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RESUMEN 

En este trabajo se presenta un método de análisis por cromatografia de líquidos para la 
determinación de cinco compuestos fenólicos en muestras de agua potable, de manantial o de 
río. Los cinc<> compuestos fenólicos considerados están sujetos a regulación por la legislación 
ecológica mexicwía para la prevención de la contaminación del agua e incluyen al fenol, al 4-
nitrofenol, al 2,4-dinitrofenol, al 2-clorofenol y al 2-nitrofenol. 

", ,:_ -:.'· 

El niélodo p~tado incorpora una etapa de mctracción en fase sólida en línea, la cual 
permite efectuar a la vez un enriquecimiento de los fenoles y una purificación de la muestra. 
Esta etapa . se realiza empleando dos precolumnas, una empacada con una tase estireno
divinilbeneeno (EDVB) y otra empacada con una resina intercarnbiadora de aniones. 

La extracción y preconcentración de las muestras se efectúa sobre la fase polimérica 
EDVB bajo condiciones ácidas (pH = 2). En esta precolumna se extraen además de los fenoles 
de. interés otras moléculas orgánicas neutras presentes en la muestra. Por el contrarío, los 
compuestos iónicos, no retenidos por este adsorbente, son eluidos de la precolumna o se 
eliminan durante el lavado de ésta con agua pura. 

Empleando una disolución acuosa básica (pH = 11.5), los compuestos fenólicos extraídos 
se ionizan, se desorben de la fase polimérica EDVB y se transfieren en llnea hacia la segunda 
precolumna empacada con el intercambiador de aniones. En esta precolumna los fenoles son de 
nuevo adsorbidos y se produce conjuntamente una compresión de banda. Durante esta 
operación se elimina a la gran mayoria de los compuestos orgánicos interferentes, los cuales 
permanecen adsorbidos como moléculas neutras en la tase polimérica EDVB. 

Finalmente, la precolumna de intercambio aniónico se conecta en llnea con una columna 
analitica empacada con una fase reversa Cl8, mediante válvulas de conmutación. Los fenoles 
son eluidos y separados bajo condiciones isocráticas empleando como fase móvil una mezcla 
acetonitrilo-agua a pH ácido. El análisis de los compuestos se realiza con un detector UV a 
longitud de onda de 270 nm. 



Debido a que el proceso de preconcentración y análisis de los fenoles se efectúa en linea, 
no existe ninguna manipulación externa de la muestra durante su análisis, por lo. que se 
disminuye la posibilidad de contaminación de ésta, asi como la posible degradación o pérdida 
de los solutos de interés. Así mismo, se IOf¡l'11 un ahorro sustancial en el uso de disolventes con 
respecto a los volúmenes empleados en los métodos de análisis basados en extracciones 
liquido-liquido. 

La aplicación del método desarrollado a muestras reales se ilustra mediante el análisis de 
muestras de agua de manantial y de rio fortificadas con los fenoles estudiados. 
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INTRODUCCIÓN 

Como consecuencia del desarrollo industrial y del crecimiento de la población· en las 
últimu décadas, la contaminación ambiental se ha convertido en úno de los problemas más 
graves que enfrenta la humanidad. Ola con dia una gran cantidad de contaminantes industriales 
y doméstícos se descargan hacia la atmósfera, el agua y el suelo del planeta. Invariablemente, 
todos estos contaminantes afectan de una manera negativa al hombre, a los animales y a las 
plantu. 

La contaminación del agua es uno de los problemas más graves que enfrenta la sociedad. 

Dependiendo de su procedencia, el agua en la naturaleza puede estar constituida por una 
cantidad variable de sustancias qulmiCS!l de naturaleza orgánica e inorgánica. 

La materia orgánica presente en el agua se puede clasificar en tres fracciones: la materia 
orgánica coloidal, la materia orgánica disuelta y la materia orgánica en forma de partlculas. La 
distinción entre estas tres fracciones es arbitraria y generalmente se basa en el tamaña de los 
poros de los filtros empleados para su separación. 

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

Se considera que la concentración de sustancias orgánicas de origen natural en el agua, 
equivale a un contenido de COD de aproximadamente O. 7 mg/L. Esta materia orgánica está 
constituida a la vez por moléculas simples tales como azúcares, glicoles y ácidos grasos, así 
como por compuestos Mmicos, que son el resultado de la agregación de compuestos de peso 
molecular elevado en forma de micelas. 

Independientemente de las sustancias de origen natural, el agua también puede estar 
constituida por una cantidad variable de compuestos orgánicos de origen sintético. 
Dependiendo del tipo de agua (potable, de río, municipal, etc.), la concentración y naturaleza 
química de los contaminantes orgánicos presentes puede variar significativamente. 

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

Debido a los efectos negativos que algunas de estas sustancias ejercen sobre el medio 
ambiente, aun a niveles de concentración relativamente bajos, su presencia en aguas potables, 

3 



INTRODUCCIÓN. 

de río o de mares constituye un riesgo potencial para el desarrollo equilibrado de la vida animal. 
y vegetal del planeta. 

Cuadro 1. Clasificación de compuestos orgánicos en aguas (Subra, 1989). 

VOLATILIDAD/•' voi.ÁmEii !' MODERADAMENTE NOVOLÁTaES. 
POLARIDAD ;t•~?'.~. '' . VOLÁTILES· 

.i:~...,'!!•''-,\''. ·' ·-~'.-

MODERADAMENTE 
POLARES 
\'.; ,.:::<'. 

ALCOHOLF.S 
ALDJfElfJOOS 
ÁCIDOS 
CARBOX!UCOS 

trl!RES 
f.sn!RES 
CETONAS 

HIDROCARBUROS: 
AUFÁTICOS 
AROMÁTICOS 

ALCOllOl.ES 
CETONAS 
ÁCIOOS 
CAROOX11.1COS 
FENOl.ES 

trl!RES 
t.s"TERl-:S 
EPóXlOOS 
llETEROCICLOS 

HIDROCARDUROS: 
ALIFÁTICOS 
AROMÁTICOS 
AUCfCUCOS 
ÁRENOS 

PESO MOLECULAR+ 

POUELEC'JltÓUTOS 
CARBOIDDRATOS 

PROTEfNAS 
CARBOlllDRATOS 
ÁCIDOS HÚMJCOS 

POÚMEROS NO 
JÓNICOS 
UONINA 
ÁCIDOS UÚMICOS 

Dentro de Jos contaminantes más comunes e importantes presentes en Jos diferentes tipos 
de aguas se encuentran Jos fenoles. Estos productos son compuestos orgánicos que contienen 
un grupo OH-, unido a un átomo de carbono de un anillo bencénico. 

Los compuestos fenólicos ejercen un amplio espectro de efectos negativos sobre diversos 
·organismos vivos del planeta. Se ha observado por ejemplo (Carron y Afghan, 1989), que Ja 
presencia de fcnoles en aguas de riego puede afectar negativamente tanto el rendimiento como 
Ja calidad de diversos productos agrícolas. Por otra parte, la mayoría de Jos compuestos 
fenólicos exhiben un alto nivel de toxicidad tanto para el ser humano como para diversos 
organismos acuáticos. Actualmente se considera a un gran número de este tipo de compuestos 
como cancerígenos potenciales para el hombre. Adicionalmente, varios fenoles tienen Ja 
característica de impartir un olor y sabor desagradable al agua o a Jos organismos vivos en Jos 
cuales se concentran (por ejemplo en Jos peces de Jos ríos contaminados), aun a niveles de 
concentración del orden de µg/L. 

En función de las razones anteriores, es necesario disponer de métodos anallticos 
apropiados que permitan monitorear y cuantificar Ja presencia de fenoles en distintos tipos de 
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INTRODUCCIÓN. 

aguas y que puedan servir finalmente como hemunientas precisas y confiables para el control y 
prevención de la contaminación de este recurso natural. 

La Norma Oficial Mexicana para la determinación de fenoles en aguas (Dirección General 
de Normas, t 981) se basa en el método colorimétrico de análisis de los productos de reacción 
entre los fenoles y la 4-anúnoantipirina, en presencia de ferricianuro de potasio. Sin embargo, 
este método no puede diferenciar entre los distintos fenoles sustituidos y se usa principalmente 
para la determinación de la concentración total de fenoles en la muestra. Por otra parte, la 
mayoría de los fenoles para sustituidos no reaccionan apropiadamente con la antipirina, por lo 
que el método no se considera apropiado para la identificación ni para la determinación 
cuantitativa de fenoles a concentraciones del orden de µg/L (Annentroui et al., 1979; Realini, 
1981; Galceran y Santos, 1989). 

Otros métodos para el análisis de fcnoles en aguas, tales como el método 604 de la 
Agencia de Protección Ambiental, de los Estados Unidos (EPA), específico para fenoles (Hall 
et al., 1984; USEPA, 1984a) o la sección relativa a compuestos extralbles con ácido del 
método 625 de la misma Agencia (USEPA, l 984b), se basan en el uso de procesos de 
extracción liquido-liquido, complementados con separaciones por cromatografia de gases (CG) 
con detección por espectrometría de masas (EM), ionización de llama (F!D) o captura de 
electrones (CE). Estos métodos permiten alcanzar limites de detección bajos, hasta del orden 
de 0.6 µg/L para algunos compuestos tales como el 2-clorofenol, el 2,4,6-triclorofenol o el 
pentaclorofenol (método 604), así como una identificación sin ambigüedad de los solutos · 
cuando se emplea la EM como método de detección (método 625). 

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

En el presente trabajo se ha desarrollado un método cromatográfico (HPLC) de análisis 
basado en el empleo de procesos de extracción en fase sólida en línea, el cual permite efectuar 
la determinación, a niveles de concentración del orden de µg/L en agua. de cinco compuestos 
fenólicos sujetos a regulación por la legislación ecológica de México (DOF , 1989) y 
considerados como contaminantes prioritarios por la Agencia de Protección Ambiental de los 
Estados Unidos. 

La originalidad del método propuesto en este trabajo radica en que el pretratamiento de la 
muestra se efectúa empleando un sistema de extracción en fase sólida, conectado en línea con el 
sistema cromatográfico (HPLC) de análisis, de manera tal que entre las etapas de 
preconcentración y análisis de los solutos no existe ninguna operación de manipulación externa 
de la muestra. Esto evita cualquier riesgo de contaminación de los solutos y permite disminuir 
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INTRODUCCIÓN. 

significativamente el tiempo de análisis de los fenoles considerados, con respecto al tiempo de 
análisis de otros métodos como los ya mencionados. 

6 



Capítulo l. 
EXTRACCIÓN Y ANÁLISIS 
ORGÁNICOS EN AGUA. 

DE COMPUESTOS 

La mayoría de los métodos actuales para el análisis de contaminantes orgánicos en agua se 
basan en el empleo de técnicas de análisis por cromatogralia, ya sea en fase líquida (HPLC) o 
en fase gaseosa (CG). 

La elección del método cromatográlico más apropiado para el análisis de una muestra de 
agua depende principalmente de la volatilidad, la estabilidad térmica y la naturalez.a qulmica de 
los solutos que se pretende analizar. 

Independientemente del método cromatográfico empleado, cuando la muestra es 
demasiado compleja o "sucia'', o bien, cuando la concentración de los solutos de interés es tan 
baja que su detección se dificulta, se requiere de una etapa previa de limpiez.a o 
preconcentración antes del análisis propiamente dicho. Esta etapa puede efectuarse con Ja 
ayuda de un gas, una fase líquida o un soporte sólido. Los gases son apropiados para la 
extracción de solutos volátiles, en tanto que Jos líquidos y Jos sólidos son empleados en Ja 
extracción de solutos no volátiles y moderadamente volátiles (Subra, J 989). 

El empleo de Ja extracción liquido-líquido {ELL) para Ja preeoncentración de solutos 
orgánicos presentes en muestras de agua se basa en Ja distribución que presentan Jos solutos 
entre el líquido orgánico, empleado como agente de extracción, y el agua misma. 

7 



Capitulo /. EXTRACCIÓN Y ANÁUSIS ••• 

En función de la naturaleza qulmica de los compuestos a extraer, algunos disolventes 
orgánicos exhibirán hacia éstos una mayor capacidad de extracción que otros. En los últimos 
años se han efectuado estudios detallados acerca de los coeficientes de distribución y 
velocidades de transferencia de masa para diversos solutos, en una gran variedad de sistemas 
disolvente-agua. Mediante estos estudios se han desarroUado modelos matemáticos a través de 
los cuales se busca predecir la capacidad de extracción de diversos disolventes hacia solutos 
especlficos. Bizek et al., (1992), han presentado un estudio de este tipo relativo a la 
distribución de algunos fcnoles 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 selectividad de la ELL se puede mejorar mediante la aplicación de varias 
operaciones sucesivas de extracción empleando disolventes de naturaleza distinta. Sin embargo, 
estas operaciones tienen el inconveniente de requerir de volúmenes relativamente grandes de 
disolventes costosos y peligrosos, de involucrar procedimientos experimentales largos, pero 
sobre todo, de introducir una alta probabilidad de pérdida, degradación y contaminación de los 
solutos de interés en cada operación experimental efectuada. 

1.1 EXTRACCIÓN EN FASE SÓLIDA. 

Las técnicas de extracción en fase sólida (EFS) representan una alternativa a los métodos 
de extracción liquido-liquido debido a que ofrecen una reducción en el trabajo experimental así 
como un ahorro sustancial de disolventes. 

La preconcentración de compuestos orgánicos presentes en muestras de agua por medio 
de procesos de extracción en fase sólida se basa en la distribución de dichos compuestos entre 
un soporte sólido y el agua. Los solutos orgánicos 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 elución con un pequeño volumen de 
disolvente orgánico. 

El adsorbente a emplear para la preconcentración de los solutos se selecciona en base a la 
naturaleza qulmica de éstos, de manera tal que su coeficiente de distribución entre la fase 
estacionaria y el agua sea lo más grande posible. Sin embargo para que la deserción de los 
solutos concentrados sea eficiente, su coeficiente de distribución entre la fase estacionaria y el 
eluente debe ser pequeño. 

Al igual que en la ELL, en la 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 
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puede mejorarse a través de la aplicación de varias operacion~s sucesivas de e>rtracción con 
filses estacionarias de naturaleza diferente. 

Las técnicas de e>rtrácción en fase sólida pueden efectUarse empleando operaciones 
experimentales en diferido o bien operaciónes erÍ linea; 

,·, ·-·,:,· .-_--- ,.· ':-:-· ·_:- : 

En los métodos de análisis que involucran el empleo de pr~~sos'' de extracción en fase 
sólida "off-line" o en diferido, la etapa de extracción o preéóncentracion se realiza de manera 
independiente a la etapa de análisis. . . ·. _ ' · · 

El proceso de preconcentración de los·solutos·co·niprende,.do;· etapas operacionales: la 
extracción y la deserción. Estas etapas se presentan en forma· esquemática en la figura l. l. ·· 

lrTAPADE 
DllSORCIÓ/f 

Figura 1.1. Principio de la preconcentración sobre un soporte sólido. Procedimiento en 
diferido 
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En Ja etapa de extracción se efectúa Ja fijación de Jos solutos, contenidos en Ja muestra, 
por el adsorbente sólido. En Ja etapa de desorción, los solutos e>ctraldos son eluldos mediante 
un volumen reducido de un disolvente orgánico apropiado. Después de la eliminación de este 
disolvente se obtiene un extracto concentrado de Jos solutos, el cual se puede aiializar mediante 
procedimientos cromatográficos tales como la cromatografia en fase liquida a polaridad de 
fases invertida y la cromatografia en fase gaseosa (CG). 

En las técnicas de preconcentración en diferido se pueden emplear columnas de 
dimensiones relativamente grandes (30 cm de longitud por 1 cm de diámetro interno), a través 
de las cuales es posible percolar grandes volúmenes de agua. Esta sitúación representa una 
ventaja, principalmente cuando la concentración de Jos solutos de interés en la muestra por 
analizar es baja, del orden de µgfL o inferior. 

No obstante, los procedimientos de EFS en diferido aún presentan ciertos inconvenientes. 
Por ejemplo, debido a que dichos procedimientos involucran todavía etapas operacionales, tales 
como la deserción con disolventes de los solutos concentrados en la fase sólida, asf como la 
evaporación de dichos disolventes para obtener un extracto concentrado de fos compuestos de 
interés, aún existe el riesgo de pérdida o degradación de los solutos así como de contaminación 
de la muestra. Adicionalmente, se tiene una pérdida de sensibilidad del método debido a que 
sólo se analiza una alícuota del extracto concentrado. 

Por otra pane, debido a que es imposible eliminar completamente toda contaminación de 
origen e>ctemo, es necesario efectuar periódicamente el análisis de una "muestra blanco" en el 
que se deben reproducir completamente las operaciones de manipulación a las que se somete la 
muestra estudiada. El análisis de la muestra blanco permite efectuar las consideraciones 
pertinentes, respecto de la contribución de las diversas operaciones experimentales, sobre el 
análisis cuantitativo final de los solutos de interés. 

I.I.2 EXTRACCIÓN EN FASE SÓLIDA EN LINEA. 

Muchos de los inconvenientes inherentes a las técnicas de EFS en diferido se pueden evitar 
usando métodos de EFS en linea. 

Los métodos de EFS en linea constituyen una metodol~gía 'en I~ cual ~n·a-vez que Jos 
solutos han sido preconcentrados sobre un soporte sólido, éstos son desorbidos y transferidos 
directamente -mediante Ja ayuda de válvulas de conmutación (Rainsteiner; 1988)-- hacia una 
columna cromatográlica, en Ja cual se efectúa su separación y análisis. · 

El principio operacional de los métodos de EFS acoplados en línea. con análisis 
cromatográfico se presenta en Ja figura 1.2. · · 
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1 &TAPA DJl 1 
DI180RCIÓII 

Figura 1.2. Principio del acoplamienlo extracci611 tnftue sólida-Análisis en /{nea. 

Al igual que en los métodos en diferido, en los métodos en linea la etapa de 
preconcentración 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 desorción la precolumna de concentración se acopla directamente con la 
columna analítica y las sustancias orgánicas preconcentradas son desorbidas y transferidas 
simultáneamente, mediante una fase móvil apropiada, hacia la columna cromatográfica para su 
análisis. 

A fin de reducir el fenómeno de ensanchamiento de banda durante la transferencia de los 
analitos, de la precolumna hacia la columna analítica, las dimensiones de la precolumna deben 
ser peque!\as en comparación con las dimensiones de la columna analltica. Además la 
precolumna debe empacarse con adsorbcntes de granulometría peque~a. 

Durante la etapa de prcconcentración se puede efectuar una e><1racción selectiva de los 
solutos orgánicos presentes en la muestra analizada, a través del acoplamiento de dos o más 
precolumnas empacadas con fases estacionarias de naturaleza diferente. La selectividad hacia 
compuestos específicos también se puede incrementar empleando métodos de detección 
apropiados. De esta manera, tanto los solutos de baja polaridad, como los polares y los 
iónicos, pueden ser prcconcentrados y analizados simultáneamente. 

Debido a que no existe manipulación externa de la muestra (elClracciones liquido-liquido, 
evaporaciones, etc.) entre la etapa de preconcentración y el análisis propiamente dicho, no 
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existe riego de contaminación o pérdida de ésta. Además, el total de Jos analitos extraldos son 
analizados en el sistema cromatogri.fico, lo cual incrementa la sensibilidad del método. 

Un parámetro importante en la EFS es el volumen de muestra que se puede.·manejar en .la 
etapa de preconcentración, antes de que exista fuga en la precolummi. de los: solutos que se . 
concentran. En contraste con la EFS en diferido, en los procedimientos en linea dicho volumen 
no se puede incrementar mediante un aumento en la cantidad.de adsorbente'einpleado;:debido 
principalmente a las caidas de presión en el sistema analíÍico, por. ki que es importante 
seleccionar las condiciones de operación de la etapa de preconcentración (volumen de muestra. 
concentrado, velocidad de flujo, naturaleza qulmica y granulometrfa'del adsorbente, etc.) en 
función de los niveles de detección requeridos para los solutos.ana]izados7:i · ·• · · 

1.1.3 SOPORTES EMPLEADOS.EN.LA PRECONCENTRACIÓN DE 
SOLUTOS ORGÁNICOS POR EX7'RACCIÓN EN FASE.SÓLIDAF 

Los principales soportes sólidos empleadÓs en l~ p~econcentración de solu!Os orgánicos en 
aguas. por extracción en fase sólida "" linea; iÍ!cluyen a Ju fiises 'qufmicánlente enlazadas, los 
polímeros porosos, losint~biadoJ'ell.de ione8y1.os éarbon".8: • · · 

FASES ESTACIONARIAS QUÍMICAMENTE EN~AZADAS. 

Las fases estacionarias quimicam~nte ~nl:.d~ están. constitui.das. por un material base 
como silicagel, alúmina o agarosa sobre . el que ·sé une qufmiC8J1lente. un compuesto que 
contiene un grupo funcional especifico. · · · · º • · · 

La mayor parte de las rases químicamente enlaz.adas disponibles comercialmente estáii 
formadas por una matriz base de silicagel. La unión del grupo funcional a la siliciigel puede ser 
de cuatro tipos: 

• Tipo Éster (Si-0-R) 

• Tipo Amino (Si-NR2) 

• Tipo Carbono (Si-CR3) 

• Tipo Siloxano (Si-O-SíR3) 
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La disponibilidad de una amplia variedad de grupos funcionales para Ja preparación de 
empaques pennite efectuar de una manera relativamente sencilla tanto· procesos 
cromatográlicos a polaridad de fases invertidas como en fase normal. Los procesos 
cromatográlicos a polaridad de fases invertidas involucran el uso de fases estacionarias 
relativamente no polares en conjunción con fases móviles muy polares. LOs procesos en fase 
normal requieren del empleo de empaques polares y fases móviles poco polares. 

