bIanco, S8,

La significacion de esta defini "---se rese
8

. Limite de
i deteccidn

1
1
T

Figura 3.16. Definicion dei limite de decisibn y el limite de deteccion,

Considerando el diagrama de la figura 3.16, supongase que se estudian concentraciones a
nivel de trazas de un analito en una ‘muestra dada y se Ppresentan dos problemas a considerar:
por un lado, no se desea dar, un informe_de la presencia de analito cuando éste se encuentre
auscnte de la muestra, pero por. otra‘parte, tampoco se pretende informar que el analito esta
ausente cuando de hecho est presente. La posibilidad de que ocurra cada uno de estos errores
debe minimizarse bajo una deﬁmc:on logica del limite de deteccidn. En la figura 3.16, la curva
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Capltulo 3. RESULTADOS EXPERIMENTALES.

A rcpresenm a dlstnbuclén de valores medldos para una mueslra blanco la cual se ha asumido
como una distribucion normal, Es posible establece un punto y'= P, hacia el borde superior de
la distribucion, y cons:derar como lmprobahle que ‘una sefial | mayor a este punto sea debida al
blanco. ) :

Sin embargo, si se analm una muestra con'ul concentrﬂélon de analito que proporciona
una seftal promedio y = P, la cual se asume sigue una dlsmbucnon normal (curva B), entonces el

% de las sefiales observadas serd menor. que P.por lo que 1a probabilidad de concluir que fa
dlsolucmn con el analito no difiere de fa’ dlsolucmn en blanco "cuando de hecho lo hace, es del
50%.

Lo anterior implica que el punto P, Ilamado el limite de decisién, es insatisfactorio como
un limite de deteccion ya que aunque descarta la presencia del analito cuando éste se encuentra
ausente, puede indicar, con un alto nive] de probablhdad que el analito esta ausente cuando de
hecho esta presente.

Por otra parte, si se considera una muestra con una concentracién y = Q, de manera que el
punto Q se sitiie al doble de la distancia que existe entre 3 - y P, entonces la probabilidad de
que cada uno de los dos errores antes mencionados ocurra, -indicada por las dreas sombreadas
de la figura 3.16, es minima. Si (¥ - Q) es igual a 3.28 veces la desviacion estandar del blanco,
sp, entonces 1a probabilidad de que cada uno de los dos tipos de errores ocurra es sdlo del 5%.
Si la distancia ()p - Q) es solo 3sp , la probabilidad de ocurrencia de cada error es
aproximadamente def 7 %,

Para la cstimacion del limite de deteccion puede utilizarse la recta de regresion
convencional para la calibracion del método, no ponderada (Miller y Miller, 1988). Una
suposicion fundamental del método de minimos cuadrados sin ponderar es que cada punto en la
curva de calibracion, incluido el que representa al blanco, tiene una variacién que sigue una
distribucion normal (solo en la direccion de Jas y’s), con una desviacion estandar s, estimada
mediante la ecuacion 3.19.

La ecuacion 3.19 utifiza “los residuos dey Y- y,, donde:los; valores J,son los puntos
sobre la recta de regresion’ calculada correspondxentes a {os valores mdwlduales de x, es decir,
los valores de y “ajustados" El valor de y, para un valor dado de.x se calcula-a partir de la
ecuacion de regrcswn S o L . ;
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1.5 LIMITE DE DETECCION.

La desviacion estandar sy, puede utilizarse en lugar de sy para 'estimar; - limite ‘de - .
deteccion. Por supuesto, se puede realizar ¢t experimento con el blanco varias veces y oblener g
un valor independiente para sg, sin embargo, éste es un procedmuento que im
mientras que en la préctica el uso de sy, ha mostrado ser bastante adecuado (Mx er.
1988). E! valor calculado de a, la ordenada al origen de la recta de regresion; puede uti zarse
como una estimacién de 3y . .