Las fases quimicamente enlazadas del tipo siloxano se encuentran dentro de las más 
populares en HPLC. Estas fases se preparan a través de Ja reacción de los grupos silanol del 
soporte de silice con reactivos del tipo organoclorosilano u organo alcoxisilano. Las fases 
químicamente enlazadas de este tipo son hidrolíticarnente estables en un intervalo de pH de 2 a 
8.5. 

A pesar de haber sido ampliamente estudiado, aún no se comprende totalmente el 
mecanismo de retención en fase reversa. La teoría solvofóbica de Horvath para explicar dicho 
mecanismo es la de mayor aceptación hasta ahora. De acuerdo con dicha teoría, la interacción 
entre moléculas de soluto y de disolvente es mucho más débil que Ja interacción de Ja moléculas 
de disolvente entre si. Como consecuencia, el soluto es expulsado de Ja fase móvil y forzado a 
penetrar en Ja fase estacionaria, Ja cual actúa como receptor pasivo. La figura 1.3 muestra 
como ejemplo la interacción de fenol con Ja fase qufmicarnente enlazada. En este caso puede 
asumirse que el grupo polar se orienta hacia la fase móvil acuosa, mientras que su porción 
hidrofóbica Jo hace hacia la superficie hidrocrubonada. La magnitud de la interacción soluto
fase enlazada, y por consiguiente Ja retención, será mayor cuanto mayor sea el tamallo del 
grupo apolar debido a un incremento en Ja superficie de contacto. Por el contrario, las 
funciones polares del soluto favorecerán la interacción con los disolventes polares y reducirán 
su retención. 

:i ·-oo-:. • •. :; ª {( ...-.:...:-~-- -
D.o. e.·.--•• ,. a 
JI B 
A O , .......-W-. ... 1 ..... 

• :;4 
D ..... 

Figura 1.3. Mecanismo . de retención. en lilse. reversa. Interacción de fenal con la fase 
estacionaria y con la fase móvil. 
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POL/MEROS POROSOS. 

Los polímeros porosos entrecruzados, fonnados por estireno y divinilbenceno (EDVB), 
han sido usados ampliamente para la proconcentnción y separación de pequeñas cantidades de 
solutos orgánicos presentes en muestns de agua. Este tipo de polímeros se sintetizan mediante 
la reacción presentada en la figura 1.4. 

•e ,-~:·~, 

,-

.· Fipra 1.4. P~funcriZación "'1~ d~ estireno y divinilbenoeno. 

El gndo de entrecruzamiento dd -copolimero, del cual depende su rigidez, está 
determinado por la proporción del compUesió diolefinico. Otros factores como la porosidad, el 
tipo y el lamaño de partícula pueden· ser Í:Ontrolados apropiadamente durante el proceso de 
polimeriución. 

Los copolímeros estireno-divinilben del tipo XAD han sido usados ampliamente para 
la c:xtraeeión en diferido de diversos analitos de nawraleza relativamente polar, a partir de 
muestns de agua de interés ambiental. Sin embargo, estos adsorbentes no se pueden usar en las 
metodologías en linea debido a que presentan una débil resistencia mecánica a presiones 
moderadamente grandes. 

No obstante también existen en el mercado copolímeros estireno-divinilbenceno porosos, 
rigidos y resistentes a la presión. Estos sopones conocidos con Jos nombres comerciales de 
PRP (Hamilton) y PLRP-S (Polymer Labs) tienen Ja ventaja adicional de ser estables en el 
intervalo de pH de 1 a 14. Por Jo general estos adsorbentes retienen a los analitos en su forma 
neutra pero no en su forma iónica. Sin embargo. en disoluciones acuosas Jos solutos de canlcter 
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altamente hidrofóbico pueden ser retenidos muy fuertemente, aun cuando dichos solutos se 
encuentren ionizados. 

A pesar de que el comportamiento de retención de los analitos sobre los copolimeros 
EDVB no ha sido estudiado a profundidad, se sabe que dicho comportamiento está gobernado 
en parte por interacciones hidrofóbicas, similares a las generadas con las fases quimicamente 
enlazadas C 18. Además, debido a la presencia de anillos aromáticos en la red de la matriz 
polimérica, se pueden esperar también fuertes interacciones 7t-7t con los anillos aromáticos de 
los solutos (Hennion y Coquart, 1993). · 

Se ha observado (Jahangir y Samuelson, 1980) que la capacidad de adsorción de los 
copollmeros estireno-divinilbenceno hacia cierto tipo de compuestos, sobre todo de naturaleza 
aromática, disminuye en función de su uso. Lo anterior se atribuye a la· contracción cqiie 
experimentan las particulas del polimero. Afortunadamente, la capacidad de este"ti¡ío· de 
soportes se puede regenerar de una manera tacil por tratamiento del · ad.sórbente .·con 
disoluciones acuosas de alcoholes. · · ... 

INTERCAMBIADORES DE IONES. 

Los soportes sólidos empleados para la preparación de intercambiadores iónicos 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 preparación y manejo. Estos 
materiales están formados por esferas microporosas, constituidas por una matriz 
macromolecular formada por cadenas de poliestireno unidas con puentes de divinilbenceno 
mediante un proceso de copolimerización. En función del tipo de intercarnbiador que se desee 
obtener, aniónico o catiónico, la matriz polimérica se somete a distintos tipos de tratamiento. 
La sulfonación de los grupos aromáticos en el polimero conducirá a la obtención de 
intercambiadores catiónicos. La clorometilación, seguida por reacción con una amina terciaria 
llevará a la formación de intercambiadores aniónicos fuertes; si el tratamiento se continua con 
amoniaco o con una amina primaria o secundaria se obtendrá un intercarnbiador aniónico débil. 
La estructura de un intercambiador aniónico fuerte se ilustra en la figura 1.5. 

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

15 



Capíhtlo J. EX11UCCJÓN r ANÁLJSJS ... 

Los adsorbmtes carbonáceos fueron los primeros materiales empicados para la extracción 
en diferido de compuestos orgánicos de diferente polaridad a partir de muestras de agua. El 
carbón negro gnúitizado (CNG) es uno de los adsorbentcs más comúnmente empleados. Este 
material se produce por calentamiento de carbones negros a temperaturas entre 2700 y 3000 ºC 
en una atmósfera inette. Los carbones negros grafitizados son adsorbentes no espccificos. no 
porosos, con un área superñcial comprendida entre 8 y 100 m2 /g. Debido a su estrudura 
cristalina, constituida por grandes hojas de naturaleza grafitica, las cuales se mantienen unidas 
por interacciones de Van dcr Waals, Jos CNG a menudo se consideran como adsorbentes de 
tase,.,..,.,...,. con una mayor capacidad de retención que las SJ1ices quinúcamente enlazadas C18 
{Coquart y Hennion. 1992; Heruúon y Coquart, 1993). Sin embargo, algunos estudios recientes 
{Di Corcia et al., l993a, 1993b) han moSIIlldo que debido a la fonna de preparación de los 
CNG, la superficie de éstos presenta ciertas heterogeneidades químicas que dan origen a la 
formación de estructuras oxigenadas similllres a los cromenos. En presencia de agua este tipo 
de estructuras se rearregla para fonnar sales de bcricilpirilio, de acuerdo a la reacción 
presentada en la figura l. 6. 

La presencia de estas impure7.21S químicas, cargadas positivame'1te, sobre la superficie del 
CNG le permite fijar aniones a través de fuerzas electrostáticas por lo que, además de actuar 
como un adsorbente no especifico, puede actuar de manera similar a un intcrcambiador de 
aniones. 

El CNG también se ha empleado para efectuar concentraciones selectivas de algunos 
isómeros geométricos. 

Sin embargo, es importante remarcar que los adsorbentes de naturaleza carl>onacea 
presentan una cinética de deserción lenta: 
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Figura 1.6. Generación de iÓneá de bÍin~l;~irilio ~~ la s~pe~cie d~I ~ón negro gralitizado. 
por interacción con agua. ·· ' · ··· · · · 

-· ·:·(:"·· -F _>:,,:::-::_;,_\-,.::.-· :i·· :·::-
cuando se hace circular una muestrá .ie á811a-que" cón1iiilie ~n"w'ia1itóR lravéS de.una 

precolurnna empacada con un soporte sólodo; ocurre uii-proeeso crolnaio8ráfic0 que procede 
como una cromatogralia frontal, siempre y cuando la velocidad de ·11Újó de la muestra y la 
concentración del analito se mantengan constantes: En' la figiifa ·• 1.1: se" muestran· los 
cromatogramas derivados de un proceso de análisis !Ton.tal · 

Inicio 

Figura l. 7. Cromatogramas obtenidos por análisis frontal. (A) Etapa de adsorción, (B) Etapa 
de deserción. · 
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Al efectuarse el paso de la muestra a través de la precolumna, los analitos son extraídos 
por el adsorbente. De esta manera, al inicio del proceso la muestra que emerje de la precolumna 
se encontrará libre de analitos. Sin embargo, después de concentrado un cierto volumen de 
muestra, ocurrirá una fuga de los solutos de tal manera que la muestra que sale de la 
precolumna contendrá los analitos nuevamente. 

En la figura 1.8 se presentan las curva.r frontales o curvas de fuga para dos so lutos ( 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 salutes 1 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 
señal (en un detector UV) generada por el efluente que emerge de cada precolumna. 

Bajo condiciones ideales las curvas de fuga tienen una fonna bilogaritmica en la que el 
punto de inflexión corresponde al volumen de retención, V,, que el soluto tendría al ser eluido a 
través de la precolumna por agua pura. En el valor de 1 % de la absorbancia UV de la muestra 
se define el volumen de fuga, Vr. Este parámetro es de suma imp~rtancia en los procesos de 
extracción en fase sólida ya que indica el volumen máximo de muestra que puede pasarse a 
través de la precolumna sin que exista fuga del analito. A un valor de 99"/o de la absorbancia 
UV se define el valor del volumen máximo percolado, V.., que corresponde al volumen a partir 
del cual la concentración, del soluto de interés en la muestra que emerge de la precolumna es 
igual a la de la muestra que entra en ésta. 

El volumen de fuga y el volumen máximo percolado se puede expresar (Werkhoven
Goewie et al., 1981; Nondek y Chvalovsky, 1983)de _acuerdo con las ecuaciones 1.1 y 1.2 
respectivamente.. ' , 

(1.1) 

y 

(1.2) . ' . . ' 
; •'.'.: ·,·.· .. \ . 

donde av es la desvi~ció~ estándar, la cual ~epende de la dispersión axial del analito a lo largo 
del Jecho de partículas en la pr0columna y puede ser expresada en términ?S de la IÓngitud de Ja 
precolumna (L), el diámetro de partf~uia del sopor!~ (dp)_y la 'a1túra: reducida del plato teórico -
(h) de acuerdo con la ecuación 1.3:_, ___ - - - --- -_ -

CT;=V,l:P (1.3) 
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Figura J.8. Determinación de los \'olúmcncs de fuga a partir del registro de los cromatosramas frontales 
para dos muestras de agua fortificadas con (a) el solu10 1 y (b) el soluto 2. La respuesla UV de la 
muestra (absorbancia total) se mide registrando directamente Ja señal de la muestra de agua fortificada 
con el dc1cctor. A un volumen Vp =O, la muestra se comienza a pasar a través de la prccolumna; Vr se 

mide a 1%, Vr a 50% y Vm a 99% de la absorbancia total. La Jinca conlinua y la linea punteada 
representan los cromatogramas frontales registrados con la pre.columna empacada con el adsorbcntc A y 
con el adsorbcntc B, rcspecrivamcnte. 
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En base a la ecuación 1.3, Vry Vm pueden expresarse de una manera más práctica a través de 
las ecuaciones 1.4 y 1.5 respectivamente. 

(1.4) 

y 

(1.5) 

De esta manera V r y V m dependen de h, .ia c·~al es u~a funció~ de la velocidad reducida de 
flujo de la muestra a través dé laprecolumna;' de la geometría del lecho adsorbente y de la 
velocidad de transferencia de masa, de acúerdo con la ecuación de Van Deemter. El valor 
exacto de h generalmente se desconoce para una precolumna particular, sin embargo puede 
esperarse (Nondek y Chvalovsky, 1983)un·valor de IO para precolumnas relativamente cortas 
empacadas a mano. . · · · 

La recupera~iÓn, · R, ·y ·el factor d.e. enriquecimiento, f. son otros dos parámetros 
importantes en el anáHsis de trazas por extracción en fase sólida. 

La recuperación se define como la relación entre la cantidad de analito extraldo por el 
adsorbente y la cantidad total de analito pasado a través de la precolumna. La recuperación será 
del 100 % únicamente cuando el volumen total de muestra percolado a través de la 
precolumna, Vp, es menor al volumen de fuga del analito, V¡, sobre dicha precolumna (Vp < 
Vr). 

Desde un punto de vista práctico, el análisis cuantitativo es más flícil cuando la 
recuperación es del 100%. Sin embargo, además del caso en el que los solutos son sólo 
débilmente retenidos por el adsorbente, cuando se desea extraer y cuantificar varios solutos 
simultáneamente, será necesario efectuar dicha extracción y cuantificación con recuperaciones 
parciales (figura 1.8). Por ejemplo, si los solutos 1 y 2 se encuentran presentes en una misma 
muestra, una recuperación del 100 % para ambos solutos se alcanzará únicamente analizando 
un volumen máximo de muestra, Vp. igual a Vr.A· En este caso, la cantidad de los solutos 1 y 2 
extraida por el adsorbente (precolumna) A corresponde a la suma de las áreas sombreadas 
mostradas en la figura 1.8. Si el soluto 2 tiene una pobre absorbancia UV, la cantidad extralda 
de este soluto no será suficiente para ser detectada, de modo que el volumen percolado de 
muestra, V P• tendrá que incrementarse, entonces la cantidad de so luto 1 adsorbida permanecerá 
constante pero su recuperación será menor del 100%. Cuando los sol utas son más numerosos 
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es imposible ajustar el volumen de.la muestra de tal manera que se alcance una recuperación del 
100% para cada soluto .. 

Para el caso del soluto !, la fuga ocurre a un volumen de muestra igual a Vr.A para el caso 
de la precolumna A; y en volumen Vr,e para el caso de la columna B. Considérese. que la 
precolumna B se conecta a continuación de la precolumna A; cuando las dos precolumnas se 
acoplan ~ª. fug~ ocurrirá, en una primera aproximación, en un volumen igual a V f.A +.V r.131 ya: 
que para la segunda precolumna las condiciones para el análisis frontal son distintas que para el 
caso de 'Já' primera debido· a que la concentración de compuesto que entra en la segunda 
columna no es constante, sino que se incrementa dependiendo de la forma del frente de fuga 
producido·. por el : paso del sol u to a través de la primera precolumna. Cuando se pasa un 
volumen de muestra mayor que Vr,A. el soluto 1 será extraído tanto por la precolunumA como 
por la precolumna B por lo que será necesario conocer los valores de Vr.A y Vr,ri a fin.de 
determinar las recuperaciones respectivas. 

Los datos de retención son importantes ya que Vr puede estimarse en primera -
aproximación a partir de valores de V, (ecuación 1.1). Estos valores de retención son 
demasiado grandes para medirse en agua pura. En cromatografla de fase reversa los datos de 
retención se pUeden extrapolar a condiciones de agua pura a partir de datos conocidos a dos 
porcentajes de modificador orgánico, debido a la relación logarítmica entre el factor de 
capacidad y el contenido de metano!. Existe también una relación logarítmica muy útil eritre los 
factores de capacidad en agua y los coeficientes de reparto octanol-agua de los solutos 
(Braumann, 1986). 

La cantidad máxima de soluto extraída está dada por la relación V,Cp0 donde Cp 
representa la concentración del soluto en la muestra estudiada. La cantidad máxima extraída se 
alcanza para un volumen de muestra concentrado, Vp1 igual o mayor que Vm y po.r tanto dicha 
cantidad no corresponde a una recuperación del 100 %. 

El factor de enríquecimiento, f, se define como la relación entre la canlidad de analito que 
entra en Ja columna analítica después de la etapa de preconcentración y la cantidad inyectada 
sin preconcentración. · 

El factor f para u11 a11alito A puede expresarse (Nondek y Chvalovsky; 1983,1984) en 
función de la relación entre el volumen de muestra pasado a través de la precolumna, V P• y el 
volumen muerto de ésta, V0 • Mientras Yp no sea superior al volumen de fuga se cumplirá la 
siguiente condición: 

(J.6) 

21 



Cnpilu/o /, F-\7RACC/ÓN !' ,1,\'Á/JS/S ... 

k ~ es el factor de capacidad del analito . A retenido por el adsorbente y el término, 

( 1- 2J11 d,. / 1.) el cual toma· en Co~sideració~ la ·d~Sper~i-Ón' Bxial, expresa que tan grande debe 

ser el lecho · adsorbénte 'a fin de lograr preconcenÍraciones cuantitativas. De modo que una 
forma de alclinzar. valores 'altos de f consiste en emplear adsorbentes que permitan obtener los 
más altos valores de k ~. ,.' "· 

Par~ ~I ~á~a·,d~ ~n~nt6~ p~cii·;~t;nid6;, c~~v~lores bajos de k~, y precolurnnas canas y 
pobremente emp~c~das eÍfactord~ enrlque~i;n¡~nto será bajo. Sin embargo, e•isten maneras de 
incrementar j Una de:éstas 'consiste .en optimizar la geometría de la precolurnna a fin de 
minimizar h .. Werkho'ven-GoéWie ét al., (1981) han recomendado el uso de precolumnas de 
diámetro.pequ.eñO:,'re,l~tiv~me~te largas, cuyo término (1-2,jh d,/L) sea cercano a la unidad. 

Estas precolumnas pueden ser empaéadas empleando la técnica de la suspensión, usando 
sopones con undp_de entre .5 y 20 ¡tm. 

Es imponante remarcar sin embargo que las curvas de fuga obtenidas e•perirnentalmente 
en la mayoría de los casos no e•hiben una forma bilogarítmica ideal. La figura 1.9 muestra las 
curvas de fuga registradas (Subra et al., 1988) para diversos salutes corno ftalatos, herbicidas y 
compuestos fenólicos, sobre (a) una precolurnna empacada con una fase químicamente enlazada 
C 18 y (b) una precolurnna empacada con un copolimero estireno-divinilbenceno (PRP). 

Corno se observa en la figura 1.9, ninguno de los cromatogramas frontales e•hibe la forma 
ideal de un frente bilogarítmico, el cual corresponde a un pico 'gausiano en una crornatografia 
de elución; además, la forma de los frentes varía de un solUlo a otro. Una razón del 
componarniento anterior es que los volúmenes geométricos de las precolumnas empleadas en la 
determinación de los frentes mostrados son generalmente pequeños, además de que las 
precolumna empleadas normalmente se empacan de una manera que provoca que su número de 
platos teóricos no sea muy alto. Adicionalmente, es necesario considerar que los salutes tienen 
diferentes cinéticas de intercambio entre el adsorbente y la fase móvil. 

Se puede observar a panir de la figura 1.9 que los compuestos apelares son ••traídos por 
la precolurnna Cl8, en tanto que los compuestos moderadamente polares son e•traídos de una 
manera más apropiada por la precolumna PRP. Es imponante remarcar adicionalmente que 
algunos compuestos presentan una diferencia importante entre sus valores de Vr y Vr. Por 
ejemplo, el 2,4,6-triclorofenol tiene un volumen de fuga, sobre la precolumna PRP, de 130 mi y 
un volumen de retención de 207 mi, esto provoca que los métodos de cálculo reponados en la 
bibliografia para la estimación de los valores de Vr y V,, dentro de los procesos de e•tracción 
en fase sólida, sólo puedan considerarse como una primera apro•imación a los valores reales en 
la mayoría de los casos. 
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@~::". 
O SO 100 150 : . V,1•11 : 

Fi¡:ura 1.9. Curvas de fuga para solutos con (A) Una prc<:olumna (10 x 2.1 mm d.i.) empacada con una 
fuse reversa Cl8, y (B) Una prccolumna (10 x 2.1 mm d.i.) empacarla con un copolúncro estireno
diviniltx:nceno (PRP). Muestras: disoluciones acuosas a pH = 3 (ácido perclórico 0.00IM); velocidad de 
Dujo 2.5 mVmin. Detección UV a longitud de onda variable. Solulos l. 2,4,6-trin//rofenol, 2, 2-
nltro/enol, 3. tolueno, 4. m-xrleno, 5. 2,4,S-trimeti/fenol, 6.jlolato de dlmetilo, 7. 2,4,6-tric/orofeno/, 
8. s/mazlna, 9. otrazina, 10. linuron, 11.jlalato de dietllo, 12, 2·metilfeno/, 13. 2,4.<f/nltrofenol, 14, 
2,4.<fimetilfenol. · · · 

. . . ' ' . . 
Otro aspecto importante a tener en cuenta es que Ja fuga de Jos solutos de Ja précolumna 

ocurrirá cuando se exceda Ja capacidad de.1 adsorbenté. L.a capacidad del adserbente depende 
entre otras cosas de su naturaleza.química, de su estructura fisica y deias dimensiones de:Ja 
precolumna. .... .. .. ...... .. ... ,. ·· · . ... . · "·· · • · 

Bajo condiciones de sobr~carsa' el ~olumen. denotadb ~or \/; no éó~é~~~nd~ial volumen 
de retención del sol u to. La figura 1.1 o muéstra las' curvas de fuga en u~a precoluirina 'empacada 
con un soporte CIS, de diver..S disoluciones acuosas .fortificadas· C:on .·concentraciones 
variables de ftalato de dimetilo. 
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reo UV 

Vp(ml) 

Figura 1.10. Regisdo d~ las ..;.Z.:S;de füi~'eJi una ~rc:COiumna e~pacada con una fase reversa 
C 18, de disoluciones acuosas de conéCntraCió.ri creciente de ftalato de dimetilo. Precolurnna de 
JO X 2. J mm(d.i), velocidad -dé flujo: 2:5 mVffiiO: deteCción UV a 260 rlrn, sensibilidad 0, J 
AUFS (Subra et al., 1988) ... · .· . ' 

Se observá en la figura J;JO que-en los ca¡¡¡,,¡· de las niilesirafo~ifi.t..ias ~con 0.3 y 0.9 ppm 
del soluto, la fuga .ocurre a un mismo valor de volumen.:•Sin embargo, para conc~ntraciones 
mayores el volumen de fuga disminuye,• Por lo' antérior es i~p<irtante tener. la certeza que 
durante las d~tem.inación experimental de los valores dé V [,V r y V~. I~ fuga de los solutos no 
ocurra debido a una sobrecarga del adsorbénte. en la precolumna.' 
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1.2.1 CÁLCULOS DE RECUPERACIÓN A PARTIR DE VOLÚMENES DE 
FUGA. 

El análisis frontal permite obtener los volúmenes, a partir de los cuales se '¡iu<ide estáblecer 
la cantidad de soluto extraída por una precolurnna en un proceso de extracción en ·fase sólida; 
asl como el rendimiento de dicha extracción. 

Las expresiones teóricas de la cantidad extralda y del rendimiento de extracción en función 
del volumen de muestra percolado para un sistema de dos precolumnas conOctadas en serie, han 
sido presentadas por Subra el al., (1988). El caso de una sola precolumna es una simplificación 
del caso precedente. 

Al analizar varias muestras de agua fortificadas con diversos solutos no ionizados 
acoplando dos precolurnnas en serie durante la etapa de preconcentración, una empacada con 
una fase químicamente enlazada C!8 y otra con un copolímero estireno-divinilbenceno (las 
cuales se denotarán CJS y PRP, respectivamente), es posible definir los volúmenes 
caracteristicos presentados 'en la figura 1.8. Cuando la muestra de agua es pasada a través de 
las dos precolurnnas los volúmenes Vr,c1s, Vr.cJs y Vm.c1s corresponden a los volúmenes 
obtenidos con la precolumna Cl8 sola, mientras que los volúmenes Vr,PRP. Vr,PRP y Vm,PRP 
representan los volúmenes obtenidos con la precolumna PRP sola, más los valores obtenidos 
con la precolumna C18 sola. Para los solutos neutros estudiados (Subra et al., 1988) estos 
volúmenes se incrementan en el siguiente orden: 

(J.7) 

Las curvas que representan los frentes se denotan por y(Vp) para Cl8 y z(Vp) para PRP. 
En el caso de cinéticas de intercambio rápido las expresiones son las integrales de la gausiana 
característica de un pico cromatográfico. Las cantidades extraídas sobre las precolumnas C18, 
PRP., y sobre ambas son. Qc1.s, .. QpRP y Qr, respectivamente, y las recuperaciones 
correspondientes son Rc1s, RPRP y Rr: La tabla 1.1 resume' las diversas expresiones para los 
parámetros antes mencionados en fu~ción del .volumen de muestra percolado. 

En la figura 1.11 se muestra la variación de (A) las cantidades extraídas y (B) las 
recuperaciones, en función del vOlumen de muestra concentrada V p· 
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T•bla 1.1. Ecuaciones para las cantidades extraidas, Q, y las recuperaciones, R, 8obre 
precolumnas CIS yPRP, en función de los volúmenes de muestra car~dos, Vp. 

--<,-. '> ·;: .. 

)Vm,PRP 
v,.JJIP~v,.fü 
. v¡; 
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Q 

" 

. ,._ ... ,-. ~~.; '. _ .. - , ., . " '· ,,- ' .. ' 

Figura 1.11. Variaciones de (A) las cantidades: .Xtraidas y (B) las recuperaciones, en función 
del volumen d~ muestra concentrada,_Vp. para:(•) Una precolumna Cl8, (•)Una precolumna 
PRP, (4) La precolumna Cl 8 y la precolumna PRP acopladas en serie (Subra et al., 1988). 

L8 variación. de las cantidades extraídas es relativamente simple para un volumen de 
muestra menor que el volumen de fuga en la primera precolumna, Vr,c1s, ya que las cantidades 
extraída y percolada son iguales y la recuperación es del 100%. Para un volumen de muestra 
mayor que Vr.c1s. la cantidad extraída por la fase CJ S aumenta hasta un valor máximo pero que 
es diferente de la cantidad de muestra pasada a través de la precolumna; la fracción de soluto 
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no retenido por la precolumna Cl8 es entonces e>ctraída por la segunda preeolumna (PRP) 
hasta que se alcanza el volumen Vr.PRP· La recuperación a partir de la precolumna CIS 
disminuye, mientras que en la precolumna PRP aumenta, sin embargo, la recuperación total es 
siempre de 100"/o. La cantidad máxima e><lraída se alcanza con un volumen de muestra Ym.PRP• 
que corresponde a una recuperación menor del 100"/o. Cuando el volumen de muestra 
concentrado, Yp. se encuentra entre Vry Ym, las cantidades recuperada y extraída no se pueden 
calcular exactamente si no se conoce Ja ecuación del frente de la curva de fuga respectiva. 

La variación de las cantidades extraídas y de las recuperaciones, en función de los 
volúmenes de muestra concentrados, son muy importantes. En el análisis de trazas, los límites 
de detección son el interés principal. A partir de las figuras 1.1 IA y 1.1 IB se puede observar 
que las mejores condiciones para la detección se obtendrán al trabajar con un volumen de 
muestra mayor que Vr,PRP. debido a que la cantidad extraída por la precolumna PRP es mayor 
que la extraída por la columna C J 8, a pesar de que las recuperaciones correspondientes sean 
únicamente del 50%. Este aspecto es particularmente importante para aquellos solutos que 
tiene caracteristicas de detección pobres. 

~ determinación de la concentración 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 analíti'ca mediante el uso 
de un rizo de inyección convencional; Ja cantidad de soluto en la muestra analizada se 
determina entonces a través de curvas de calibración y, por supuesto, teniendo en cuenta los 
datos de recuperación. Un segundo método, más ampliamente empleado, consiste en fortificar 
muestras de agua con cantidades conocidas de los solutos de interés y entonces determinar las 
cantidades e>ctraídas correspondientes. 

Por lo tanto es importante adaptar y optimizar el volumen de muestra a concentr~ 
apropiado para cada problema analítico, teniendo en cuenta la concentración probable de los 
analitos en las muestras a estudiar asi como el modo de detección que se empleará. ' 

1.2.2 CÁLCULO DE LA RECUPERACIÓN EXPERIMENTAL A PARTIR DE 
LAS ÁREAS DE LOS PICOS. . . 

La determináción.expériinental tanto de los volúmenes de fuga como de las recuperaciones 
puede efectuar..; empleando un dispositivo en línea. Mediante éste, un volumen pequeño, v,,. 
de muestra fortifi~a, 'con'una concentración conocida Cp de cada analito de interés, es pasado 
a través de la précolumna .. Se registra entonces el cromatograma correspondiente a la elución 
en línea de la precolumna, determinando las áreas de los picos obtenidos. Este primer volumen 
se elige de modo que no ocurra fuga de ninguno de los solutos presentes en la muestra (5 o JO 
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ml por ejemplo). Lo anterior se verifica comparandá el crom~Íogfama con uno obtenido por 
inyección directa, de la misma cantidad de solutá en la colull1Jla analitica. Entonces el volumen 
de muestra se incrementa y su concentración se disminuye; a fin de tener la misma cantidad 
Cp V P de analitos en cada volumen de muestra preconcentrad~: Mientras no ocurra fuga para 
ningún 5oluto, la cantidad concentrada perrnanl!Ce constante y las áreas de los picos obtenidos 
en el cromatograma "en linea" son constantes .. Cuarido la fuga ocurre, la cantidad extraída 
disminuye, lo cual se traduce en una disminución de las "áreas de.los picos. Los volúmenes de 
fuga pueden determinarse de esta manera ·{través.dé 3 ·,; ·4 experimentos de preconcentración 
de todos los solutos de interés de manera simultánea. Las recuperaciones correspondientes 
también se pueden calcular dividiendo las áreas de los picos entre las áreas obtenidas al 
preconcentrar un volumen pequc~o de muestra en el que no hay fuga (los S o 1 O mi antes 
mencionados). 

Cuando el proceso de preconcentración se efectúa empleando dos precolumnas conectadas 
en serie, dependiendo de los volúmenes de fuga de los solutos analizados, éstos se extraerán 
sólo en la primera precolumna, o en ambas. 

En la figura 1.12 se muestran los cromatogramas obtenidos (Subra et al., 1988) al efectuar 
la preconcentración en linea, a través de dos precolumnas conectadas en serie una empacada 
con una fase reversa CIS y otra con un copolimero EDVB (PRP), de: (!) 10 mi de agua 
fortificada con tres herbicidas a una concentración de 120 µg/L cada uno y (2) ISO mi de agua 
fortificada con los mismos compuestos pero a una concentración de 8 µg/L. En ambos casos, la 
cantidad cargada de cada uno de los herbicidas es de 1.2 µg. En el caso de la muestra de 1 O 
mL, los tres herbicida son extraídos sólo por la precolumna C 18, en tanto que en el caso de la 
muestra de 150 mi los herbicidas son recuperados tanto en la precolumna C 18 como en la 
precolumna PRP. 

Considérese primero que sólo se usa una precolumna (por ejemplo la Cl8). Si Vp es 
menor que Vr,c1s. la figura 1.11 mueslra que las cantidades extraida y percolada serán iguales. 
Cuando la cantidad pcrcolada es constante de una percolación a otra, el área del pico es 
constante y para un soluto dado se tendrá la condición: 

(1.8) 

\ ' .- ,, 
Cuando Vp es mayor que Vm,c1s la canlidad extr~ída será igual a Cp:'r,CIS, de_ta1-manera que:-

(1.9) 
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%Acetonilrtlo 
Elución da la PRP 

10~1 
· 12011g1"' 

• 40 ·. 1iempo(mln) 

l!IOml 
a11gr• 

40 Tlempo(min) 

Figura 1.12. Análisis de dos muestras de agua fortificadas con las mismas cantidades de 
herbicidas: (A) preconcentración de 1 O mi de agua fortificada con 120 µg/L de cada soluto; (B) 
preconcentración de 150 ml de agua fortificada con 8 µg/L de cada soluto. Solutos: l. 
Simazina, 2. Atrazina, 3. Linuron. Preconcentración a través de dos precolumna (10 x 2.1 d.i. 
mm) conectadas en serie empacadas con una fase reversa C 18 y con un copolimero PRP. Flujo: 
3 rnVmin (Subra et al., 1988). 
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Pero, debido a que las concentraciones de Jos solutos en Ja muestra se ajusían a fin de 
tener una cantidad preconcentrada constante, e;, puede expresarse en términos de e;,¡ y Vpi. 
para la primera concentración y el primer volumen de muestra respectivamente, de tal manera 
que ahora se tendrá: 

=.(.e ,r. ~.') e, V . 
p-: . 

(1.10) 

Denotando por At el área del pico obtenido· en la primera percolación para Ja cual se 
verifica que Vpt es más pequefta que Vr,cts Ja ecuación Ú se puede expresar como: 

(1.11) 

si las áreas de los picos se no~aliZan po~ las ár.eas obtenidas para un~ primera percolación bajo 
condiciones Ar, se tendr~ entonces las· siguientes relaciones: 

(i.12) 

y 

(i.13) 

La comparaciónd~ bstas relaci~lles cónias de ¡~·tabla 1.1 indica que és.tas representan las 
recuperaciones obtenidas cuando la precoluriina e 18 se usa sola. .. 

Cuando las dos precol¿mnas se co~ectan ~n S.rie, hay, una disminución de las áreas de. Jos 

picos obtenidos de. la elución de la CIB, en función de Vp. lo cual es acompaftado por un 
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incremento en las áreas de los picos obtenidos a ·partir de la elución de la PRP. Empleando la 
misma notación para los volúmenes característicos antes definidos, los valores de las áreas 
normalizadas obtenidos de la elución de la CIB y la PRP y el análisis de los compuestos 
e>etraídos son como sigue: · 

(1.14) 

(1.15) 

(1.16) 

(1.17) 

(1.18) . 

(1.19) 

Comparando las ,;.,uaciones · 1; 14 aiu 9 con las expresiones de la tabla 1.1 se puede 
observar que las. áreas normaliz3da5 :: de. los . picos': representan. recuperaciones exactas; la 
medición de las áreas :de Jcis pieos cuando se precoriceniran' diversos volúmenes de muestra, 
fonificada con una cantidad constante de soluto, permite determinar las recuperaciones y las 
cantidades e>etráldas.·: · ' · 
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1.3 PROPIEDADES DE LOS COMPUESTOS FENÓLICOS. 

Los fenoles son derivados hidroxilados del benceno y sus· núcleos ·rondensadós. Estos 
compuestos contiene un grupo -OH unido a un átomo de carbono del anillo bencénico. 

El radical fenilo impane propiedades ácidas a los grupos hidroxilo de' Jos fenoles, la acidez 
de dichos grupos se incrementa por la presencia de sustituyentes electronegativos en el anillo 
bencénico. Esto implica, por ejemplo, que Jos nitrofenoles son ácidos más fuertes que el fenol 
mismo. 

En la tabla 1.2 se presentan algunas propiedades de los cinco compuestos fenólicos 
considerados en este estudio. 

Algunos de Jos 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 producción 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; así como por la liberación accidental o intencional de 
dichos compuestos. A pesar de que la mayoría de los compuestos fenólicos presentes en 
muestras de agua se biodegradan en períodos de tiempo relativamente cortos (del orden de 
horas a días} o bien son susceptibles de experimentar reacciones fotoquímicas 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 
acuática y terrestre. Debido a su toxicidad es necesario disponer de métodos de análisis capaces 
de detectar y cuantificar estas especies a concentraciones del orden de µg/L, o inclusive 
menores, y a la vez monitorear efectivamente su posible cambio de concentración en función 
del tiempo (Carron y Afghan, 1989}. 

El fenal es un compuesto tóxico y corrosivo cuando se ingiere, se inhalo. o se absorbe a 
través de la piel. Los síntomas experimentados por exposición al fenal incluyen irritación del 
sistema respiratorio, alteraciones en el sistema digestivo, nefritis, gangrena y posiblemente la 
muerte. Existen datos que indican (USEPA, 1980a} que la variación de diversas propiedades 
del agua tales como el pH, la dureza y la temperatura, pueden alterar las características tóxicas 
del fenol. La concentración máxima de fenol en agua potable, en los Estados Unidos, está 
limitada a 0.001 mg/L (USEPA, 1980a). 

Todos los clorofenoles son considerados como irritantes de las membranas mucosas. Estos 
compuestos provocan además daños al hígado y al riñón, y afectan al sistema nervioso central. 
Aparentemente su toxicidad aguda aumenta a medida que se incrementa la cloración de la 
molécula (USEPA. 1980b). 

En el caso de los nitrofenoles, se conoce muy poco acerca de sus efectos tóxicos en el 
hombre, sin embargo, diversos estudios con animales indican que estos compuestos pueden 
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provocar depresión del sistema. nervioso central, metahemoglobinemia y disnea (USEPA, 
1980c). 

Tabla 1.2. Propiedades de compuestos fen61icos. 

PROPIEDAD FBNOL'' 4-NirRo 2,4-DINITRO 2-CLORO. ~j,z;:,_~i:·:'. 'FENOL. FENOL ··FENOL 

OH OH OH OH' ... 011 · 

ó o ON02 (t ºNO, ESl'RUCTIJRA 
1 

: ) . NO, N02 
FORMULA 

C.H,;O MOLECULAR 

PUNTO DE 
EBULLICIÓN 181.75 

(760 mmHg)1 ªC 

PUNTO DE 43 
FUSIÓN, ºC 

PESO 94.11 
MOLECULAR 

CONSTANTE 
DE 

9.994 7.IS6 · DlSOCJACIÓN 
pKa 

LogDEL 
. COEFICIENTE 

DE REPARTO 1.46 1.91 
OCTANOU 

AGUA 

SOLUBILIDAD 
ENAGUA A 87,000 
l!°C,mg/l 

PRESIÓN DE 
VAPOR A 0.524 

2.SªC,mmHg 
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1.4 MÉTODOS PAR.4 EL ANÁLJS/S DE FENOIF.S. 

De manera general, se pueden ·establecer las siguientes aseveraciones respecto · a la 
toxicidad y biodegradación de los compuestos fenóliccis: 

- . . ,. -

Los alquil fenóles genenllme,¡te son .;;en~s '.óxi~~s que los cloro ~nitrofenoles. > .. 

Los iiitrofenolCls són' l~s máS ~óXÍd,s de l~s d~~v~~~~ fe~ÓIÚ:ó~. '~in ~mb.;,.g~. 
parecen biodegiadar5e.·Jiícilmente, .a .. través .. de. la ·redúcción a .. la amina 
correspondiente · ._ ,,. . .:··¡ · · -

tOs fonoles clo~ados s~n los mAs persist~ntes en ~I medio ambiente . • 

LafoxÍ~Íd~d
0

dCl¡~;.;o~p~~~t~s f~~Óli~s ~~menia am,edida que cr~ce su acidez . 

Los alq~ilfüMles ~n relativ~me~te bi~degiadables; con ex~Pcióri d~ aq~ellos 
fenoles que''presentan grupos OH esté.ricamente impedidos, esto los hace· más 
resistentes á la biodegradación... ' .,. - · - " 

La t~sa d~ biode~~ .. d~~Íliri'cie l~s f¿nol~s cr~ce a medidá que aum~nta su 
lipofilicidad. • · 

Los fenoles altam~nte'cloradcis se acumulan f¡¡cilmente en organismos a¿1fáticos. 

1.4 MÉTOD.OS PARA EL ANÁLISIS DE FENOLES. 

_:.,\ _::" _· . 

El creciente interés en la determinación de diversos fenoles en muestras ambientales ha 
promovido el desarrollo de numerosos métodos para su análisis y cuantificación. En términos 
de instrumentación los procedimientos son diversos. La colorimetría, la cromatogralia de gases 
y la cromatogrllfia de líquidos han sido las técnicas más empleadas. 

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

Debido a las desventajas antes mencionadas, los métodos cromatográficos han desplazado 
casi en su totalidad a los métodos colorimérricos. Los métodos por cromatogralia. de 'gases 
(Hall et al., 1984; Fingler et al., 1987; Masi y Gulick, 1987; Zhang, 1990) utilizan generalmente 
columnas capilares, con detección por ionización de llama, captura de. electrones o 
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espectrometría de masas. La mayoría de estos métodos involucran una etapa de derivación 
mediante la cual los fenoles son convertidos en especies más volátiles y menos polares a fin de 
facilitar su separación y cuantificación. 

La mayoría de los fenoles son compuestos relativamente polares y su análisis en muestras 
de agua se puede efectuar también empleando cromatografia de liquides. Aunque tanto la 
cromatografia de liquides a polaridad de fase invertida (Subra et al., 1989; Piangerelli, 1992; 
Marko-Varga y Barceló, 1992), como en fase normal (Calmer et al., 1977; Schabron et al., 
1978) han sido investigadas, la primera ha tenido una aplicabilidad mucho más amplia para el 
trabajo con muestras reales. La cromatografia a polaridad de fases invertidas también es más 
apropiada para su acoplamiento con los procedimientos de limpieza o preconcentración en línea 
(Shoup y Mayer, 1982). Comúnmente se emplea la detección ultravioleta (UV) puesto que los 
fenoles tienen absorción fuerte en 2 bandas centradas alrededor de 230 y 289 nrn. Sin embargo, 
puesto que la mayoria de los fenoles son electroquímicarnenle reactivos (Kissinger et al., 1980), 
la crornatografia de liquides acoplada a un sistema de detección electroquímico orrece otra 
excelente alternativa para el análisis de fenoles, debido a la alta sensibilidad y selectividad de 
este tipo de sistemas de detección. 

La cromatografia de líquidos de alta eficiencia, a pesar de no ser tan popular como la 
crornatografia de gases, orrece un gran potencial para el análisis de fenoles por varias razones. 
Por una parte, debido a que la fase móvil es un liquido, se pueden interconectar otras técnicas 
tanto antes como después de que la separación se ha realizado. Esto permite analizar una gran 
variedad de matrices o muestras además de que ayuda a disminuir los límites de detección de 
los solutos analizados. Por otra parte, el análisis de fenoles por HPLC tiene la ventaja adicional 
de poderse efectuar sin necesidad de etapas de derivación de los solutos. 