Por otra parte, la Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos’ ha establecido ¢
(USEPA, 1984c) un procedimiento para la determinacion del limite de detcccnon de un método.
Dicho procedimiento se establece en base a la desviacion eslandar de las medxcnones ‘obtenida-
en la determinacién de un analito, después de anallzar al‘ me nuestras - baJo las
condiciones del proceso analitico de interés,

El limite de deteccion del método (LDM) se ésti a]'a'panir‘dc a ectiacion 3.20:

IDM =t iuonl8) © (.20)

donde tn.1,1-c=0. 99) esel valor de la t de Student aprapiado para un nivel de confianza del 99%
y una desviacién estandar, s, . estimiada con n-1 grados de libertad, siendo n el niimero de datos.
La desviacion estandar ‘se estima a partir del anilisis de muestras con el analito de interés,
fortificadas a concentraciones que no excedan, preferentemente, 10 veces el LDM esperado
para e analito,

Los limites. de deteccu)n reportados, determinados en base a las consideraciones
establecidas en la ecuacion 3.20, asi como las recuperaciones alcanzadas cuando se aplican los
métodos de anilisis 604 (Hall, 1984; USEPA, 1984a) y 625 (Glaser, 1981; USEPA, 1984b) de
la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos, para la determinacion en agua de
fos cinco fenoles considerados en este trabajo se presentan en la tabla 3.29.

En este trabajo, el limite de deteccion del método desarrollado se establecié empleando la
desviacion estandar obtenida en el analisis de entre 8 y 9 muestras fortificadas con cada uno de
los cinco fenoles a una concentracién de aproximadamente 10 pg/L de cada soluto. Se empled
este nivel de concentracion debido a que se esperaba alcanzar limites de deteccion del orden de
1 pg/L. Asi mismo, se tomaron en cuenta tanto las rectas de regresion obtenidas en la
determinacion del intervalo lineal del método como las consideraciones establecidas por la EPA
(ecuacion 3.20).
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Capltulo 3. RESULfADQS EXPERIMENTALES.

Tabla 3.29. Limites de detecc:on (LDM) y porcnentos de recuperacién (% R) reponndos para
el andlisis en agua de cinco’ compuestos fendlicos, aplicando los métodos 604 (Hall, 1984
USEPA, l984a), y625 (Glaser, 1981; USEPA, 1984b) de la EPA. -

' :Mt'rbnom‘!!f 7.0 | Méropo 625®*

CG-FID' CG-CE-BPFB CG-EM

. LDOM LDM .

o o o
o : %R oL %R sl %R
Fenol 14 41 22 1] 1.5 28
4-Ni 10.0 44 0.7 37 2.4 52
2,4-Dinitrofcno! 7.0 87 e _® 42.0 94
2-C ] 20 81 0.6 58 3.3 —
2-Ni 2.5 80 0.8 58 3.6 —

) EY andlisis de fenoles por cf métoda 604 invohicra la cxiraccise liquido-liquido de éstos a partir de Ia muestra, Ja concentracion del extracto

oltenido y la deferminacioe de Jos satutos por cromutografia a= gr3aa (CG) con deteccitn por ionizacién de lama (FID). £l extract

2 pucde aalizar de una manera mbs epecifica de los fendlicos con bromute de pentafiuorobenzotlo

(BPFB), scquids de una operacitn de linpicza sobee ina mlum de sificagel activads y determinacion final de los derivados fendlicos por CG

con detector de captina de electrones (CE).

D E1 miétodo de anilisia 625 (seccidn relativa a fos compueston extraibles con dcido) de Ta EPA, involucra la extraccitn liquido-liquido de fos
fenoles prescrtes an la mucstra. El extracto concentrado e analiza por CG oon deteccién por sspectrometsia de masas (EM).

£ 2,4-Dinitrofenol no se dtermina por CG-CE-NPFH

La desviacion estandar obtenida, tanto en unidades de concentracién como en cuentas de
area, en el analisis de las muestras antes mencionadas se presenta en la tabla 3.30.

Tabla 3.30, Desviacion estindar obtenida en el analisis de muestras fortifi cadas con fenoles.

Concentracion de la muestra: 10 pg/L. Volumen de muestra concemrado 20 ml.:

~S_OLUTO‘. * Concentracién - [
g/t L

Fenol 9 1191 0.15 1.09 ¢
4-Nitrofcnol 9 12064 0.68 32405
2,4-Dinitrofenol 3 14653 0.54 3.83
2-Clorofenol 8 16014 0.37 3.82
2-Nitsolenol 9 6160 0.58 3.96
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1.5 LIMITE DE DETECCIOW.