Ogan y Katz ( 1981) han usado cromatografia de liquidas en fase reversa para analízar la 
separación de alquil fenoles empleando detección por fluorescencia y UV. Ellos encontraron 
que el orden de elución de 19 alquil fenoles crece a medida que aumenta el número de átomos 
de carbono del sustituyente alquilo. Adicionalmente establecieron que la intensidad de la 
fluorescencia no está influenciada de manera importante por la longitud de la cadena alquilada. 

Empleando el método de los mapas de resolución, (Glajch et al., 1980), Ong et al., ( 1989) 
han optimizado la separación isocrática de los once fenoles considerados como contaminantes 
prioritarios por la EPA. La separación optimizada implica el uso de una columna analitica 
Partisil-5 ODS-3 (dp = 5 µrn) de IO cm x 4.6 mm (di), detección UV a 280 nm. asi corno una 
fase móvil 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 separación 
completa de los once solutos requiere de menos de 9 minutos. 

En otro método de análisis, empleando una columna analítica Spherisorb ODS2 (dp=; _5 
µm) de 25 cm x 4.6 mm (di), y detección UV a 280 nrn, Busto et al., (1987) han predicho la 
mejor composición de la fase móvil para la separación isocrática de fenol junto con otros 1 O 
alquil y clorofenoles. La fase móvil mencionada está constituida por: rnetanol-acetonitrílo-
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tetrahidrofurano-agua 28.7:4.0:3.8:63.S (% volumen). Bajo las condiciones de separación 
mencionadas la resolución 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 más retenido, el 2,4,6-
triclorofenol, eluye a los 49 minutos. 

El análisis y separación de fenoles por cromatografia de liquidas a polarid&d de fases 
invertidas se puede efectuar tanto en condiciones isocráticas como mediante un gradiente de 
elución, sin embargo también es posible efectuar dicha separación empleando una variación 
programada en Ja velocidad de flujo de la fase móvil. Esta técnica se ha utilizado (Hagen et al., 
1991) para la determinación de fenoles, alquilfenoles, hidroxifenoles y clorofenoles en agua de 
río. 

Algunos otros métodos propuestos para el análisis de compuestos fenólicos en diversos 
tipos de aguas, en Jos que además se incorpora una etapa de extracción en fase sólida para 
realizar la preconcentración de los fenoles presentes en Ja muestra o bien una limpieza 
preliminar de ésta, se resumen en la tabla 1.3 

El creciente interés por el monitoreo de contaminantes fenólicos en agua ha conducido 
recientemente al desarrollo de nuevos métodos y materiales para la extracción y análisis de 
dichos contaminantes. 

Zhang (1990) ha desarrollado un método de permeación para la determinación de 
contaminantes fenólicos en agua. Los fenoles presentes en la muestra se pennean a través de 
una membrana de policarbonato de silicón, con un espesor de 0.025 mm, y son colectados 
sobre un adsorbente. La desorción de los fenoles puede efectuarse empleando disolventes o 
bien un procedimiento de deserción térmica. En el primer caso los compuestos fenólicos se 
concentran sobre un sopone de polimetacrilato (XAD7) y la deserción se efectúa empleando 
un aparato de e•tracción so><hlet y disolvenles como metano!, acetonitrilo o acetona. Para la 
deserción térmica la concentración de los fenoles se efectúa sobre un polímero de óxido de 2,6-
difenil-p-fcnileno (TENAX-TA). La separación y cuantificación se efectúa empleando 
cromatografia de gases empleando una columna capilar (SPB-S) y un detector de ionización de 
llama. A través de la desorción térmica todos los solulos concentrados son transferidos 
directamente hacia el cromatógrafo para su análisis, sin un factor de dilución por efecto de 
disolventes. Sin embargo, existe la posibilidad de sobrecargar la columna analítica cuando se 
analizan muestras con altas concentraciones de fonoles. Por otra pane, cuando se permean 
muestras acuosas una cantidad imponante 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 deserción ténnica se aplica para la detenninación de compuestos fenólicos a 
concentraciones del orden de µg/L, mientras que la deserción con disolventes se aplica para al 
análisis de concentraciones del orden de mg/L. 

Recientemente ha sido introducida (Hagen et al., 1990) una nueva familia de materiales 
para la e><tracción en fase sólida de compuestos orgánicos. Estos materiales son membranas o 
discos fibrilares de politetrafluoroetileno (PTFE) impregnadas con pequeñas partículas (8 µm) 
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de materiales adsorbentes. Schmidt et al,,(1993) han reportado el uso de dichas membranas 
impregnadas con partlculas de poliestireno'diVinilbenceno (PS-DVB) o acetil-PS-DVB para la 
extracción en fase sólida de fenoles a concentraciones del orden de ppm a partir de muestras de 
agua de rio. Las membranas usadas tienen un diámetro de 47 mm y un espesor de 0.5 mm y se 
colocan en un aparato de extracción Millipore. Empleando seis membranas superpuestas, 
impregnadas con PS-DVB el fenol ·alcanza una recuperación del 36% y el 3-nitrofenol una 
recuperación del 57%. Empleando . las ·membranas acetil-PS-DVB los rendimientos se 
incrementan a 96 y 73 % respectivamente. Desafortunadamente, los fenoles concentrados se 
deben desorber por elución con disólventes orgánicos (THF o metano!), lo cual da origen a 
inconvenientes como los indicados en las sección 1.1. El extracto final se analiza por HPLC a 
polaridad de fases invertidas. 

El-Shahawi et al., (1994) han empleado espumas de poliuretano, tratadas con 
tributilfosfato para la preconcentración de algunos fenoles a partir de agua. Estos materiales se 
empacan en columnas de vidrio de 12 cm x IO mm (di) a través de las cuales se hacen circular 
muestras de entre 100 y 3000 mi, a flujos de 5 a 1 O ml/min. Las recuperaciones reportadas para 
los fenoles extraídos varian entre 93 y !02 %. Sin embargo, la deserción de los solutos debe 
efectuarse con 100 mi de acetona en un extractor soxhlet. 

Buchholz y Pawliszyn (1994) han desarrollado el uso de fibras de sílice fundida, 
recubiertas con una pelicula de 95 µm de espesor de un adsorbente de poliacrilato para extraer 
compuestos fenólicos presentes en muestras de agua. Después de la extracción, mediante la 
ayuda de una microjeringa, las fibras se transfieren directamente hacia el inyector de un 
cromatógrafo de gases en donde los fcnoles se desorben térmicamente y subsecuentemente se 
separan y cuantifican. Este método elimina totalmente el uso de disolvente y es capaz de 
alcanzar limites de detección hasta de 0.1 µg/L. Sin embargo, las fibras de poliacrilato necesitan 
ser acondicionadas antes de su uso bajo una corriente de helio, a 350 ºC, durante un tiempo de 
4 a 5 horas. Por otra parte, los fenoles tienen la capacidad de formar enlaces por puentes de 
hidrógeno con la fase estacionaria de la columna (PTE-5, 0.25 mm d.i., 0.25 µm de espesor de 
pelicula) lo cual resulta en un "coleo" de los picos, lo que dificulta su integración. Para resolver 
este problema es necesario formar derivados menos polares de los fenoles presentes en la 
muestra. Los derivados elegidos para optimizar la separación son los acetatos correspondientes, 
sin embargo algunos compuestos como el 2,4-dinitrofcnol y el 2-metil-2,4-dinitrofenol no 
parecen experimentar la reacción de derivación. Para otros compuestos fenólicos el rendimiento 
de la reacción de derivación varia entre 85 y 100%. 
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Tabla 1.3. Aplicación de la extracción en fase sólida a la concentración y análisis, por 
cromatografia de líquidos, de compuestos fenólicos en agua. 

•Triclorofcnole1 
('11'). 
•Tdn.c:lorofmol 
('ICP). 
•Pmlael<lftlfcnol 
{l'CF). 

•Pcn~loniímol 

•M_, y o;. 
dotofmolca. 

•Fcnol 

""""''ª (C.~ 
•MOMdflfO 
fcnolt11 (Cf'). 

•Alquíl 
fcnolc:s(AF) 

.Clonifcnolca 

•M""' y o;. 
dorofcnolca. 

Agua de Ugo. Fue m>ecu CII (l.ktn»orb 
t'.onoentración EN RPIB).dp•' µrn.. 
I.ÍNEA de '0.2'0 mJ 2.lx<Unndl. ......... 

Agu& ,_i,I•""""" fue Rtvma Cll, dp • j ¡.mi. 

tnci6n ENÚN&<do Cartudao c:omariaJ 30 X 4.6 
20mJdc~ 

Agua .. rio. C<ipollmeroPRP dp•IO~ .,_"' E/i 2.2 "<f.6 nwn di, 
Lf/'IBA de JO mi de -
AgUa pun fortµ"icad&. ~adormiónicoAV-

~"' EN 02,dp• U·lOl.&lft. 
DIFERIDO de mm» Ummx0.l.5nmdi 
do200,.L 

A¡ua pura fortifi-<:ad.a, Ani>c:tlita XAOl. dp • 10..IJ 
Conoentración EN µm. 
DIFERIDO de rnc:nnt IS rmu o.:u mm di 
de200~1-

Agua pura fortificada. Ccipolfmero PRP. dp • 10 ¡un 
Conoewación EN .50 X 4.2 lml di. 
l.JNEA de $0-2.50 mi 
dcmutltTL 

AgU& potable )' de río. Copol ..... PRP,<%>• IO¡un. 
Ewuábn Uq-Uq de 11 x3 . .5nwndi. 
500 mi de mlleftrl y 
C~ón "' lÍNEA de all~1.1ot.a de 
.50 mJ o mc:oo11. 

TP•,7 
TCP•IOJ 
PCP• 108 

(lQ.lOl'WLJ 

100:!:4 
("70µglL) 

'º' (100. 
3001'&'1.J 

"'"" CF•IOJ 
AP•ll 

(100. 
JOOµgll) 

70.90 
(9µdL) 

70.90 
(lJ .... ) 

UVa220m.. 

El-lmb 
(0,9 V w AT} 
A¡CI """"' "'~ 
Rucri6n fll(Oo 
... fmic:a.FJuo. 
racencia (271 
mi cxm.dóny 
290 ..,, ..,,¡. 
Ml. 

UV270nm. 

UV270rirn. 

UV2.54rirn. 

FJcaroqufmioo 
(IV " 11&1 

""'' "'""" ci1). 

2 . .5·7'0 ... 

2.4n1 

l·'ºn&. 

, .. 
2ng 

.50ng 

w-~dal., 
1981. 

Shoup)'~y.:ir. 
1982 

w....,.., ... 
Clocvtie,ctaJ .• 

1912.' 

Zbong:PcidaJ .. 
1982 

7.hong Pei et aJ., 
1982 

Smith y 
ficm)t. 1913. 

TriPrtletal., 
191.5. 
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Tabla 1.3. (continuación). Aplicación de Ja extracción en fase sólida a la concentración y 
análisis, por cromatogralia de liquides, de compuestos fenólicos en agua. 

..· ·r.: 
(%)R(I) ~N LDM"'. RUERENCIA 

,.-:,.·:·' {1·~~~~~ ·~{{~;~'.~St'.::..,·-.. 

"'"""m •Nitrofmokl 
(NI'>~ 
-Cbufmolca 
(Cf•). 
•AJquilfmob 
(AA~ 

•l\Jquur-lm 

...... 

•Fmol 

-Clorofmoles 

..... "' rio. c..b6n~~-60-
~6n EN JOOµm. 
Dln:AlDOdc ISOml 60xlOrr.ndi(l30mc) ... ...-

F.lJucdc de mmma. Fue revena e 1 B. CartJm:. 
LlmuCltn.•dcltilay SqtPak.Cll. 
w: eonccntrvi EN !ilir!ilmm. 
DIFERIDO $ m!. de ... 

Agua do rio eq.,Jlmmo PRP. ~ • ' ¡un. 
Concemaci6n EN UO X oC.6 mm (di). 
Dll'ERJDO de 100 mi 

F:12 
NF1:97 
C&;91 
A&:!ill 

(•l'&'L) 

101.4 
(0-'l'&'Ll 

UVa2BOmn. F1:J8ng . Bonactal., 
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(O,!ilS V w A¡/ ... 1986 

A&CI. "'""'" d1). 
.::, 

" : . ..·: 

EJ~lmioJ 3.~ ~g ~ . Rcnftié y 
(d~_dual! 1• __ • ·: Mitchcll.1987. ..... 

1-~~~-t-"'-"""""'~~~~-1-~~~~~~~t--~~-1-~~~-1--·-·-·-t~~~--1'·· 
F.!~~~ .. ·,~.¡ • Mono y Di Agua poUhle. C.vf:>ón po1't110 púiúzado. dp 52·94 . 

bidroxifmok!I ~ EN •1pm. (IOµgll.)' 

•Fmol 

oC-Cr) 

"""'""(CF1) 
•Niln::<.cnoJe. 
(Nñ) 

·~{AM) 

iJNEA do ~ mi de 27x•Urmidi. -
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m-• - ........ """""" ............ coacmlnci6n EN ~ can 300 mg de 
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CIJ (%) R = parcicnlo de recuperación. fllLDM = Umile de detección. 
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Capítulo 2. 
DESAllROLLO EXPERIMENTAL. 

En años recientes se han desarrollado un gran número de métodos cromatográficos que 
involucran ténicas de preconcentración en línea para la determinación de fenoles en aguas. Sin 
embargo, muchos de los métodos reponados hasta ahora no incluyen al fenol mismo o si lo 
incluyen, su recuperación es a menudo baja y/o su límite de detección es alto. Por lo que se 
requiere de métodos selectivos que permitan efectuar el análisis simultáneo del fcnol y otros de 
sus derivados en presencia de contaminantes iónicos y no polares. 

A continuación se describe el procedimiento de extracción en fase sólida y análisis en línea 
desarrollado en este trabajo, que permite efectuar el análisis simultáneo de fenol, 4-nitrofenol, 
2,4-dinitrofenol, 2-clorofenol y 2-nitrofcnol en muestras de agua potable y de manantial o rlo, 
superficiales. 

A grandes rasgos, el procedimiento consiste en efectuar la preconcentración de los fenoles 
mencionados sobre una precolumna, relativamente larga, empacada con una resina polimérica 
estireno-divinilbenceno (precolumna PRP). Después de la remoción de los compuestos 
inorgánicos, a través de una e(ución con un pequeilo volumen de agua los fenolcs concentrados 
en esta precolumna son transferidos en línea hacia una segunda precolumna de concentración, 
de dimensiones más pequeñas, empacada con un intercambiador de aniones base fuerte 
(precolumna aniónica). Esta segunda precolumna pennite efectuar una compresión de la 
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muestra de fenoles desorbido.s de. la precolumna estireno-divinilbenceno y a fa vez facilita fa 
eliminación de fos·solutosno ionizables cciíícentrad.os en dicha precolumna. Finalmente, los 
fenoles concentrados·sobre·el intereambiador "de aniones, en· forma de iones· fenolato;son 
transformados a su forma molecular y tran"sferidos en linea hacia una columna analítica e 18 en 
donde se efectúa su separación. La: dete<:ción de Jos íioluto separados ·se realiza empleando un 
detector UV., · · · · · · · 

El sistema cromatográlioo ~mpleado está constituido por el sig~iente equipo y accesorios: 

Cromatógrafo ·Í!~ lfquido{v~~ soo0 ~~ <:llpacid~ paia ~iente de el~~~" binario. 
Este equipo, utilizado en el modo isocrático en el presente trabajó··.:.,rá nombrado en Jo 
sucesivo "bOlnb~ElA".º;_-··- ' - - - ' 

Inyector de rizo Rheooyne 112scóri riiO de 20 µf (nominal) 

Columna cÍ~acero.·i~oXidable dé 15& ic 4 .. 6 ·~ (d.i.),' eníP.cad~ con. fase: reversa 
Spherisorb ODS-2 de 5 µÍn dé diánietro· de particula (Phase S:eparátions). '' 

Detector esp~cirofot?méÍricouv-Vi~ibÍ~ cid JOn~t~d d;·onda v~ri~bl~ (Varian.UV-100). 

Integrador He,.;Í~ii P~~kafd (Hi> 33g(;A). .. . . . . . 

El sistema de tratamiento de la mu~stra, ~c0;l~do en linea con el sistema' cronlatográfico 
fue intercalado entre el inyector y la columna analltica. Este sistema (figura 2.4, seceión 2.4) 
consta de: · 
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• Bomba isocrática (Beckman 210A). Esta bomba será denominada en lo 
sucesivo "bomba B". · 

• Dos válvulas (1 y JI) de conmutación de seis puertas (Rheodyne 7000) y una 
válvula {Ill) de inyección (Rheodyne 7125) montadas sobre un soporte 
metálico perforado ad hoc. La válvula Il se encuentra conectada al inyector del . 
sistema cromatográlico (puerta 2), a la válvula de conmutación I (puertas 3 y 
5), a Ja bomba B (puerta 6) y a la precolumna PRP (puertas 1 y 4). Por otra 
parte, la válvula 1 está unida a la válvula 11 (puertas 2 y 6), a Ja columna 
analítica del sistema cromatográfico (puerta 3), a Ja precolumna aniónica 
{puertas 1 y 4) y a una salida de desecho (puerta 5) 



2.1 EQUIPO/' ACCESORIOS. 

Otros equipos y/o accesorios adicionales uiilizados son los siguientes: 

. - ; .·.·: . : - - , ' .. =.. - '. ':' . ; .~ .·· . ' 
Purificador y desionho1dor de agua NANO pure (B~ed modelo 04747). 

Bafto de UltrascmidcÍ parad;,,;gasific..;.dÍs~luciÓriés ffas~s mÓviles (Sonicor, modelo SC-
100). - .. ¡ - - --

Micropipeta devol_umen variáble di'. SO a 200 µl(S~o~ model~ 8 IJ/821 ). 

Sistema pára émpaé~dó el~ C<J¡~~~- a aÍta prCSiÓn cHaskeÍ, modelo l>sT-1 ooc). 
pH Metro'(cciming;Ínodelo 2wfequi~ado ~ó~_-~n el~rÓdo-~ombÍnad6 vidrio_ calomel 
(Cole-Panne<. modelo-60648).: - ~- - . - - - -

Sistema de lilt!'llció~ de ~dri~ CMilli~ore, modelo OM027). 

2.1.l PRECOLUMNAS DE CONCENTRACIÓN. 

Para la optimiza~iÓn jel ~étodo de análisis se emplearon precolumnas :de concentrac;óri d

0

e 
diversos tamaftos, empacadas con diversos sopones. Todas ellas estuvieron construidas_ de 
acero inoxidable. En la figura 2.1 se presenta el discfto de las precoluninas de concentració_n 
empleadas en este trabajo. En la tabla 2.1 se indican sus dimensiones, asi como los adsorbentes 
de empaque utilizados. 

La precolumna _de ISO x 4.6 mm (d.i.) fue una columna empacada comercialmente 
(Hamilton, PRPI). La precolumna de 30 x 4.6 mm (d.i.) fue construida en el laboratorio a 
partir de un tubo de acero inoxidable y conexiones terminales de volumen mueno pequefto, 
disponibles comercialmente. Finalmente, todas las precolumnas de 20 x 2 mm (d.i) fueron 
obtenidas comercialmente (Upchurch Scientilic, Modelo C-IJOB). 

Con excepción de la precolumna de ISO x 4.6 mm, el resto de las precolumnas rcponadas 
en la tabla 2.1 se empacaron en el laboratorio mediante el dispositivo mostrado en la figura 2.2. 
Este dispositivo permite empacar las precolumnas a presiones relativamente grandes lo cuaf 
genera un empacado homogéneo y compacto. 
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~la 

~~b~o~ 
(fril) Tuerca 

Figura 2.1. Diseílo de las precolumnas empleadas en este trabajo para la concentración en fase 
sólida de Jos fenoles. 

Tabla 2.1. dimensiones y empaques d~ las precolu~nasde conceAtráció~em~ieadas en Ja 
optimización -del método de an_áHsis de fenoles.- · - - · 
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DIMENsíoN'ES_ N~;tJkLEu DEL 
.: · 'DE LA ,::,,:, '''ADSORBENTE 
PRECOLUMNA ·- , ' '·· · 

, Fase reversa 
20<2mm· quJmicarncntc 

•·· 

-. 

DJÁJllETRO, 
. DE' 
PARTÍCULA 

Sµm 

. " ,,,-

PROCEDENCIA 
"COMERCrAL ' 

DEL.,,.;¡¡• 
ADSORBENTE 

Phásc Sep Ltd .. 
enlazada. CIS 

1--~~~~~-t-~~~~~~+-~~~~-i-~~~~~-1'-
Mitsubishi 
Chemieal 
Industries 

20x2mm CopoUmcro estireno-
divinilbcnccno 

30x 4.6 mm Copolfmcro cstireno--
divinilbcnccno 

ISOx4.6mm Copolímcro estireno--
divittilbcnccno 

Resina 
20x2mm intercambiadora de 

aniones base fucne 

tOµm 

IOµm 

IOµm 

IOµm 

Mitsubishi .. • 
Chcmieal. 
Industries _ 

Hamil1Ón Co. 
' 

Hamilcon Co. 