En el caso en que se emplearon los datos de las rectas de regresum obtemdas enel estudlo
del intervalo lineal del método para establecer el limne de detecc:on, éste se deﬁmo medlame la !
ecuacion 3.21. o EHOR

LDM =y, 435, S ey

El valor de sa para cada fenol fue el valor de s presentado en la tabla 3 30 en tanto queyg
se considerd igual al valor de la ordenada al origen (coeficiente a) obtenida de las rectas de
regresion antes mencionadas. Sin embargo, es importante tener en cuenta que, como se dnscuuo
en la seccion’ 3.4%(tabla” 3.19), el coeficiente a de las cinco’ rectas ’de :regresion es
estadisticamente igual a“cero. Por esta razon, para las estimaciones de los limites de deteccton =
de los cinco fenoles estudiados mediante la ecuacion 3.21 se considero’ a ys igual a cer :

Los limites de deteccion para los cinco fenoles estudiados, estimados'a pa&lr de las rectas
de regresion y de la ecuacion 3.21 se presentan en la tabla 3.31.

Tabla 3.31. Limites de deteccién para los cinco fenoles ‘estudiados, estimados a partir.de la
ecuacion 3.21 y de las rectas de regresion C idas en el establecimi del intervalo lineal del
método. ST

Fenol #27

[4-Nitrofenol i+
2,4-Dinitrofenol
“12-Clorofenol -
2-Nitrofenol

Los limites de deteccién esumados en base a las consxderacxones eslablecndas por la EPA-
(ecuacion 3.20) se prcseman en la labla 3 32 .

109



Capltulo 3. RESULTADOS EXPERIMENTALES,

Tnbln 3.32, Lxmntes de deteccnén para los cinco fenoles estudlados esnmados a pamr de fas ;
cons|deracmncs establec:das por la E.PA (ecuacnbn 3 20)

: LDM ey
S8 IR X
| #-Nitrofenol ] 09
. §24-Dinitroferiol B W R
f2-Clorofenol 5 s § o100
i 2-Nitrofenol = N 4

Como se obsewa en los dalos presentados en las tablas 3.31 y 3.32, los fimites de deteccmn del
método para los cinco ; fenoles. estudiados son apropiados para detectar las concentraciones

fxil permisibl, blecidas en los criterios ecologicos de calidad del agua en México
(tabla 3.3), lo que permite establecer que el método desarrollado en este trabajo es apropiado
para el monitoreo y deteccidn de los cinco fenoles considerados a los niveles de concentracién
mencionados,

Por otra parte, es importante mencionar que a pesar de que en el método desarrollado en
este trabajo (nicamente se analizan cinco fenoles, los limites de deteccion alcanzados para éstos
(tablas 3.31 y 3.32) son mas bajos que los obtenidos al aplicar e} método de analisis 625 de fa
EPA , o el analisis por CG-FID del método 604 de la misma agencia (tabla 3.29). Con respecto
al analisis por CG-CE-BPFB, del método 604, se observa (tabla 3.29) que éste alcanza limites
de deteccion més bajos para el 4-nitrofenol, el 2-clorofenol y el 2-nitrofenol, sin embrago, tiene
la desventaja de que no permite efectuar el anilisis del 2,4-dinitrofenol.

Adicionalmente, las recuperaciones obtenidas por el método desarrollado en este trabajo
para jos cinco fenoles estudiados (tablas 3.13, 3.26 y 3.27), son evidentemente mayores que las
obtenidas por los métodos 604 o 625 de la EPA (tabla 3.29).

3.6 ANALISIS DE MUESTRAS DE AGUA DE MANANTIAL Y DE,
RioO.

Una vez evaluado el metodo analitico desan‘ollado éste se aphco al analisis de fenoles en
muestras de agua de manantial y'de_rio. Es lmponame remarcar_que el anahsns mencionado
tnicamente se; efectuo con el f in-de: moslrar, de’; manera. prelxmmar, Ia pos:ble aphcacton
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potencial del método. Por esta razén no se efectud un estudio mas detallado de la aplicacion de
dicho método para el analisis de diversos tipos de aguas, por ejemplo, de manantial o de rio,
subterrancas, superficiales, de pozos, etc.

Asi, los resultados presentados en esta seccidn incluyen dnicamente los datos obtenidos al
analizar una muestra de agua de manantial (superficial), recolectada en las montaitas que rodean
a la poblacion de la Marquesa, Estado de México, y que se emplea como fuente de
abastecimiento de agua potable. Adicionalmente se presenta la aplicacion del método al andlisis
de una muestra de agua de rio (superficial) generada a partir del manantial antes mencionado, y
recolectada aproximadamente cinco kilémetros rio abajo a partir del nacimiento de éste. A
pesar de que tanto el manantial como el sitio en el cual se recolect6 fa muestra de agua de rio se
encuentran en una zona montafiosa, alejada de centros industriales, no es posible descartar de
manera absoluta la contaminacién de estas aguas, debido a la gran afluencia de personas en
dicha zona,

Para el caso de las muestras de agua de manantial o de rio, debido a la posible presencia en
éstas de sales o solidos en suspension, fue necesario efectuar un proceso de filtracidn antes de
su preconcentracion y andlisis.

Con Iz finalidad de establecer si el filtro de membrana de nylon empleado en la etapa de

filtracion era capaz de retener parte de los fenoles, se realizaron algunos estudios con muestras = ..

de agua pura fortificadas con concentraciones conocidas de los solutos de mteres" Déspués de
filtrar estas muestras y someterlas al procedimiento de concentracion'y separaclon en llnea, de
acuerdo con el método desarrollado (seccnon 2 4), se evaluo la recuperacion alcanzada para los o
cinco fenoles estudiados. i

Los resultados obtenidos en et ana!ms de do gua'grado HPLC fomf cadas
con cada fenol, a una concentracién de 10 ug/L. se prcsentan ‘en la'tabla 3.33

Tabla 3.33. Recuperacion’ obtemda pars’ los cin oles’ estudxados spues de ﬁltrar la
muestra, empleando una membrana de nylon y someterla al proccdlmmnto de concentracmn y
anilisis en linea segun el procedlmlento anahtlco desanollado en cste lrabajo : )

SoLUTO - RECUPE%ACR)?J - :
Fenal 8872 | 7284
4-Nitrofenol 9888 | 252
2,4-Dinitrofenol 96.99 324
2.Clorofenol 99.41 1.36
2-Nitrofenol 100.29 _ 2.11
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Capltulo 3. RESULTADDS EXPERIMENTALES.

Las resultados de 1a tabla 3.33 indican que las membranas de nylon no retiener’a los_
fenoles, A pesar de que cl andlisis de solo dos muestras puede no ser suficiente; desde el punto:
de vista estadistico, para aseverar que tos fenoles no son Tetenidos por. las membranas ‘de nylon,’”
se decidié aceptar dicha aseveracion en vmud de que otros aul n Santos 1989)
tambten Ia han cormhorado. : : <

En a ﬁgura 317 se pr an 1os e 8 amas n al analizar, de acuerdo con el
procedimiento analitico desarrollado en este ‘trabajo, una muestra ‘de’ 20 ml ‘de agua de
manantial. Como se observa en el cromatograma obtenido en la pnmera etapa de desorcién
(figura:3.17A) Gni aparecen fiales a_tiempos ‘de retencion por debajo de fos 9
minutos, lo"cual sugiri6 que el tnico soluto con pDSlbllldad de encontrarse presente en la
muestra era el fenol

En la ﬁgura 3.17B se presema el cromatogramn obtenido en la segunda etapa de
desorcion. En éste se obscrva la presencia de dos sefiales anchas a nempos de retencion de 7.2
y 12.9 minutos, sin cmbargo éstas no conesponden a ninguno de los cinco solutos analizados.

Enla ﬁgura 3.18 se pres los cf obtenidos despuds de las dos etapas de
desorcnbn, al analizar una muestra de agua de mananual fortificada con una concentracién de
10 pg/L de cada uno de los cinco fenoles estudiados. En fa figura 3.18A se observa que ademis
de las sefiales ‘correspondientes a los cinco fenoles aparecen dos sefiales adicionales en un
intervalo de tiempos de retencién comprendide entre 7.5 y 8.5 minutos.