Al comprtJOr 

Al deeplazomlenlo 
d• di110lnnl9 

1.1 EQUIPO l' ACCESORIOS. 

R:;::,'f>d~• la 

Dl1olvente 

-columna cnimotográflca 
-S<JapeMJón 

-Porción empocoda 

Frlt d• metol poroto 

Efluente 

Figura 2.2. Di~positivo empleado para empacar las precolumnas de concentración._ 

La metodología para el empacado consiste en preparar inicialmente una suspensión estable 
de la fase estacionaña deseada. En el caso :de la precolumna empacada con la· rase reversa 
quimicarnente enlazada C!S, la suspensión se preparó empleando como disolvente una mezcla 
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tetracloruro de carbono-etanol 50:50 (v/v), para el caso del copolímero .estireno-divinilbenceno 
el disolvente empleado fue metano! y en el caso de Ja resina intercambiadora de aniones se 
empleó una mezcla metanol-agua (hidróxido de sodio pH = 11.S), 80:20 (v/v). En todos los 
casos Ja concentración del soporte sólido en la suspensión fue de alrededor de 30 % en peso. 

Una vez preparada Ja suspensión, ésta se colocó en un baño de ·ultrasonido. por 
aproximadamente 2 minutos con el fin de remover Jos gases ocluidos dentro de la estructura del 
empaque, asl como para dispersar los aglomerados de soporte fonnados. Simultáneamente se 
desgasilicaron alrededor de 20 mi del disolvente empleado para efectuar la suspensión de la 
fase estacionaria. La precolumna a empacar se llenó con este disolvente y se conectó al 
reservorio de suspensión. Entonces, la suspensión de la tl!se estacionaria se virtió rápidamente 
en el reservorio y éste se conectó al sistema de presión. Una vez efectuada la conexión, la 
presión en el sistema se incrementó hasta alcanzar alrededor de 3000 lbs/pulg2

; esto permite 
que la fase estacionaria se transfiera hacia la precolumna, empacándose homogéneamente. 
Después de transcurrido un tiempo de alrededor de cinco minutos la bomba se detuvo y cuando 
el sistema se despresurizó completamente la precolumna se desconectó. Finalmente el exceso 
de empaque depositado en la parte superior de la precolumna se retiró cuidadosamente con la 
ayuda de una navaja de afeitar. Una vez realizada esta operación, la precolumna se cierra y se 
somete a un proceso de lavado con el fin eliminar las impurezas contenidas en el material de 
empaque. 

Tanto la precolumna empacada con la fase reversa químicamente enlazada C 18 
(precolumna C 18), como las precolumnas empacadas con el copolímero estireno-divinilbenceno 
(precolumnas PRP) se lavaron circulando a través de ellas alrededor de 40 mi de una fase móvil 
metanol-agua 80:20 (v/v). Después de terminado este proceso, cada precolumna se lavó con SO 
mi de agua desionizada. Al concluir estas operaciones las precolumnas estuvieron listas para ser 
empleadas en los estudios de preconcentración de Jos fenoles contenidos en las muestras 
acuosas. 

Se ha observado (Jahangir y Samuelson, t 980) que la capacidad de los polímeros porosos 
estireno-divinilbenceno para adsorber compuestos aromáticos a partir de disoluciones acuosas 
disminuyl' con el uso prolongado de dichos polímeros, debido a la contracción de éstos, sin 
embargo la capacidad del polímero se puede restaurar por tratamiento con disoluciones acuosas· 
de alcoholes. Con el fin de prevenir este fenómeno de las precolumnas PRP empleadas en ~este· 
trabajo se activaron regularmente (por lo general después de efectuar alrededor de 1 O 

· experimentos de preconcentración) empleando una fase móvil metanol-agua 80:20 (v/v). · 

En el caso de la precoluma aniónica el proceso de limpieza y activación de esta implicó las 
siguientes etapas: 

1. Lavado con 20 mi de agua, 

2. Lavado con 40 mi de una fase móvil metanol-agua 80;20 (v/v), 

3. Lavado con 20 mi de agua, 
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4. Lavado con SO mi de una disolución acuosa de NaOH (pH =, 12.S), 

S. Lavado con 4.0 mi de agua:. 

Una vez concluidas e~tas operaciones d~ lavado la pr~luniná aniónicá ·~stuvo lista para 
emplearse en los estudios de preconcentración y análisis en linea. -, .,., · · " '" · ·· ' 

Los proces~s ·.de' la~~~i'o ·y >áctiyació~·~ de: I~~ ~po~~~ ·~:~,··~f~íü8.i~~ ··~~~ láS P~~~i~i:nnas 
colocadas en las válvulas de coimíutación'(según el montaje que se describirá en l.a sección 2.4) 
utilizando la bomba B.' - ' · · · - .. ' " · -

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

Para efectuar un cálculo exacto de la recuperación de los diversos fenoles estudiados en el 
proceso de extracción en fase sólida-análisis en linea, fue necesario conocer el volumen real del 
rizo del inyector ya que a través de dicho rizo se efectuó la inyección de las di90luciones 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 
preparación de las disoluciones de fenoles estudiadas (una disolución conteniendo fenol, 2-
nitrofenol, 2-clorofenol y 4-nitrofenol y otra disolución conteniendo únicamente 2,4-
dinitrofenol) a fin de establecer con exactitud la concentración de éstas. 

Ambas calibraciones se efectuaron a través de un proceso de valoración ácido-base. En 
dicho proceso se empleó una disolución de ácido perclórico (HCI04) S.6 N, previamente 
valorada con una disolución estandarizada de NaOH. 

En la valoración del rizo, la disolución de HCI04 se inyectó dentro de éste mediante la 
ayuda de una microjeringa de 100 µI (Hamilton, 80665). El volumen nominal del rizo era de 20 
µI, sin embargo, para asegurar que durante los experimentos de calibración dicho rizo se llenara 
totalmente, el volumen inyectado de disolución de HCI04 fue de SO µl. Una vez llenado el rizo 
con la disolución ésta se desalojó mediante la ayuda de un flujo de agua (proporcionado por la 
bomba del cromatógrafo Varian SOOO, bomba A). El efluente se recogió en un matraz 
Erlenmeyer y se valoró con la disolución de NaOH previamente estandarizada. A partir del 
volumen de disolución de NaOH consumido en esta valoración se determinó el volumen real -
del rizo de la válvula de inyección. 

Para la calibración de las puntas de la micropipeta se tomaron alícuotas de 100 µI de la 
disolución de HCI04 5.6 N con dichas puntas. Cada alícuota se colocó en un matraz 
Erlenmeyer al cual se agregó un volumen adicional de 1 O mi de agua desionizada. La disolución 
resultante se valoró con la disolución de NaOH estandarizada. En base al volumen de 
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disolución de NaOH .consumido erÍ la vÍlloración se detemunÓ el volumen real de las puntas de 
la micropipeta;-- - ·- - · 

Tant~· e~.el. ~ clel riio;comoen. el·de las puntas, las calibraciones se efectuaron 
realizandó .;i menos sds \'8Jo;.&ciories de.1~ a!Ú:u~tas de disol~ció~ de HCI04 eorrespondientes. 

Z.Z DISOLVENTES. Y REACTIVOS . 
.'.3: ·. ];,-._~. -. -

El acetonitrilo y el m~tan~Í rplea'd~s'en eSte-trabaj~ fuen;n srado HPLC (pureza mínima 
de 99.8%) obtenidos de Prolabo. · · · · - · · .-

Las muestras de todo~ los ferioles emplea'dos fu'eron suministradas por Chem Service Ca. 
La pureza de cada urio de estos compuestos se indica erÍ Ja tabla 2.2 . 

. ' --';-- ' - . - - . - -~- .. -·· -- . 

Tabla 2.2. Pureza de los fenoles empleados es este trabajo. 

Fcnol 99% 

4·Nitrofenol 99% 

2,4-Dinitroli:nol 98%+(10-15%agua) 

2-Clorofi:nol 99% 

2-Nitrofenol 99% 

4-Cloro-3-mctilfenol 99% 

2,4-Dimetilfenol 96.5% 

2, 4-Diclorofenol 99% 

2,4,6-Triclororenol 98% 

4,6-Dinitro-2-metilfenol 99% 

Pentaclorofenol 

La pureza, asl como Ja procedencia de otros reactivos empleados en este . trabajo se 
presenta en la tabla 2.3. 
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T•bl• 2.3; Pureza y procedencia de los reactivos utilizados. 

Ácido perclórico- _. 

Ácido fónnico 

Ácido acético glacial 

' ~ . ' . . . . . 
Hidróxido de sodio 

-

Reaclivo anallUco, 70·72 %. 
Aldrlclr Clremlcal Co, 

98%mfnimo. 
Merck. Co. 

99.8 % mfnimo 
Merck, Co. 

Disolución al 28-30 %. 
J. T. Baker. 

98 ~.. Bajo en contenido de 
carbonatos (0.4 o/o cximo carbonato de 
sodio).Merck, Co. 

Tanto los· fenoles como el ~esto de los reactivos empleados se usaron tal y como se 
recibieron del provei:dor, sin' someterlos a ninguna purificación adicional. . - -

Todas las fases :OóViles ydi~luciones acuosas empleadas en "51e trabajo se prepararon 
con agua desioitizadá obtenida de un sistema purificador NANOpure. Con el fin de_ eliminar el 
aire presente en el seno de las fases móvil es, éstas se desgasificaron en un baño de ultrasonido 
durante JO minutos 'ánte5 de usarse. 

2.2.1 DJSOLUCION~~ PATRÓN DE FENOLES. 

Para los diversos estudios de preconcentración y'análisis cromatogTáfico se prepararon 
disoluciones patrón, de cada uno de los fenoles indicados en la tabla 2.2. · 

La concentración de cada disolución pat~ón fu~ de 1 mg/ml 'del.fcnol corresp'óndiente en 
metanol. Se utilizó este disolvente porque se ha reponado (Galceran.y_ Santos,J 989) que las 
disoluciones_ concentradas de fenoles en metanol son esiables por i)enodos -de. tiempo 
relativamente largos (entre cuatro y seis meses). -

Las disoluciones patrón se emplearon para prepararlas disolucfones. acuosas menos 
concentradas (disoluciones de trabajo). La toma de alicuotas de las disoluciones patrón se 
efectuó con la ayuda de una micropipeta de volumen variable; 
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Tanto las disoluciones patrón éomo las disoluciones de trabajo de lc:Js fenoles estudiados se 
mantuvieron en refrigeració~: Estas ú~timas con.teni~ me~os de .o.5 % de metano!. 

2.2.2 PREPÁRAciÓ~ ~E ts~fsoLUCJONES ÁCIDAS y BÁSICAS. 

Las disoluciones de ácido perclórico (HCI04), fónnico (HCOOH) y acético (CH¡COOH) 
empleadas en este trabajo se prepararon a partir de disoluciones 1 M de cada ácido, filtradas 
sobre filtros de membrana de Nylon de 0.45 µm (Phenomenex, AF0-0504). Las disoluciones 1 
M de los ácidos mencionados se prepararon a partir de los reactivos indicados en la tabla 2.3. 

Todas las disoluciones de hidróxido de·amonio (NH¡OH) empleadas en este estudio se 
prepararon a partir de la disolución de NH¡OH indicada en la tabla 2.3 

En el caso de la preparación de las disoluciones de hidróxido de sodio (NaOH) fue 
necesario efectuar algunas consideraciones especiales. 

Las lentejas de hidróxido de sodio contienen generalmente entre 1 y 2% de carbonato de 
sodio. Por otra parte, las disoluciones acuosas de bases fuertes, tales como el NaOH, pueden 
absorber dióxido de carbono del aire. Cuando el tiempo de exposición de dichas disoluciones 
al aire atmosférico es corto, la fonnación de carbonatos en el seno de estas disoluciones es 
mlnima. Sin embargo, bajo una exposición prolongada, la concentración de bicarbonato puede 
incrementarse apreciablemente 

Para el caso de los estudios de preconcentración de solutos con intercambiadores 
aniónicos, que involucran el uso de disoluciones acuosas de hidróxido de sodio, la presencia de 
iones carbonato en dichas disoluciones puede llegar a provocar fenómenos indeseables. Por una 
parte, la mayoría de las resinas de intercambio aniónico tienen una afinidad más grande por los 
iones carbonato que por Jos iones OH, lo cual provoca que aJ usar disoluciones con una 
concentración alta de carbonatos, con el paso del tiempo, la precolumna de intercambio 
aniónico se convierta completamente a la fonna carbonato dificultándose su regeneración. Por 
otra parte, los iones carbonato también pueden competir de una manera importante ccin los 
solutos aniónicos de interés por los sitios activos del intercambiador, este fenómeno es 
particularmente desventajoso en los procesos de preconcentración en fase sólida ya que los 
volúmenes de fuga de los solutos de interés pueden disminuir apreciablemente, 

Lo anterior sugiere que para los estudios de preconcentración en línea que involucran el 
uso de resinas de intercambio aniónico es recomendable empicar disoluciones de NaOH con 
bajo contenido de carbonatos. 

Por ello, todas las disoluciones acuosas de hidróxido de sodio empleadas en este trabajo se 
prepararon con NaOH de bajo contenido en carbonatos (0.4% como Na2CO¡). Las 
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disoluciones se prepararon justo antes de iniciar cada experimento usando , ~na: di~oluci6n 
saturada, también recién preparada, de hidróxido de sodio. Se empleó esta disolución satu~ada 
ya que el Na2C03 es relativamente insoluble en disoluciones concentradas de .NaOH en las 
cuales generalmente suele depositarse en forma de un precipitado blanco. Por esta iazón;··páfa 
Ja preparación de las disoluciones de trabajo de NaOH siempre se empleó Ja porción liquidA 
superior de la disolución saturada. El tiempo transcurrido desde Ja preparación de Ja disolución 
saturada de hidróxido de sodio hasta el paso de Ja disolución de trabajo por Ja columna 
intercambiadora de aniones fue siempre menor a 1 hora. · · 

En Jos casos en Jos que se requeria preparar disoluciones de NaOH con concentraciones 
aun más bajas de carbonatos se utilizó el procedimiento alternativo siguiente: 

1. Las lentejas de hidróxido de sodio empleadas para Ja preparación de Ja disolución 
saturada se lavaron rápidamente en agua desionizada, a fin de remover el 
carbonato formado en Ja superficie de éstas. El agua desionizada empleada fue 
hervida previamente a fin de eliminar el dióxido de carbono disuelto en ella. 

2. Con el agua desíonizada recién hervida y las lentejas de NaOH enjuagadas, se 
preparó, en un matraz Erlenmeyer de polietileno (Nalgene) Ja disolución saturada 
de NaOH. Una vez preparada esta disolución se introdujo en un desecador en 
donde se mantuvo en reposo por alrededor de 20 minutos. Esta operación se 
realizó con la finalidad de permitir Ja precipitación de Jos carbonatos insolubles. 

3. Transcurrido el tiempo de reposo, Ja disolución saturada se sacó cuidadosamente 
del desecador. Entonces, empleando Ja porción liquida superior y agua 
desionizada recién hervida, se preparó rápidamente Ja disolución de trabajo de 
NaOH con el pH deseado. Esta disolución fue empleada inmediatamente para 
efectuar los experimentos de preconcentración o deserción de Jos fenoles en la 
columna aniónica. 

El pH de todas las disoluciones empleadas en este trabajo se ajustó con el pHmetro 
indicado en l~ sección 2.1. El electrodo se calibró todos los días antes del ajuste del pH de 
cualquier disolución. · 
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2.3 DETERMINACIÓN EXPERIMENTAL DE LOS VOLÚMENES 
DE FUGA Y LOS VOLÚMENES DE DESORCIÓN DE LOS 
FENOLES. 

2.3.1 VOLÚMENES DE FUGA. 

La determinación experimental de los volúmenes de fuga de los fenolcs sobre las diversas 
precolumnas se efectuó utilizando el montaje mostrado en la figura 2.3A. 

De acuerdo con el diagrama de la figura 2.3, la precolumna a evaluar se conecta a una 
válvula de conmutación Ja cual a su vez se conecta con el detector UV. 

En Ja primera etapa del proceso (figura 2.3 A), una muestra de agua fonificada con el 
soluto se dirige hacia el detector en donde se registra su respuesta. Para cada soluto, esta 
respuesta representa un valor máximo, el cual depende de la longitud de onda del detector y es 
proporcional a la concentración del soluto en la muestra fonificada. 

Cuando la muestra comienza a pasarse a través de la precolumna de concentración los 
solutos son extraídos por el adsorbente, por lo que al inicio de esta etapa su concentración en el 
efluente que emerge de la precolumna es nula. Sin embargo, a medida que se desanolla el 
proceso de preconcentración, el soluto se distribuye a lo largo 'de la precolumna; cuando se 
alcanza un cieno volumen Vr de muestra percolada el soluto comienza a emerger de la 
precolumna y su concentración en el efluente se incrementa gradualmente hasta alcanzar una 
meseta que corresponde a la con.centFación del soluto en lé\ muestra original. 

El volumen de fuga, Vr, 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 VOLÚMENES DE DESORCIÓN. 

Una vez determinados los volúmenes de fuga, los volúmenes de deserción de los solutos se· 
determinaron como se indica en el diagrama de la figura 2.3B. Según el montaje presentado en 
esta figura, los solutos concentrados en la precolumna son desorbidos mediante una fase móvil 
apropiada. Esta deserción se traduce en un incremento brusco de la seílal del detector seguida 
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1.J DETERMINACIÓN EXPERIMENTAL DE ... 

• VOl.UllEN 

Figura 2.3. Detenninación del volumen de fuga y del volumen de deserción por análisis frontal. 
Vr= volumen dé fuga, V,= volumen de retención,·Vm =volumen correspondiente a la cantidad 
máxima fijada, Vd =volumen de deserción. · 
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seguida por una disminución paulatina de tipo exponencial .. Para los fines de este trabajo se 
defirúó al volumen de desorción,·vd, como el .volumen al cual prácticamente todo el soluto 
concentrados~ há des0rbido,de la precolumn~.'De la misma manera que el volumen de fuga Vr, 
el volumen de ·desorciÓIÍ, :.vd.'~e detenrunó a un viilor'de 1% de la absorbancia total de la 

. - . ~!- • . . 

muestra. 

2.4 DESCRIPCIÓN DEL PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 
PARA LA PRECONCENTRACIÓN Y ANÁLISIS EN LÍNEA DE 
LOS FENOLES. 

El dispositivo para la preconccntración de los fenoles, así como para su subsecuente 
deserción y análisis en línea se presenta en la figura 2.4. 

En el dispositivo presentado en la figura 2.4; las Válvul.S 1 y n son dos válvulas de 
conmutación; la válvula ID es una válvula de inyección· adaptada con un rizo, R, de volumen 
constante. Las conexiones del dispositivo están realizadas con tub.o capilar (0.01 pulgadas de 
diámetro interno) de acero inoxidable o de polímero· Pei:k®: Todos los conectores son de 
polímero Peek ®. · 

En la figura 2.4 A las válvulas de conmutación 1 /it \e en.cuentran e.n la posición 
"CARGA", con respecto al flujo de la bomba A. La válvula de inyección (UI) también se 
encuentra en la posición de CARGA. 

En la figura 2.4 B las válvulas de conmutación 1 y 11 se encue~tran en' lá posición 
"INYECCIÓN", con respecto al flujo de la bomba A. La válvula de inyección (DI) también se 
encuentra en la posición de INYECCIÓN. ,:· · · 

Las combinaciones de posiciones delas válvulas mostradas en la figura 2.4 no .. · úimzáron 
nunca durante el proceso expeñmcntal. Simplemente sirven para ilustrar clararnen,te las posibles 
direcciones de los flujos provenientes de las bombas Ay B. .. .. ', . .· .· .. 

La precolumna adaptada a la válvula de conmutación 1 es la precolumna aniónica 'de 20 " 2 
mm (di). La precolumna de concentración adaptada a la válvula de conmutación 11 es la 
precolumna PRP de 30 x 4.6 mm (di). 
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(A) 

RIZO OE VO(.UWEH 
COHSTMITEIRJ 

2.J DETERMINACIÓN EXPERIMENTAL DE ... 

(B) 

Figura 2.4. Diagrama esquemático del sistema de-coriíiiuiaCión--d~ válvulas empleado en este 
trabajo para la preconcentración en -fase. sólida -y análisis en linea de fenoles presentes en 
muestras de agua. 
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Capitulo 2. DliMllROUO EXPliRIMENT'AL. 

El procedimiento-'experimental del método de análisis desarrollado en este trabajo se 
describe a continuación: 

l. Inicialmente I; p;:~l~mn~-PRP se equilibra, mediante la bomba B, con 30 mJ d~ ácido 
perclóriéo de pH ;= 2. Esta etapa :Se efectúa a un flujo de 3 mVmin. · 

2. Una vez ;,quilibradala p~ecolumna PRP, se percolan a través de ésta 20 mi de la muestra 
acuosa de· fenoles' a estudiar (la cual se encuentra ajustada a un - pH de.: 2): La 
preconce~tración se efectúa a un flujo de 1 mVmin. , i . 

3. Después de q~e los solutos se han preconcentrado, la precolumna PRP s~ lavacon O.S mJ 
de agua, a Ún flujo de 0.1 mVmin. ' · · 

4. La precolum~i 'aniónica se equilibra con 30 mi de disolución d~ hi~~ó~do de sodio 
ajustada a ·un pH de 11.5. Esta operación puede efectuarse a flujo de 2.5 mVmin sin que· 
se observe.Una fai~~ de presión importante. · - .,- -· - ·· _,.. ,,. · 

5. Una ve~ equllib~ad~ la precolumna aniónica, parte de los' f~noles preéoncentrad()s en la 
precolumna PRP se,desorben de ésta y se transfieren:hada la'_precohi"mná· aniónica, 
empleando 3 mi de la disolución de hidróxido de sodio de pH '=) 1.5 y-1ilui veloéidad de 
flujo de 1 mVmin. - - · ;,.· - · 

6. La precolumna aniónica se lava con 0.5 mi de agua a una velocidad de flujo' de 0.1 mVmin. 
_;· "'. ···¡' . : :: -: - - -·:· : :.~ ~: 

7. Una vez terminado el lavado, la precolumna aniónica se ~one~ia ·en línea eón I~ columna _, 
analítica Cl8 mediante la válvula de conmutación l. Los soltltos'concentrados se desorben 
de la precolurÍtna aniónica para su separación y análisis mediante lá' fase' móvil enviada por 
labombaA. " · ' · 
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Las condiciones para la desorción, separación y detección de ló's fenoles estudiados son las 
siguientes: 

Fase móvil: 

COMPONENTE 

Acctonítrilo 
Fase A 80 

FASE A: Disolución acuosa de ácido fórnÍico 0.05M + ácido 
perclórico 0.02M; ajustada a un pH = 3.5 con hidróxido de sodio. 



2.J DETEllMINAC!ÓN EXPBRIME/lf'AL DE ... 

Condiciones dá det~ctor UV: 

Lo 'tud de onda 
Sensibilidad 

Flujo: 1 ml/min. 

8. Una vez concluido el análisis de Jos fcnoles desorbidos, se efectúa una inyección a través 
de la válvula lfi, manteniendo Ja precolumna aniónica en línea con la columna analítica. Se 
inyectan 20 µJ de una disolución de fenol, 4-nitrofenol, 2-clorofenol y 2-nitrofenol con una 
concentración 100 veces mayor que Ja de Ja muestra fortificada empleada para efectuar la 
carga de 20 mi en Ja etapa 2. Esta inyección se realiza con el objeto de calcular Jos 
porcientos de recuperación respectivos. 

9. Después Ja precolumna aniónica se Java con IO mi de agua para eliminar el exceso de fase 
móvil y se equilibra con 30 mi de Ja disolución B, a una velocidad de flujo de 2.5 mVmin. 

Disolución B: 

COMPONENTE .% VOLUMEN.';' 

Acctonitrilo to .. 

Disolución de NaOH 90 
(pH= 11.5) . 

1 O. La porción de los fenoles concentrados en la preocupan PR que no logró desorberse en la 
etapa 5 es desorbida ahora y enviada hacia la precolumna aniónica, empleando 1 O mi de 
disolución B a una velocidad de flujo de 1 mVrnin. · · 

11. La precolumna aniónica, con la segunda porción de fe~oles, se lava con 0.5 mi de agua 
empleando un flujo de 0.1 ml/rnin. · 

12. Al tenninar el lavado de la precolummi'aniónica, ésta se conecta nuevamente en lfnea con 
la columna analltica Cl8 y se.efectúa la transferencia de Jos fenoles restantes empleando 
las mismas condiciones de desorció.n, separación y detección que en la etapa 7. 

De manera simultánea a las o¡Í~raciones de esta etapa la precolumna PRP se lava con 30 
mi de agua. 
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Cap//u/o 2. DESARROUO EXPERJME/ffAL. 

13. Después se efectúa una inyección de 20 µI de una disolución de 2,4-dinitrofenol con una 
concentración 100 veces mayor que la de este soluto en la muestra fortificada empleada 
para la carga de 20 mi en la etapa 2. Esta inyección se realiza con el objeto de calcular el 
porciento de -recuperación correspondiente. 

14. La coiurniia aniónica se lava con 30 mi de agua. 

15. Fi~almeríti: l~s precolumnas PRP y aniónica se someten a un proceso de limpieza al final de 
cada análisis: Dicho proceso consistió en un lavado con 30 mi de una fase móvil que 
a8egurara la eliminación de las posibles impurezas remanentes. La fase móvil empleada en 
el c_aso de la precolunina PRP fue una mezcla metanol-agua 50:50 (v/v). Para el caso de la 
précolumna aniónica la fllse móvil fue una mezcla metano! agua (NaOH, pH = 11.5) 50:50 
(v/v). · --- · 

El tiempo requerid~ para efectuar el análisis de fenoles en muestras acuosas mediante el 
proced~mi.~ñt~ Cxp~~~~~t~~ ant~s descrito es de aproximadamente 4 horas. 

Al con~luif ia -~ta~a 1 S-Jrui -dos precolumnas se encuentran regene;adas. Después de lavar 
ambas precolu111nas con· 20 mi de agua están listas para efectuar la preconcentración y análisis 
de una nueva muesira:. 

Eniatabl~ ~.4- se presenta un resumen del método de análisis antes descrito. En esta tabla 
se indica además la posición que deben de guardar las válvulas de conmutación e inyección del 
dispositivo presentado en la figura 2.4 durante las diversas etapas del método. 

Además del estudio de las muestras de agua pura fortificadas con fenoles, el método 
experimental antes descrito se aplicó también para al análisis de algunas muestras de agua 
potabl_e, de rio o de manantial. 

Debido a la posible presencia en éstas de sales o sólidos en suspensión fue necesario 
efectuar un proceso de ftltración antes de la preconcentración y análisis. Para esto se utilizó un 
filtro de membrana Nylon de 0.45 µm (Phenomenex, AF0-0504) y un dispositivo de filtración 
Millipore. 

Con la finalidad de establecer si el filtro de membrana empleado podía retener 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 previamente filtradas 
empleando la membrana antes mencionada. Los resultados de recuperación--de los· solutos -
mostraron (sección 3.6) que las membranas no retienen a los fenoles. 
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Tabla 2.4. Resumen del método experimental para el análisis de fenoles en muestras acuosas.gh 