En la figura 3.19A y 3.198 se muestran los cromatogramas ampliados obtenidos después
. de la.primera etapa de desorcién para la muestra de manantial y Ia muestra de manatial
forﬁﬁ‘cadav con los cinco fenoles, respectivamente.

Es-importante remarcar que el solo valor del tiempo de retencion no es un criterio
suficiente para identificar con una certeza absoluta al cc quimico que genera una seffal
cromatografica. Sin cmbargo, teniendo en cucnta la sclecuvndad alcanzada durante las etapas de
preconcentracion del método analitico desarrolfado, y por comparacion de los cromatogramas
de las figuras 3.19A y 3.19B, se considerd que fa seftal con un ticmpo de retencion de 6.489
minutos en. el -cromatograma de la figura 3.19A (muestra de manantial no fortificada)
correspondia al fenol, Teniendo en cuenta esta consideracién se procedic a calcular la
concentracion de este soluto en Ja muestra de agua de manantial.

En funcién del area obtenida para et pico cromatogréfico con un t; de 6,486 minutos,

tomando en consideracion el volumen original de la muestra analizada, y haciendo uso de la

"-ecuacién obtenida en la determinacion del intervalo lineal para el feno! (tabla 3.14) se determino
que la concentracidn de este soluto en la muestra estudiada fue de 6,3 pg/L.

Para determinar el error de fa concentracion calculada se hizo uso de la ccuacion 3.22.
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Figura 3.17. Cromatogramas obtenidos en el analisis de una’ muestra de 20 ml de agua de
manantial, empleada para consumo humano, aplicando el método desarrollado en este trabajo.
A). Primera etapa de desorcion. - B).. Segunda etapa .de* desorcxon Para condlc:ones .
experimentales ver seccion 2.4,
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Figura 3.18. Cromatogramas obtenidos en el analisis de una muestra de 20 mi de agua de
manantial, fortificada con una concentracion de 10 pg/L de cada uno de los siguientes fenoles:
1. Fenol, 2. 4-Nitrofenol, 3. 2,4-Dinitrofenol, 4. 2-Clorafenol y 5. 2-Nitrafenol. El analisis se
efectud de acuerdo con el método desarrollado en este trabajo. A). Primera etapa de desorcion.
B). Segunda etapa de desorcion. Para condiciones experimentales ver seccion 2.4.

114



1.6, ANALISIS DE MUESTRAS DE AGUA DE ..

+ome
N
PRy

FRrrey

(A U e

— 1

Tlsmpo - {min) -

Figura 3.19. Ampliacion de cromatogramas obtem os en el anahsns de 20 mI de una’ muestra %
de agua A) de manantial B) de mananual fon cada con una com:entracnon de 10 pglL de cada
uno de los siguientes fenoles: 1. ‘Fenal, 2. 34- rrofenol 32,4 Dllulrofenal a, 2-C10roﬁ3nol yi
§. 2-Nitrofenol. Unicamente se presema la pnmera parte de los cromatogramas bblemdos enla
primera etapa de desorcién. : : S : : ; =
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(3.22)

donde y, es el valor del drea obtenida para el pico cromatografico, x, es el valor de la
concentracion y sy, es la desviacion estindar de x,. En funcién del valor obtenido de sxo para la
concentracién determinada, los limites del intervalo de confianza a un nivel de significancia de
95% son 6.3 + 3.5 pg/L. Sin embargo, es importante tener en cuenta que el fenol solo se
recupera en un 85.4 % (tabla 3.11), de donde se establece que los 6.3 pg/L. detectados
representan en realidad una concentracion de 7.4 pg/L.

El manannal de donde se tomd la muestra de agua analizada se emplea como fuente de
ab jiento para ¢ > h De acuerdo con los criterios de calidad del agua,
establecidos en la tabla 3.3, el agua de la fuente antes mencionada es “apropiada” para consumo
humano asi como para la proteccion de la vida acuitica tanto en agua dulce como en agua
marina, sin embargo sobrepasa los niveles de concentracion establecidos para fuentes de agua

recreativas con contacto primario.