··nwo POSICIÓN DE · POS1cr6N. Dr. - 1~ POSICIÓN 

~~~· :J~ OPERACIÓN 
(-)V LA VÁLVUl.A J LAVÁLVULAD DELA 
BOMBA (l1U:COLUP..fNA (PRU'OLtJMNA' .VÁLvtJLAlll 

EMnP.ADA ANIÓNICA) PIU') .. 
J'RP "tuilfbrala tClft JO mi dr 1100, (3,0) ln)'Mdón c ..... layrcdl1110 

í•H-JJ 
._ ... c .... 

C.rp rt1 PRP dr JO ..i rlr dlMiturl6n (1.0) layttdlm c .... IJQ'l'C'dóno 
~íall•lldrímohs ....... c.~ 

~o dr la PRr nin 0..5 _. d• ar- (0.1) '"""""" c .... lnyt«tónn ....... C.'al"P• 
~ C"Cl111Hht'llilfa nM1 JO mi ilr (l.5) Caria IDJttd&. l111Kd6nCJ 
N'.Ollt•U-11.~ ....... ea ..... 
Dnon16a dr los rmnk:ii rn PRP lutc-ta (1.0) Carra Caria ln}Krihn o 
ml6nka t11n J mi de NaOJI (pll .. 11,5) Bom••R CU.• 
L.-atlotlr!.~n>110.!lsn.ldr (0.1) Caria l•J"rttlb• Jnyf'«fóno .... Ronr.lraH Carca 
T,,_,..ruuU je hno&e. ~Dd1111 (1 O) 1DJ'rtd6- ea,.. ln;yttdOOo .,,., ,. aN6akll tud. Cal -.lttb Cll ...... A ..... 
lA)'MdMI dr aJlcuoC.a dr 20 µJ tilr ilbo&.. (1.0) byttdón ea,.. fh1ft'dóR 
puria d• 4 rrno&n (Y,lCP.lNF 1 .tNJl). Bomh..\ 

t..,,..., ilr a. ..,,,"' ro. 19 mi dr (1.0} Cura ··- Jnyttdónu ·- ....... ..... 
Atllbaka rq•Wliorada tna JO wd ih (l.J) c .... '"""""' lll}'KCl6no 
tl~JónH ....... .. ..... 
lnuat'ftftttd:. dt írnnk• rtm.hrnlH m (1.0) Car¡a Carra Jnyttdóno 

10 rRP bda an.Jónka rnn 10 mJ dt Bom .. n Caria 
lfbol•d6n 11 

11 
l.nadu dt 11 1nk'.nlu rfln 0.!'i mi dt (0.1) Cqa Jnyttditn lnyircdónu 

llombilD Cana 
T..-ftrmda dt ftoolts rrHKl'tltrNo. {1.0) lnyttd6n c.,.. -· • flll\lohikalaad. ('.ul ualitka CJ8 ....... oCaf'I• 

12M IA\'Mlu dt la PRP ron JO ad dt •zu {l.O) 
Hc>mhB Jnyttdón Carca lnyttdóno 

Cana 

IJ hl¡r:cdli.I •t a&.ota •t JO µJ 1h dboln. (1.0) 1.,.tc:dón ea,.. 1"1ttdim 
-MA dr J4DNP. ...... A 

14 
1 ........ k la ulliftka c-aa30 mi d• •Pll (J.O) c.,,. fnJttdba ·-· Bc>ml.a·H ea ... 
Lan.to 4r 111 PRP rnsi Mf'Olf.lf20 (1.5) ln)tedGn C1r¡1 layttrl6n o 

S0:.50(""°) ....... ..... 
" 1.nlllo 4t b anlóokll ron MtOll-11¡0 

(1.5) c .... '""""'" lnyttdOOo 

(pll• 11.5)!50:!o0(""'' 
....... c ..... 

[•J Primera etapa de transferencia 
fbl Segunda Clapa de Uansfcrcncia 
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Capítulo 3. 
RESULTADOS EXPERIMENTALES. 

3.1 ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES DE 
OPERACIÓN DEL PROCEDIMIENTO DE ANÁLISIS. 

El objetivo del método descrito en este trabajo fue el de desarrollar un procedimiento 
analítico que pennitiera efectuar el análisis, en muestras de agua potable, de manantial o de río, 
de diversos compuestos fen61icos sujetos a regulación por la legislación ecológica mexicana. 

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

Debido a lo anterior, en el presente trabajo se desarrolló un método analítico que pennite 
efectuar la determinación selectiva de fenoles de naturaleza hidróílla a concentraciones del 
orden de µg/L en muestras de agua reales, es decir, en la presencia de otros contaminantes de 
naturaleza apolar, moderadamente polar o iónica. Los fenoles considerados en este estudio 
fueron el fenal, el 4-nitrofenol, el 2,4-dinitrofenol, el 2-clorofenol y el 2-nitrofenol. 
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Capitulo J. RESULT AVOS EXPERIMENFAJ..ES. 

. . . 
3.J.1 SELECCIÓN .DE .LOS. MATERIALES DE EMPAQUE Y LAS 
DIMENSIONES DE LAS PRECOLUMNAS PARA LA EXTRACCIÓN De 
COMPUESTOS FENÓLICOS. · . 

El pri~e~·punlo que se consideró para el desarrollo del método analilico presentado en 
este trabajo fue el relativo a ·su selectividad. Como se ha mencionado en el capilulo 1, 
dependiendo del origen de la muestra de agua ésla puede estar consliluida por una gran 
variedad, en tamaño y naturaleza química, de compuestos orgánicos e inorgánicos (cuadro 1). 

En función de lo anterior, el primer paso para el es1ablecimien10 del procedimiento 
analítico consistió en plantear una estrategia que permitiera eliminar las sustancias presentes en 
las muestras de agua que podían provocar interferencias durante el análisis de Jos fenoles de 
interés. El planteamiento de Ja estrategia mencionada se basó en las siguientes consideraciones: 

Para la eliminación de los compuestos in1eñeren1es de naturaleza apolar o hidrófobica se 
consideró en principio el empleo de una precolumna empacada con una fase reversa C l S 
debido a la afinidad de este lipa de fases hacia dichos compuestos. Sin embargo, teniendo en 
cuenta que dentro de los diez compuestos fenólicos considerados por la legislación ecológica 
mexicana también se encuentran presentes compuestos de naturaleza allamenle hidrófoba, tales 
corno el pentaclorofenol o el 2,4,6-triclorofenol, se consideró importante evaluar la capacidad 
de adsorción de la fase CIS hacia este lipo de fenoles. Para efectuar lo anterior se de1enninaron 
los volúmenes de fuga de tres fenoles representativos en una precolumna de 20 x 2 mm (di) 
empacada con una fase reversa C 18. Los tres fcnoles considerados incluyeron al fenal y al 2-
clorofenol como ejemplos de fenoles de naturaleza hidrófila, y al 2,4,6-lriclorofenol como 
ejemplo de un fenol de naturaleza hidrófoba. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 
3,1. 

Tabla 3.1. Volúmenes de fuga, Vr. determinados sobre una precolumna de 20 x 2 mm (di), 
empacada con una fase reversa Cl8 (dp = S ¡1m). 

Relación metanol.fracción 

·" acuosa en la rase móvil (v/v) 
SO LUTO 1:99 5:95 10:80 15:85 

Vr(ml} 

fenol 0.9 0.6 -- 0.4 

2-Clorofenol 3.6 -- -- --
2,4,6-Triclorofcnol 36.7 JO.S ~7.4 21.8 

La ímcción acuosa de la fase tnÓ\'ÍI estm'O constituida por un buffer de ácido acélicolacetalo de sodio, a un pll = 7.0. l..a 
concentración de los fenoles en la disolución de carga fue de 0.5 mg/L 
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La tabla 3.1 muestra que el fenal prácticamente no es retenido por la fase reversa C 18, aun 
en ausencia de metano! en la fase móvil de carga. En el caso del 2·clorofenol, a pesar de que 
éste muestra una mayor afinidad que el fenal hacia la fase Cl8, su volumen de fuga es aún 
apreciablemente bajo, por lo que es evidente que el uso de la fase CI 8 para la preconcentración 
de los fenoles de naturaleza hidrófila no es recomendable. 

En contraste con las observaciones anteriores el 2,4,6-triclorofenol muestra una alta 
afinidad hacia la fase C l 8, lo cual provoca una alta retención de dicho soluto aun en presencia 
de una concentración relativamente alta (15 % en volumen) de metano! en la fase móvil 
empleada para la determinación de los volúmenes de fuga. 

Los resultados anteriores indican que la fase reversa CI 8 no puede emplearse para efectuar 
una limpieza preliminar de la muestra a estudiar, que permita eliminar los compuestos 
interferentes de naturaleza apolar o hidrófoba presentes en ésta, ya que en caso de efectuar 
dicha operación los fenoles tales como el 2,4,6-triclorofenol o el pentaclorofenol también sor, 
extraídos de manera apreciable. 

Por las razones anteriores se concluyó que la fase Cl8 no podía tener ninguna aplicación 
de carácter práctico para el establecimiento del método analítico planteado en este trabajo. 

Se ha reportado que las fases políméricas estireno-divinílbcnceno (PRP) presentan una 
mayor afinidad que las fases reversas Cl8 hacia compuestos moderadamente polares tales 
como los mono y diclorofenoles (Werkhoven-Goewie et al., 1981; Werkhoven-Goewie et al., 
1982; Smith y Pietrzyc, 1983). Además, las fases l'RP son mucho mas apropiadas que las fases 
Cl8 para efectuar la preconcentración de analitos que contienen suslituyentes polarizables tales 
como grupos nitro, fenilo o halógeno (Coquart y Hennion, 1992). 

En función de las consideraciones anteriores se decidió evaluar Ja capacidad de una fase 
PRP para realizar los procesos de preconcentración de los compuestos fenóHcos de interés. 
Para efectuar dicha evaluación se determinaron los volúmenes de fuga de los tres fenoles 
representativos antes mencionados (fenal, 2-clorofenol y 2,4,6-triclorofenol) sobre una 
precolumna de 20 x 2 mm (di) empacada con una fase PRP de 10 pm de diametro de partícula. 
Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 3 .2. 

En la tabla 3.2 se observa que los fcnoles de naturaleza hidrófoba, como el 2,4,6-
triclorofenol, pueden preconcentrarse satisfactoriamente sobre la precolumna PRP. Sin 
embargo, para el caso de los solutos hidrófilos, tales como el fenal y el 2-clorofcnol, la fuga 
aún ocurre a volúmenes relativamente pequeños de muestra preconcentrada. A pesar de lo 
anterior, y debido a la alta estabilidad mecánica y química de las fases PRP así como a sus 
excelentes propiedades para preconcentrar compuestos fenólicos de naturaleza moderadamente 
hidrófila, se decidió utilizar esta fase para efccluar el procedimiento primario de 
preconcentración de los fenoles polares, por lo que se procedió a optimizar el tarnaílo de la 
precolumna. 
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Tabla 3.2. Volúmenes de fuga, Vr; sobre una precolumna de 20 x 2 mm (di) empacada con una 
fase PRP (dp = 10 µm). . 

Rtla<i61Í irldanot :fraCddn acuoi;íi en' 
•·· ;.:;.~~.'·~.~óvU<vl,~>:·~·¡c,:·' ·; 

.. 1:99 15:85 

1.0 

2-Clorofcnol 7 .J 

2,4,6·Triclorofenol 45.1 

La fracción acuosa de la fue móvil estuvo c:onstitWdlt por Wl bu!Tcr de ácido aretico/acdato de sodio a un pH = 7.0, 
Coacenb1W:i6o de lm rcnoac. en la cliaolucióo de carga = 0.S mg/L. 

Para establecer el 1amaño óptimo de esta precolumna se consideró como parámetro 
fundamental el límite de detección que se deseaba alcanzar para los diversos fenoles de interés. 
Se luvo como meta primordial que el limite de detección alcanzado fuera al menos igual a la 
concenlración máxima aceplable establecida en los criterios ecológicos de calidad del agua de 
la legislación para el control de la contaminación de agua en México (DOF, 1989). Estas 
concentraciones se muestran en la tabla 3.3. 

En el sistema cromatográfico (HPLC) del método analítico desarrollado en este trabajo se 
empleó un detector UV de longitud de onda variable. La sensibilidad de este detector hacia Jos 
compuestos fenólicos depende de la longitud de onda a la cual se efectúa la detección. Con 
excepción del 2,4-dinitrofenol, el 4,6-dinitro-2-metilfenol y el pentaclorofenol, cuyos máximos 
de absorbancia se encuentran cercanos a 254 nm, la longitud de onda de los máximos de 
absorbancia del resto de los compuestos fenólicos presentados en la tabla 3.3 se encuentra 
cercana a los 270 nm (Realirü,1981; Buckman et al., 1984; Alarcon et al., 1991),. En la tabla 
3.4 se presenta una comparación de la respuesta de estos fenoles a las dos longitudes de onda 
mencionadas. 
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Tabla 3.3, Criterios ecológicos de calidad del agua. Niveles máximos en µg/L (DOF, 1989). 

Fe no/ 

4-Nltrofeno/ 

2-Clorofeno/ 

2, 4-Dtnltro/enol 

2-Nitrofenol 

2,4-Dimetilfcnol 

2,4-Diclorofenol 

4-ó-Dinitro-2-
Mctilfi:nol 
2,4,6-
Triclorofenol 

Pentaclorofenol 

300 

70 

30 

70 

70 

400 

30 

10(•) 

10(•) 

30 

l. o 

... .... 
... 

. ,.. __ 

100 60 

2.0 50 

40 100 

2.0 50 

2.0 50 

20 

; ~ -- . 20 . 

-·.· ... 50 

··. 
·: IO . ': .. 
0.5 .. o.s 

'-" ~- .-, __ ,-

(•) Este nivel de concc:ntmci6n ha sido extrapolado mediante el empleo de un modelo matemático, por Jo que en revisiones 
postaiorcs podrá ser modilicado a valores mcno6 estrictos (OOF, 1989). Los fcnoles coosidc:nr.doa en este cstUdio se indican 
canletracursiva. · · "-··.· ·: ''· ,:·· · 

Tabla 3.4 Relación de las respuestas de compuestos fenólicos al detector UV, a dos longitudes 
de onda (270 y 254 rún) · 

llELACIÓNDEÁREAS. 
SOLIITO .. Área:mfÁrea,.. .. : 

Fe no/ 1.63 

.f.Nifrofeno/ 3.35 
2-Clorofeno/ 4.23 

2.4-Dinitrofenol 0.40 
2-Nltrofenol 2.09 
2 4-Dimctilfcnol 6.11 

4-Clom-2-Mctilfenol S.96 

2 4-Diclorofenol 8.36 

4-6-Dinitro-2-Mctilfcnol 0.74 

2,4 6-triclorofenol t.22 
Pcntaclorofcnol 0.14 

65 
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Como se obse<Va en la tabla 3.4, con excepción del 2,4-dinitrofenol el resto de los cinco 
fenoles considerados en este estudio muestra una mejor respuesta a 270 nm. Por esta razón se 
eligió dicha longitud de onda para efectuar las detenninaciones cuantitativas de estos solutos. 

Las concentraciones mínimas de los cinco fenoles de interés que podlan delectarse 
empleado nuestro detector UV se evaluaron inyectando alicuotas de 20 µL de disoluciones de 
diferente concentración. Se encontró que la disolución con una concentración de l mg/L de 
cada uno de los fenoles producía las señales más bajas que era posible diferenciar de las señales 
de ruido (considerando una altura del pico igual a 3 veces el tamano de la señal de ruido, a 
0.00S AUFS). De esta manera. la inyección de una alícuota de 20 µL con una concentración de 
1 mg/L correspondió a una cantidad susceptible de ser deteclada, equivalente a 20 ng de cada 
uno de los cinco fenoles estudiados. 

Considerando lo anterior, se dedujo que si se deseaban detectar concentraciones de fcnoles 
del orden de 0.001 mg/L; lo cual corresponde a la concentración más baja establecida para 
cualesquiera de los cinco compuestos fenólicos considerados (concentración de fenol en aguas 
recreativas con contacto primario, tabla 3.3) era necesario poder preconcenlrar al menos 20 mi 
de una muestra con esa concentración. 

Como se indica en la labia 3.2, el volumen de fuga del fcnol sobre la precolumna PRP de 
20 x 2 mm (di) fue de 1.4 mi (empleando agua como fase móvil de carga), por lo que si se 
deseaba que dicho volumen fuera al menos de 20 mi, era necesario incremeniar las dimensiones 
de la precolumna. Sin embargo, dicho incremenlo deberla hacerse hasta un límite tal que no se 
provocaran fenómenos de ensanchamiento de banda y de caidas de presión imponantes. 

La primera prueba efectuada se realizó empleando como precolumna de conceniración una 
columna analitica comercial de IS cm x 4.4 mm (di). Se empleó esta columna de dimensiones 
tan grandes debido a la afinidad rela1ivamen1e débil que parecía existir entre la fase PRP y el 
fenal (el soluto menos retenido). 

El volumen de fuga del fenol detenninado en esta precolumna, empleando como fase móvil 
de carga una disolución acuosa a pH = 7 (buffer CH3COOHJCH3COONa) la cual contenía 1% 
de metano!, fue de 151 mi. Este valor indicó que era posible detectar concenlraciones inclusive 
mucho más bajas que la planleada originalmenlc. Sin embargo fue evidenle que el uso de esla 
columna como precolumna de concenlración provocaria fenómenos de ensanchamiento de 
banda y de caídas de presión impon antes. Por tanto, anles de poder emplear la columna de 1 S 
cm de longitud para efectuar los procesos de preconcentración, fue necesario evaluar la 
facilidad con la que se desorbian los diversos compuestos fenólicos preconcentrados en ésta a 
fin de establecer si los fenómenos de ensanchamiento de banda, asociados con los procesos de 
desorción,, no eran muy pronunciados. 

Grieser y Prietrzyk (1973) han mostrado que debido a su carácter ácido-base, la retención 
de los compuestos fenólicos sobre las fases PRP depende del pH así como del coñtcnido de 
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modificador orgánico en la fase móvil. Para la mayoria de los fenoles considerados en este 
estudio un cambio de pH de 3 a 7 no modifica sustancialmente la retención sobre la fase PRP, 
sin embargo un incremento mayor de pH, por ejemplo por arriba de 11, disminuye de manera 
importante su retención debido a que los iones fenolato generados bajo estas condiciones tienen 
poca afinidad hacia el adsorbente. Este fenómeno se manifiesta de manera preponderante en el 
caso de los fenoles más hidrófilos. 

En función de lo anterior, y haciendo uso de la alta estabilidad química de las fases PRP en 
el intervalo de pH de l a 14, se buscó analizar la magnitud del fenómeno de ensanchamiento de 
banda inducido por 1as dimensiones grandes de Ja precolumna de concentración. Para esto. se 
analizó la desorción de los compuestos fenólicos empleando una fase móvil de pH alto. El 
hecho de emplear este modo de desorción tuvo la finalidad adicional de que los iones fenolato 
desorbidos de la precolumna PRP pudieran ser preconcentrados en una segunda precolumna de 
dimensiones más pequci'ia.s, empacada con una resina de intercambio aniónico, en la cual se 
buscaba que ocurriera una compresión de banda. 

Para efectuar la determinación de los volúmenes de deserción de los compuestos fenólicos 
concentrados en la precolumna PRP de l 5 cm de longitud, ésta se cargó previamente con 150 
mi de una disolución acuosa fortificada con una concentración de 0.1 mg/L de cada uno de los 
fenoles de interés. La disolución acuosa de carga se ajustó a un pH de 2 con ácido perclórico. 
Después de cargados los 150 mi de muestra, la columna se lavó con 5 mi de agua desionizada y 
posteriormente Jos solutos se desorbicron empleando como fase móvil una disolución acuosa de 
hidróxido de sodio a un pH de 11.5. Los volúmenes de inicio y término de deserción 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 hidrófilos, la 
deserción de la prccolumna PRP de 15 cm de longitud es lenta, lo cual da una idea aproximada 
de la magnitud del fenómeno de ensanchamiento de banda inducido por las grandes 
dimensiones de esta columna. 

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

l. Aquellos solutos cuya desorción se inicia de manera prácticamente inmediata y 
concluye antes de pasar a través de la columna un volumen mayor de 25 mi de la 
fase móvil de desorción (disolución acuosa de pH=l 1.5). Este grupo incluye al 
fenol, al 4-nitrofenol, al 2-clorofenol y al 2-nitrofenol. 

2. Aquellos solutos que debido a su naturaleza menos hidrófila exlúben una cinética 
de desorción 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 pentaclorofenol. 

67 



Cap/hilo J. RESULTADOS EXPEl!IME/fT Al.ES. 

Tabl• 3.5. Volúmenes de inicio y ténnino de deserción de fenoles preconcentrados sobre una 
columna de ISO x 4.6 mm (di) empacada con una fase PRP (dp = 10 µm). 

'~; 
SO LUTO 

Fenol l.4 14.8 
4-Nitrofenol 2.5 . 15.9 • 
2-C/orofenol 4.4 18.3 
2,4-Dlnilrolenol 20.8 ·.58.6 
2-Nilrofenol 5.6 25.0 
2,4-Dlmetilfenol > 70111 
4-Cloro-3-Melilfenol 25.4 106 
2.4-Diclorofenol 32.7 104.0 
4·&.Dinilro-3-Metilfenol 60.6 86.5 
2,4,6·1riclorofenol > 70 (21 

Pen!oclorofenol > 701>1 

Fa.tcm6vil dcdoon:i6n: hidróxido d..: sodio de pH = 11.S. 
Prt:coocc:nb'Zlclón de 1 SO mi de una di50lución acuosa (0.1 mg/t.), a pl 1 = 2, de caJa uno de los fcnoles indicudos, seguida 
por un lavado de la cclwnna con S mi de agua dcsioni1.ada.. 

ClJ Dcspué3 de pasar por la columna wg&da con el 2,4..Jimctilfcool 70 ml de disolución Je hidróxido de soJio (pll=l 1.S) no 
3C ~el inicio de la de$0rdón del sotu10, entonces. se cin:ul6 a trnvCs de la prcco1urMD mctanot al 100%, bajo eslas 
condiciond e) inicio de Ja dcsarción !IC dio a los 5.S ml, sin embargo, el lénnino de la desorci6n rebasó los SO mi. 

(Z) Dc:5pué5 de pasar por la oo1umna cargada con el 2,4,6-triclorofcnol 70 mi Je disolución de hidrbxída de sodio (pi l=l l .S) 
no~ ob3icrvó el inicio W: Id. detorción del solulo, entonces, se hil_o circular a través de la prccotwnnn una ftue móvil de 
A¡ul {NaOH, pH=J LS):Metanol, 80,20 (v/v), bajo esta.'i tOOdicioncs el inicio de la dcsorción se dio a los 11.6 mJ. El 
tbnúno de la dcsoltión.: eltan7.b a. los SS ml. 

<'> Dcspul!s de pasar por ht wlumna. cargada con pento.c:lorofcnol 70 mi de diso1uci0n de hidróxido de sodio (pll=l 1.S) no se 
ot.etvó el inicio de la desorción del solu1o, entonces, x hizo cirtUlar a través de la precotwnna unn fa.se móvil de AgUa 
CN-Oft. pH=I J • .S):Mctanol, 80:20 (Yl'o'}, bajo estas rondicioncs el inicio di! la desorción se dio e los 20 mi, sin embargo, el 
Unnioo de Ja de!on:ión rebasó los 230 mi 

En función de los resultados anteriores se decidió considerar el análisis de los cúatio 
compuestos fenólicos indicados en el grupo 1, en presencia de algún compuesto fenólico 
representativo del grupo 2. El compuesto elegido del grupo 2 fue el 2,4-dinitrofenol. Las 
consideraciones anteriores fueron las que sirvieron para definir el conjunto de los cinco fenoles 
estudiados en este trabajo. 
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Una vez esíablecido, en base a los volúmenes de deserción de la tabla 3,5, que el 
fenómeno de ensanchamiento de banda provocado por la columna de 1 S cm era grande se 
procedió a optimizar su tamai!o considerando los limites de detección deseados. 

Debido a que los fenoles concentrados en la precolumna PRP nunca serian desorbidos en 
linea hacia la columna analítica para su análisis, en principio las dimensiones de dicha 
precolumna podian ser relativamente grandes a fin de aumentar la retención de los fenoles 
polares, sin que esto se tradujera en un incremento importante del ensanchamiento de banda. 
Sin embargo, si estas dimensiones eran apreciablemente grandes. se requerirla también de 
volúmenes importantes de la fase móvil de deserción para lograr la deserción completa de los 
fenoles preconcentrados en esta precolumna y su transferencia simultánea, en linea, hacia la 
preeolumna empacada con el intercambiador de aniones. El hecho de emplear un volumen 
grande de la fase móvil de deserción podia tener efectos negativos, ya que si los volúmenes de 
fuga de Jos fenoles en Ja columna empacada con el intercambiador de aniones eran pequeños, 
entonces la recuperación de estos solutos podia disminuir drásticamente. 

Para tener una estimación del volumen aproximado de fase móvil que podía emplearse 
para la deserción de los fenoles concentrados en la columna PRP, sin que éstos se fugaran de la. 
precolumna aniónica, se determinaron los volúmenes del fuga de algunos fenoles sobre ésta 
última empleando disoluciones acuosas de hidróxido de sodio a diferentes valores de pH. Los 
resultados obtenidos se presentan en la tabla 3.6. 

Tabla 3.6. Volúmenes de fuga de los fenoles, V¡, determinados sobre una precolumna (20 x 2 
mm di) empacada con un intercambiador de aniones. · · · 

pH de la fase móvil 

SOLUTO ·10.s 11.0 11.5 

Vr(ml) ·. 

Fenal 21.4 16.4 t4.3 
4-Nitrofcnol - 22.7 21.6 
2,4-Dinitrofcnol -- 43.S 38.6 

2-Clorofcnol - - > 2S 

2-Nitrofcnol - - >2S 

Fa.'IC móvil: disolulión scuosa de hidróxido de sodio, prc:paradu justo antes de cíei:luar la detmninación experimental. 
Antes de la dctcnninadón del \'olumen di! ruga la pn.'COlumna se equilibró con 30 mi de disolución acuosa de NaOJl a pll = 
12.5 y poslerionnc:nlc con 40 mi de la fase móvil. 
La determinación del volumen de fugu se efectuó fortificando la fase mó\•il a una concentración de 0.1 mg/L de cada fo11ol. 
El nujocmplcadofucdc 1.0mVmin. 
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En Ja tabla anterior se observa que a medida que aumenta el pH de Ja disolución disminuye 
el volumen de fuga de los fenoles. Esto se debe principalmente a la fuerte competencia que 
existe entre Jos iones hidroxilo y los iones fenolato por Jos sitios activos de Ja resina. Dicha 
competenda favorece la fijación de Jos iones OH a medida que aumenta el pH. La tabla 3 .6 
indica además que empleando como fase móvil de deserción una disolución acuosa de 
hidróxido de sodio a un pH de 1 J.S, es posible utilizar hasta 14 mi de ésta para desorber a los 
solutos preconcentrados en Ja precolumna PRP, sin que exista fuga del fenol en Ja precolumna 
aniónica. 

Nielen et al., (1986) han reportado que empleando una precolumna de concentración de 20 
x 4.6 mm (di) (volumen= 332 µl) empacada con una fase PRP, es posible alcanzar un volumen 
de fuga para el fenal de 20 mi (empleando como fase móvil de carga una disolución acuosa a 
pH = 7). Estos datos sugirieron que Ja precolumna PRP a emplearse en este trabajo deberia 
tener unas dimensiones similares a las antes mencionadas. Sin embargo, debido a que en este 
trabajo además del fenal se deseaba analizar a otros cuatro compuestos fenólicos, se consideró 
conveniente emplear una precolumna PRP de dimensiones mayores que la usada por Nielen y 
colaboradores con el fin de eliminar Ja posible fuga de los solutos debido a fenómenos de 
desplazamiento entre ellos. De esta manera la precolumna usada en este trabajo se construyó 
con unas dimensiones de 30 x 4.6 mm (di) (volumen= 499 µJ ), esto es 1 cm más larga que Ja 
empleada por Nielen y colaboradores. 

Una vez establecidas las dimensiones de la precolumna, se e\·aluó su capacidad de 
retención hacia los fenoles de interés. Esta evaluación se efectuó d~terminando el volumen de 
fuga de los fenoles, lo cual permitió establecer el volumen máximo de muestra susceptible de 
ser preconcentrado. 

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

Tabla 3, 7. Volúmenes de fuga de fenoles, Vr, sobre precolumna PRP de 30 x 4.6 mm (di). 

SOLUTO Vr(ml) 

Fenol 20.5 

4-Nitrofcnol > sn 
2.4,·Dinitrofenol > 50 

2·Clorofcnol >30 

2·Nitrofcnol > 50 

La muestre para la dctcnninación de los \•olúmc.."fles de fugn de cada fcno/ fue una disolución ácida (HCJ04, pH = 2) con una 
conccntrod6ndc0.I mg!Ldcctulasolu10 · 

70 



J./ F.ST ABLECIMIEl{TO DE US CONDICIONES DE OPERACIÓN. •• 

En un e•perimento adicional, se determinó el volumen de fuga de una muestra. de agua 
pura fortificada con los cinco fenoles juntos a una concentración de· 0.05 mg/L ·cada uno, 
observándose el inicio del frente de fuga de Ja muestra a un volume~ de20.3.ml. 

Como se observa en Ja tabla 3.7, el fenal es el salute menos r~tenido, con un volumen de 
fuga de 20.S mi. Sin embargo, Ja precolumna PRP de 30 • 4.6 mm (di) resulta aún apropiada 
para efectuar la preconcentración inicial de los cinco salutes de interés. 

Para efectuar Ja transferencia de Jos fenoles concentrados en Ja precolumna PRP hacia la 
precolumna aniónica se consideró inicialmente el uso de una disolución acuosa de NaOH a un 