En la figura 3.20 se presentan los cromatogramas obtenidos, después de cada una de las
dos etapas de desorcion, al analizar una muestra de agua de rio fortificada con una
concentracion de 10 pg/L de cada uno de los cinco fenoles estudiados. Como se observa,
debido al gran pico interferente de la muestra de agua de rio, la sensibilidad del método
diminuye, dificultando al mismo tiempo la cuantificacion de los solutos analizados.
Desafortunadamente, como ya se ha mencionado, no es posible efectuar la desorcion de los
fenoles de fa precolumna anidnica empleando un gradiente de elucion que permita aumentar su
tiempo de retencion de tal manera que eluyan mucho después del pico interferente,

Sin embargo, este problema podria ser resuelto, en parte, empleando un sistema de
deteccion mas selectivo, como un detector electroquimico. Golkiewicz et al., (1983) han
reportado que ef uso de un detector electroquimico en el analisis por HPLC de compuestos
aromaticos apolares, en agua de rio, permite disminuir de manera apreciable el gran pico
interferente (similar al mostrado en el cromatograma de la figura 3.20) registrado cuando se
emplea deteccion UV. Los detectores electroquimicos tienen la ventaja adicional de ser mas
sensibles hacia los fenoles que los detectores UV. En sus estudios con aguas de rio, Baldwin y
Deboswski (1988) han reportado que empleando un detector amperométrico de pulsos, con un
electrodo de carbén vitreo y un potencial de trabajo de 1.20 volts, es posibie alcanzar limites de
deteccion, para los cinco compuestos fendlicos estudiados en este trabajo, 40 (2-nitrofenol),
100 (4-nitrofenol), 120 (fenol), 160 (2-clorofenol) y 200 (2,4-dinitrofenol) veces mas bajos que
tos limites de deteccion que son posibles de alcanzar empleando un detector UV, a una longitud
de onda de 254 nm.
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Figura 3.20. Cromatogramas obtenidos en el analisis de una muestra de 20 m! de agua de rio,
fortificada con una concentracién de 10 pg/L de cada uno de los siguientes fenoles: 1. Ferol, 2.
A-Nitrofenol, 3. 2,4-Dinitrofenol, 4. 2-Diorofenol y 5. 2-Nitrofenol, El anilisis se efectu6 de
acuerdo con el método desarrollado ‘en este trabajo. A). Primera etapa de desorcién. B).
Segunda etapa de desorcion, Para condiciones experimentales ver seccion 2.4. '
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En las etapas finales del presente trabajo se efectuaron algunos experimentos adicionales
empleando un sistema de deteccion electroquimico, observindose que tanto la selectividad
como ‘la’ sensibilidad del método “se incr on. Adicional , con dicho sistema de
d ion es posible efe la desorcién de los fenoles concentrados en la precolumna -
ani6nica empleando un gradiente de elucidn, sin que aparentemente existan interferencias
importantes tales como las observadas cuando se usa el detector UV,

A pesar de que no se efectud un estudio mas extenso con el detector electroquimico, lo
antes mencionado parece indicar que el empleo de dicho sistema de deteccion puede mejorar la
sensibilidad y selectividad del método desarrollado en este trabajo para el anélisis de fenoles en
muestras de agua de rio.

Es importante mencionar por otra parte que los detectores con arreglo de diodos han
propiciado avances considerables en cl analisis por HPLC de compuestos fendlicos (Busto et
al., 1991; Bartolomé et al., 1993), ya que mediante este tipo de detectores es posible registrar
el espectro UV de cada compuesto detectado y emplearlo con fines de identificacion. La -
sensibilidad en la deteccion de los solutos también se incrementa debido a que cada pico puede
ser detectado a la longitud de onda de su maximo de absorbancia, pudiéndose registrar por otra

parte la relacién entre las absorbancias de un soluto a diferentes longitudes de onda. -

Adicionalmente existe la posibilidad de verificar Ja pureza de pico.

Los comentarios anteriores ponen de manifiesto que el acoplamiento del sistema:de -
preconcentracién en linea y anélisis por HPLC con un sistema dual de deteccién, constituido
por un detector con arreglo de diodos conectado en serie con un detector electroquimico puede
incrementar de manera importante la sensibilidad, selectividad y capacidad de ldemlﬁcacnon de
solutos, del métado de anilisis desarrollado en este trabajo. -
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e El método analitico descrito en este trabajo se propone como una técnica
alternativa para el monitoreo y andlisis de cinco compuestos fenolicos en
muestras de agua potable, de manantial o de rio. Los cinco compuestos
fendlicos estan sujetos a regulacion por la legislacion ecolégica mexicana para
la prevencion de la contaminacitn del agua, e incluyen al fenol, al 4-nitrofenol,
al 2,4-dinitrofenol, al 2-clorofenol y at 2-nitrofenol,

e Los compuestos mencionados se pueden determinar selectivamente por
cromatografia de liquidos (HPLC) en fase reversa, empleando deteccion UV y
ennquecmucnto de trazas en linea. La combinacion de una precolumna
T larga, empacada con un copolimero estireno-divinilbenceno de
baja - selectividad y una precolumna pequefia empacada con un material
selectivo, tal como un intercambiador de aniones, parece ser una estrategia
apropiada para minimizar la presencia de diversas compuestos interferentes de
naturaleza orgénica e inorgénica.

e Elsistema de preconcentracién en fase s6lida, conectado en linea con el sistema
cromatografico de andlisis (HPLC) reduce considerablemente el riesgo de
contaminacion de las muestras estudiadas debido a que la manipulacion externa
de éstas es minima. Asi mismo, en comparacién con métodos oficiales para el
anilisis de fenoles en agua, como los métodos 604 y 625 de la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA), el sistema antes
mencionado ayuda a disminuir significati el tiempo de anilisis de las
muestras, ademis de que .no requiere del uso de grandes cantidades de
disolventes orgdnicos, asi como de otros reactivos toxicos y costosos.

® De csta manera, el método de. preconcentracion y limpieza de la muestra
desarrollado proporciona una altermmativa para la extraccion de contaminantes
fenolicos en agua: El dispositivo de' preconcentracion tiene las ventajas

119



CONCLUSIONES.

120

adlclonales de ‘ser simple de construir, compacto, de costo relauvameme bajo,
asi como facil de regenerar y mantener.

Para los cinco fenoles estudiados la respuesta obtenida varia linealmente con la
concentracion en el intervalo comprendido entre 2 y 120 pg/L. Ademds, la
recuperacion de todos los analitos, exceptuando al fenol, es del 100 % en el
intervalo de concentracion mencionado. Para el caso del fenol la recuperacion
es del 85 %.

A pesar de que en el método desarrollado en este trabajo Gnicamente se
analizan cinco fenoles, los limites de deteccion alcanzados para éstos son mas
bajos que los obtenidos al aplicar el método de anilisis 625 de la EPA o el
andlisis por cromatografia de gases con deteccion por ionizacion de llama (CG-
FID) del método 604 de la misma Agencia. El analisis por cromatografia de
gases, con deteccion por captura de electrones de los derivados
pentafluorobenzoilicos de los fenoles (CG-CE-BPFB), del método 604 de la
EPA, permite al limites de d idn mas bajos para el 4-nitrofenol, ef 2-
clorofenol y el 2-nitrofenol. Sin embargo, mediante la técnica CG-CE-BPFB el
limite de deteccion para el fenol es mas alto que el obtenido por el método
desarrollado en este trabajo, ademas de que el 2,4-dinitrofenol no puede ser
determinado por dicha técnica. Por otra parte, las recuperaciones obtenidas en
este trabajo para los cinco fenoles estudiados son mayores que las obtenidas por
los métodos 604 0 625 de la EPA.

El limite de deteccion que el método analitico desarrollado permite alcanzar
para cada uno de los fenoles estudiados hace factible que dicho método sea
apropiado para la determinacion de estos solutos, a los niveles de concentracion

blecidos en la legislacion ecologica mexicana refativa a la prevencion de la
contaminacion del agua.

En funcién de los resultados obtenidos es evidente que si no se dispone de un
detector mas selectivo y sensible, el detector UV puede ser empleado para el
analisis de fenoles en muestras de agua relati PoCco ¢ inadas, por el
método desarrollado en este trabajo. Sin embargo, el acoplamiento del sistema
de prece ion en linea y analisis por HPLC con un sistema dual de
deteccién, constituido por un detector con arreglo de diodos conectado en serie
con un detector electroquimico, puede incrementar de manera importante la
sensibilidad, selectividad y capacidad de identificacion de solutos del método de
analisis desarrollado en este trabajo.
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