pH de 1 J.S. Como se observa en Ja tabla 3.6 es posible emplear hasta 14 mi de esta disolución 
para efectuar Ja transferencia en línea, sin que e•ista fuga de los salutes. Sin embargo, 
e.perimentos adicionales indicaron que para lograr Ja transferencia total de Jos fenoles se 
requeria de 27 mi de Ja disolución de NaOH antes mencionada. 

Por otra parte, se pensó también en Ja posibilidad de efectuar Ja transferencia de Jos fenoles 
de Ja precolumna PRP hacia la aniónica empleando una disolución de NaOH, a pH 11.5, 
mezclada con un modificador orgánico como el metano!. Sin embargo, cuando la deserción se 
intentó empleando una fase móvil Metanol-NaOH (pH=J l.S) 10:90 (v/v), la fuga del fenal en la 
precolumna aniónica fue prácticamente irunediata. 

En función de Jo anterior, se concluyó que a fin de tener una recuperación alta de Jos 
fenoles estudiados, Ja transferencia en linea de Jos fenoles concentrados en Ja precolumna PRP 
hacia la precolumna aniónica debia efectuarse necesariamente mediante dos etapas de 
desorción. 

Como se ha señalado anteriormente Jos cinco fenoles de interés en este estudio estuvieron 
constituidos por cuatro fenoles de naturaleza hidrófila (fenal, 4-nitrofenol, 2-clorofcnol y 2-
nitrofenol) y un fenal de naturaleza hidrófoba (2,4-dinitrofenol). Considerando estos dos 
grupos de salutes, se buscó que en Ja primera etapa de deserción se transfirieran hacia la 
precolumna aniónica fundamentalmente Jos fcnoles hidrófilos. permaneciendo para Ja segunda 
etapa de transferencia el fenal hidrófobo. Lo anterior se hizo con la intención de que en futuros 
trabajos puedan incorporarse a los cinco fenoles estudiados en este trabajo, los otros cinco 
fenoles regulados por Ja legislación ecológica me•icana de aguas, Jos cuales se caracterizan por 
ser todos de naturaleza hidrófoba. De tal manera que los diez fenoles contaminantes regulados 
puedan ser analizados en base a su naturaleza hidrófila o hidrófoba. 

De esta manera quedó establecido el procedimiento de preconcentración en linea de Jos 
cinco compuestos fenólícos de interés. Dicho procedimiento puede resumirse de la siguiente 
manera: 

Los fenoles contenidos en Ja 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 orgánicos. Los contaminantes de naturaleza inorgánica (principalmente sales), que 
pueden inteñerir en la etapa de enriquecimiento sobre el intercambiador aniónico, no se 
retienen sobre la 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 geométrico, esto con el fin de asegurar que 
todos los compuestos interferentes de naturaleza inorgánica son eluidos. Entonces, los fenoles 
concentrados son descirbidos en línea hacia la precolumna aniónica empleando una disolución 
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 más alto de los cinco solutos 
estudiados ( pKa = 1 O), se transfieran hacia la precolumna aniónica en forma de iones fenolato. 
El uso de un pH mayor de la disolución de NaOH, o el empleo de algún modificador orgánico, 
provoca que el volumen de fuga de los solutos de interés sobre el intercambiador aniónico 
disminuya apreciablemente. Después de que los fenoles son eluidos de la precolumna PRP en su 
forma aniónica, son adsorbidos sobre una precolumna pequeña empacada con el intercambiador 
aniónico, en donde ocurre una compresión de banda de los solutos. Posteriormente esta 
precolumna es eluida, en lín~ con una fase móvil apropiada hacia una columna analítica C 18 
en donde se efectúa la separación y análisis de los fenoles. Sin embargo, la disolución 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 deserción, la cual se efectúa 
empleando como fase móvil una disolución de NaOH (pH 11.5) con un 10 % (v/v) de 
acetonitrilo. Mediante esta segunda etapa es posible desorber de la precolumna PRP, en su 
totalidad, a los fenoles remanentes de la primera deserción y transferirlos hacia la precolumna 
aniónica pará una compresión de banda. Los fenoles concentrados sobre el intercambiador de 
aniones son desorbidos nuevamente en línea hacia la columna analitica en donde se efectúa su 
separación. 

3.1.2 EF/CJENCIA DEL ACOPLAMIENTO PRECOLUMNA-COLUMNA 
ANALITICA. 

Como se ha mencionado en la sección 2.1.1, la columna analítica empleada en este trabajo . 
fue una columna comercial de 15 cm x 4.6 mm (di) empacada con una fase reversa C 18 de 5 
µm de diámetro de partfcula. · 

Debido a la naturaleza hidrofóbica de esta fase estacionaria, para la determinación de la'· 
eficiencia de la columna analítica se eligió al naftaleno como soluto de prueba y una mezcla 
metanol-agua 80:20 (v/v) como fase móvil. · · .... - · · - · 

La eficiencia de la columna analítica se evaluó detenninando su número de platos teóricos 
(N) asi como la altura de un plato teórico (H). Los valores de estos parámetros se determinaron 
mediante las ecuaciones 3.1y3.2, respectivamente. 
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N=s.s{~)
2 

%2 

H=lc 
N· 

(3.1) 

(3.2) 

donde t, es el tiempo. de retención del :.Chito (naftaleno), W 112 es el .ancho de pico del· soluto a 
Ja mitad de su al.tura y l.., es Ja JonSlÍud de I~ columna. . 

Los resultadosobtenidos en la determinación de Ja eficiencia de Ja columna analítica Cl8 
se presentan en la tabla 3.8. 

Tabla 3.8. condiciones de prueba y eficiencia de Ja columna analítica empleada en este trabajo 
para la separación de los fenoles estudiados. 

Muestro 

Dc:tccWr 

Volumen de la muestra 

Disolución de naftaleno (10 
mg/L) 

UV a270 nm 

20 µJ 
Fase móvil metanol-agua, 80:20 (v/v) 

llETENCIÓN DE LA MUESTRA ;: . /' 

Tiempo de retención (min.) 7.685 

EnCll:NCIA DE LA COLUMNA .'. 

Factor de capacidad . 6.83 ·. 

Número de platos/columna 7862 

Número de plaJos/rrn.'lro 52414 

H(µ) 19.l 
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A fin de minimizar el ensanchamiento de banda ocasionado por· una precolumna, el 
volumen de ésta, Vp, debe mantenerse dentro de un intervalo que depende del volumen de la 
columna analítica, Ve, del número de platos' de ésta, N, y del factor. de capacidad, i<:, del 
analito A que se preconcentra. Esta ·dependéncia puede expresarse (Goewie et al., 1984; 
Nondek y Chvalovsky, 1983, 1984) med.iante la eeuación J;J 

(3.3) 

Esta condición es válida sólo si el número de platos de la columna analllica · es 
suficientemente alto (N > 1000). 

El volumen de la columna analítica empleada en este trabajo fue de 2,493 µI, en tanto que 
el de la precolumna empacada con el intercambiador de aniones fue de 76 µl. Lo anterior 
conduce a una relación Vp/Vc = O.OJO. Por otra parte, el valor de los factores de capacidad, 
determinados empleando una fase móvil acetonitrilo-agua 20:80 (v/v). asi como los valores 

correspondientes del término ( 1+k;.)12JÑ, para los cinco fenoles estudiados se dan en la 
tabla 3.9. 

Tabla 3.9. Factor de capacidad y valor del término ( 1+k;,)I2,/Ñ, para los cinco compuestos 
fenólicos estudiados . 

. ,, 
(1+k;,)12JÑ COMPUESTO k;. 

Fenol 4.22 0.031 

4-Nitrofenol 8.45 O.OS3 

2,4-Dinitrofenol 9.78 0.061 

2-Clorofcnol 12.76 0.078 

2-Nitrofenol 16.34 0.098 

En función de Jos resullados anteriores y considerando la ecuación 3.3, sé estableció que la 
concentración de los fenoles sobre la precolumna aniónica no debia pr~vocar ningún 
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ensanchamiento de banda significativo, para ninguno de los cinco fenoles estudiados. Esta 
deducción se comprobó experimentalmente, encontrándose que en el . método analítico 
desarrollado la preconcentración de los fenoles sobre la precolumna aniónica no produjo' un' 
ensanchamiento de banda apreciable para ninguno de los cinco solutos. 

Es importante observar, sin embargo; que debido a las dimensiones relativamente grandes 
de la precolumna PRP de 3 cm de longitud, de haberse efectuado la desorción en linea hacia la 
columna analítica Cl8 de los fenoles preconcentrados en esta precolumna podían haberse 
provocado fenómenos importantes de ensanchamiento de banda. Esta afimacíón se basa en el 
hecho de que la relación entre el volumen de la precolumna PRP y el volumen de la .columna 
analltica Cl8 {VrNc) adquiere un valor de 0.2, el cual es superior al valor del factor 

(1+k;.)12.JN de cualquiera de los fenoles mostrados en la tabla 3.9, ·por '1~ que no se 
cumplen las condiciones establecidas en la ecuación 3.3. · 

3.2 ESTABLECIMIENTO<. DE ... '·LAS 
CROMATOGRÁFICAS DE SEPARACIÓN. 

La mayorla de los métodos descritos para el análisis de fenoles en aguas por cromatografia 
de liquidas emplean para la separación ¡le los solutos columnas analíticas empacadas con fases 
reversas del tipo Cl8. Esta separación se complementa con detección UV o electroquímica. 
Las separaciones empleando fases normales también han sido reportadas, sin embargo, estas 
fases suelen tener una menor capacidad de resolución (Schabron et al., 1978). 

En el presente trabajo, además de encontrar condiciones de elución para que los cinco 
fenoles se separaran con una resoluc.ión aceptable, se requerla que la fase móvil tuviera la 
fuerza necesaria para desorberlos de la precolumna empacada con el intercambiador de aniones. 
Por otra parte, debido a que el método se desarrolló para aplicarlo en el análisis de muestras de 
agua potable y de rlo, se buscó que los tiempos de retención de los solutos fueran relativamente 
grandes con el fin de que todas las interferencias presentes en la muestra de agua, no eliminadas 
durante el proceso de preconcentración y que generalmente eluyen a tiempos de retención 
relativamente cortos, no interfirieran con el análisis de los cinco fenoles de interés. 

Zhong-Pei et al., ( t 982), han publicado un método para la preconcentración en diferido y 
el análisis por HPLC de fenoles en muestras de agua. En dicho método, el fenol se 
preconcentra empleando una microcolumna de silica fundida ( 15 x 0.25 mm di) empacada con 
un intercambiador de aniones. La desorción hacia la columna analítica del fenol preconcentrado 
se efectúa empleando una fase móvil acetonitrilo-agua 70:30 (v/v). Esta fase móvil tiene una 
fuerza de elución tal que provoca que el fenol se desorba facilmente del intercambiador de 
aniones, sin embargo, su elución de la columna analítica es casi inmediata. 
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Nielen et al., (1986) han propuesto u~ método para la preconcentración en línea y análisis 
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 analítica CIB para su 
análisis. Para el proceso de desorción del fenol se empleó inicialmente una fase móvil acuosa de 
perclorato de sodio O.JM y ácido perclórico O.OIM. Esta fase móvil no efectúa la desorción de 
una manera satisfilctoria ya que, aunque el anión perclorato actúa como un desplazador de los 
iones fenolato, dicha fase móvil sólo conviene parcialmente al fenol a su forma neutra. Por otra 
pane, empleando como fase móvil una mezcla metanol-agua (buffer de acetato de sodio IM, 
(pH = 5), 1: 1 (v/v), se observó una elución eficiente del fenal en su forma neutra. Sin embargo, 
debido a la alta concentración de sal se produjeron efectos secundarios que interfirieron la 
detección del fenol por fluorescencia. Finalmente los autores antes mencionados encontraron 
que el mejor compromiso entre el incremento de la seBal y la eficiencia del procedimiento de 
elución se obtuvo empleando una fase móvil formada por un buffer de acetato de sodio 0.4M 
de pH = 5, mezclado con metano! en una relación 1:1 (v/v). Además, empleando esta fase 
móvil la regeneración de la precolumna aniónica es sencilla. Sin embargo, usando una columna 
analitica CIS de 10 cm" 3 mm (di) y un flujo de la fase móvil de 0.4 ml/min, el fenol eluye con 
un tiempo de retención de aproximadamente 3 minutos. 

Tomando como base las consideraciones anteriores se procedió a establecer las 
condiciones más apropiadas para la deserción y separación de los cinco fenolcs considerados en 
este trabajo. 

Como se observa en la tabla 1.2 (sección 1.3), de los cinco fenoles considerados en este 
estudio el 2,4-dinitrofenol es el que posee el valor de pKa más bajo (pKa = 4), por lo que para 
asegurar su desorción de la precolumna aniónica en una forma neutra se consideró apropiado 
emplear una fase móvil con un pH inferior a 4. Por otra pane, como se mencionó anteriormente 
se buscó que la elución de los cinco fenoles de la columna analitica se diera a tiempos de 
retención tales que permitieran que otros compuestos presentes en muestras reales de aguas no 
interfirieran con la detección y cuantificación de los solutos de interés. Desde este punto de 
vista, la única alternativa posible pareció ser el empleo de un gradiente de elución. Después de 
evaluar diversas condiciones de separación se encontraron a las siguientes como unas de las 
más prometedoras: 

Columna analltica: Spherisorb ODS (dp = 5 µm), 15 cm x 4.6 mm (di). 

Fase móvil: 
Gradiente de e/11ció11 

TIEMPO FASE A FASEB 
(mlnutot) % % 

o too o 
8 too o 
t5 75 25 
30 30 70 
40 JO 70 
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Las fases A y B del gradiente de elución estuvieron c.o_nstituid~ de la siguientemanera: 

Acetonitrilo 
Buffer fonniáto de sodio 0.05 
M.pH=3 

Ddecci6n: UV a 270 nm. 

40 

95 60 

La separación de los cinco fenoles de interés empleando las condiciones experimentales 
arriba indicadas se muestra en el cromatograma de la figura 3. l. La separación presentada se 
obtuvo al efectuar una inyección de 20 µI de una disolución con una concentración de 1 O mg/L 
de cada uno de los fenoles estudiados, manteniendo la precolumna aniónica (previamente 
equilibrada con 20 mi de la fase A) en linea con la columna analítica. La identificación de los 
picos se efectuó en base a los tiempos de retención obtenidos a partir de inyecciones por 
separado de cada uno de los fenoles. El pico con un tiempo de retención de 21.6 minutos es 
una impureza presente en la muestra patrón de 2,4-dinitrofenol. 

Como se observa en el cromatograma presentado en la figura 3.1, el fenol, el soluto menos 
retenido, eluye con un tiempo de retención de 16.2 min. Este tiempo se consideró suficiente 
para permitir que las sustancias inteñerentes presentes en las muestras de agua eluyeran de la 
columna. 

Una vez que se estableció que las condiciones experimentales antes presentadas eran 
apropiadas para lograr la separación de los fenoles, se procedió a correr una muestra blanco, 
siguiendo todas las etapas de concentración y desorción establecidas en el método analítico 
desarrollado, esto con el fin de establecer si podían existir inteñerencias que dificultarán la 
detección o cuantificación de los solutos de interés. El cromatograma obtenido de la primera 
etapa de desorción 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 el cromatograma de la figura 3.2 existe una gran cantidad de señales 
que interfieren con la determinación de los picos presentes en el cromatograma de la figura 3.1. 
Inicialmente se pensó que las inteñerencias se debían a impurezas presentes en el hidróxido de 
sodio o bien a sustancias de naturaleza polimérica que eran extraídas 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 inteñerencias no disminuyó. Como una 
alternativa, se erectuaron experimentos adicionales en los cuales se sustituyó el uso de las 
disoluciones de hidróxido de sodio por disoluciones concentradas de hidróxido de amonio. Sin 
embargo, aun bajo estas condiciones las inteñerencias permanecieron. Adicionalmente, las 
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disoluciones concentrádas de hidróxido de amonio tienen la desventaja de que su composición 
varía en función del tiempo, lo que dificulta mantener constante el pH de las disoluciones de 
trabaj9. , · > · , . · · ' 

I0.0005UA. 

" " ,, 

2 

r.111 •4l 
U°o•!J o 
M ... -": 

~~ ~ 
r>IN N 

3 

5 

4 

o .. 5. ,10 ·:" · .. 15 : .-: ' . 20 25 30 - 35 
Tiempo ( min) . . ' . . ' ' . . 

Figura 3.1. Separación de los cinco f~noles d~jntérés, .l. Fé;1oi, 2. +Nitrofenol, 3·. 2,.f
Di11itrofei10/, 4. 2-Clorofenol, S. 2-Nitrojenol. Gradiente de elución: 0-8 min, 0% B; 15 min. 
25% B; 30 min. 70% B; 30~40 min: 70% B. vélocidád de flujo, 1 ml/min, · 

. . ·.;..... ·' :.' 
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I 0.0005 UA 

"' ... .• 

O JO /~ 20 2$ 30 35 

Tiempo (mln) 

Figura 3.2. Cromatograma obtenido en la primera etapa de deserción (etapa 7 del 
procedimiento experimental descrito en la sección 2.4) correspondiente al análisis de una 
muestra blanco. La etapa de deserción se efectuó empleando el gradiente de elución usado para 
la separación presentada en la figura J. l. 
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Es importante mencionar que se probaron otros gradientes de elución, ad.emás del antes 
indicado, en Jos cuales Ja fuerza de elución de Ja fase móvil se varió en un amplio intervalo. Sin 
embargo, en todas las pruebas efectuadas siempre se generaron inteñerencias similares a las 
presentadas en el cromatograma de la figura 3.2. · · · 

Cuando Ja deserción y separación de los fenoles se efectuó bajo condicio~es isocráticas las 
inteñerencias desaparecieron. · 

Es importante mencionar que se probaron otros gradientes de elución, además.del·antes 
indicado, en Jos cuales Ja fuerza de elución de Ja fase móvil se varió en un amplio inter\lalo: Sin 
embargo, en todas las pruebas efectuadas siempre se generaron inteñerencias similares a las 
presentadas en el cromatograma de Ja figura 3.2. · 

Cuando Ja deserción y separación de los fenoles se efectuó bajo condiciones isocráticas las 
inteñerencias desaparecieron. 

Por lo anterior fue necesario efectuar la desorción y separación de los solutos bajo 
condiciones isocráticas. Para esto se empicó como fase móvil una mezcla acetonitñlo·agua 
(pH=J.5) 20:80 (v/v). Con esta fase móvil el fenal, el soluto menos retenido, eluye con un 
tiempo de retención de 7 minutos. El emplear una fase con una concentración más alta de 
modificador orgánico provoca que el tiempo de retención del fenal disminuya, lo cual fue 
indeseable para los fines buscados en este trabajo. Por otra parte, al disminuir la fi'acción de 
acetonitrilo por debajo de 20 % se provoca que el último 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 óptimas de deserción del fenol de la precolumna aniónica hacia la 
columna analítica, en este trabajo se analizó el efecto de la concentración de sales presentes en 
la porción acuosa de la fase móvil empleada sobre la fonna de Jos picos cromatográficos. Las 
especies probadas, así como su efecto en Ja reducción de Ja amplitud de Jos picos, se presentan 
en Ja tabla 3.10. 

Tabla 3.10. Efecto de diversas especies presentes en Ja porción acuosa de Ja fase móvil sobre el 
ensanchamiento de Jos picos cromatográficos. 

2 3 4 5 
DISOLUCIÓN llCOOH o.o,M 
ACUOSA llulí« r"""""' Bu!Ter romU.w de Buffer formiato de Ácido pen:l6- + JICI04 0.02 M. 

deS<'dio0.02 M, sndlo004 M,pll• s.odio0.1 M.pll • ricoO.On.f Ajlbtc del pll a 
pll•J,, "' '" J., con disoln. de 

NaOll. 
•¡, OF. RBOUC· 
CIÓN EN l.A 
AMP1.rruo -5 -15 -4 -23 
DBLPIC0 111 

(IJ % Je rL'tJUcción·en Ja an1plitud de los picos, c~n rc!tp!Clo n·los ohlL-nidos L"mplcanllo la disolución acuosa l . 
•. ; •. !., !.··· 'l .p.:"--:; 
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Como se observa en la tabla anterior la disolución acuosa S fue la que presentó el mayor 
efecto de reducción de la anchura de los picos cromatográficos. Por esta razón dicha fase 
acuosa fue la que se empleó junto con el acetonitrilo para formar la fase móvil utilizada para la 
desorción y separación de los fenoles. 

La fase móvil quedó constituida de la siguiente manera: acetonitrilo-fase acuosa 20:80 
(v/v). La separación de los cinco fenoles considerados en este estudio, durante las dos etapas 
de deserción, empleando la fase móvil mencionada, una columna analítica C 18, · asi como 
detección UV a una longitud de onda de 270 run se presenta en la figura 3.3. 

En la figura 3.4 se presentan los cromatogramas obtenidos en las dos etapas de desorción, 
después de aplicar el método de análisis a una muestra blanco. La señal con un _tiempo de 
retención de 8.043 min en el cromatograma de la figura 3.4A corresponde· a impurezas 
presentes posiblemente en las disoluciones de ácidos o base usadas durante el t~anscurso' del 
anlllisis. 

3.3 RECUPERACIÓN DE LOS PENOLES. 

La determinación de la recuperación de cada soluto se efectuó comparando el área de la 
señal obtenida al aplicar el método a muestras de agua pura fortificadas con los fenoles, con el 
área obtenida por la inyección directa de una cantidad igual del fenol respectivo. Para la 
detenninación de las recuperaciones se tomaron en cuenta los volúmenes corregidos obtenidos 
en la calibración del rizo del inyector del cromatógrafo y de las puntas de la micropipeta 
empleada en la preparación de las muestras de agua fortificadas. Esta calibración se efectuó de 
acuerdo al procedimiento descrito en la sección 2.1.2. 

En la tabla 3.11 se presentan las recuperaciones obtenidas para los cinco fenoles 
estudiados asi como la precisión obtenida en el análisis de varias muestras de agua grado 
HPLC, fortificadas con una concentración de aproximadamente 1 O µg/L de cada fenol. 
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(A) (8) 

2 3 

.2 

10 •~ 20 2s )O 5. IO 20 'º Tiempo (mln) Tl•mpo (min) 

Figura 3.3. Detem1inación de fenoles en muestra de agua fonificada. A). Primera etapa de 
desorción, B) Segunda etapa de desorción. Preconcentración de 20 mi de agua pura fonificada 
con 10 µg/L de cada uno 'de los siguientes fenoles: l. Fenol, 2 . ./-11itrofe110/, 3. 2,./
dinitrofenol, 4. 2-c_lorofeno/ y S. 2-11itrofe110/. Columna analítica Spherisorb ODS, dp = 5 µm 
(15 cm x 4.6 mm di)'. Fase móvil: acetonitrilo-agua (HCOOH O.OSM + HCI04 0.02M, pH = 
3.5) 20:80 (v/v). Velocidad de flujo: 1 rnl/min. Detección UV a 270 nm. 
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(A) (B) 

10 15 20 25 30 35 10 J5 20 25 lO 35 

Tiempo (min 1 Tiempo (min} 

Figura 3.4. Aplicación_d~Lméiodo de análisis de fenoles de5arrollado en este trabajo a una 
muestra blanco. A);- Primera·· etapa_,:de'. deserción, B) Segunda etapa de deserción. 
Preconcentración de 20 mi .de agua pura. Columna analítica Spherisorb ODS, dp = 5 µm '(IS 
cm x 4.6 mm di). Fase mó~il: acetonitrÍlo-água (HCOOH O.OSM + HCI04 0.02M, pH = 3.5) 
20:80 (v/v). Velocidad de flujo: l nil/min. Detección UVa 270 nm. 

83 



Cap/lula J. RESULTADOS EXPERIMENTALES. 

Taht..3.11. Recuperación obtenida para los cinco fenoles estudiados. 

i·;··:· .. ; 1• DISORCIÓN 2' DISORCIÓN . DESORCIÓN TOTAL 
SOLllTO .. 
'·;¡<~····'("',.-.:·);--.'.'.':':. '·l:·t R (•,f,) cv R(%) 1. cv RC%) 1 cv. 

Fenal 85.4S 1.06 t.24 8S.42 1.06 1.24 

4-Nitrofcnol 80.19 J.7S 2,16 20.16 1.44 7.16 100.JS l.4S 1.44 

2,4-Dinitrofenol 8.08 0,83 10.74 89.88 1.81 2.02 97.96 2.11 2.17 

2-Clorofenol 8 80.44 1.42 1.77 IS.SO 2.36 12.73 98.95 1.83 1.86 

2-Nitrofenol 9 7S.33 1.55 2.06 24,62 1.23 6.S8 99,95 1.47 1.48 

La precisión está expresada numéricamente como Ja desviación eStándar, a, estimada 
analíticamente por s y por la desviación estándar relativa o coeficiente de variación (CV). 

El estimador s de la desviación estándar se calculó mediante la ecuación 3.4: 

n ' 
.~ (x;-x) 
1=1 · -

n-1 
(3.4) s:i:: 

donde n es el número de medidas, x, es el valor medido en el ensayo i y x es el estimador de la 
media poblacional µ, calculado dé acuerdo con la ecuación 3 .s.. 

84 

La desviación estándar relativa o coeficiente de variación se calculó como: 

CV=!.·IOO 
l' 

. . . 
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Como se observa en la tabla 3.11, debido a su naturaleza hidrófila, el fenol concentrado en 
la precolumna PRP se transfiere en su totalidad hacia la precolumna aniónica durante la primera 
etapa de desorción. Sin embargo, dicha naturaleza también provoca que la recuperación del 
fenol no sea del 100%. Como se ha mencionado anteriormente, las dimensiones de la 
precolumna PRP empleada son apropiadas para preconcentrar 20 mi 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 separación de los fenoles (etapa 7 
del procedimiento experimental descrito en la sección 2.4) las precolumnas PRP y aniónica son 
lavadas con 0.5 mi de agua (etapas 3 y 6, respectivamente, del procedimiento experimental 
mostrado en la sección 2.4), Probablemente este hecho provoca que parte del fenol 
concentrado comience a ser parcialmente desorbido de las precolumnas alcanzándose sólo una 
recuperación del 85% para este soluto. 

Exceptuando al fenal, el resto de los solutos analizados alcanzan una recuperación 
prácticamente del 100"/o. 

Con el fin de establecer si estadísticamente el 4-nitrofenol, el 2,4-dinitrofenol, el 2· 
clorofenol y el 2-nitrofenol alcanzaban una recuperación del 100%, se efectuó una prueba de 
hipótesis (Miller y Freund, 1965) relativa a la media de las recuperaciones obtenidas para cada 
soluto. 

El estadistico de prueba empleado para la eomprobaci,ón de la hipótesis fue el siguiente: 

' _x-µ 
Ml-.s/J;; (3.7) 

el cual representa un val~r de una variable, ,;¡eaforia que tiene la distribución t ccin n-1 grados 
de libertad. · · · · · 

•Hipótesis nula, H.,:·µ = 100 

•Hipótesis alt~rna H1: ~"' 100 

La hipótesis alterna Ht es bilateral debido a qu~ se ~d.es~a rechazar la hipótesis nula si la 
media de las detenninacioncs de recupéradónr eS signific3tivamCnte- merior.'o nlayor ·de l OO. 

' . . .. . . 

• Criterio: se rechaza la hipótesis nula si tcaJ< clan (n-D. o leal> ta/2 (n-1) donde tan (n-
i) es el valor dé la t de.Student con n-1 grados de libertad. . ' 

< - ' ··, • • • • • • • • • • .• • • • • ·_'. • ' • ~ • 

Los valores de twI. para los cinco fenoles estudiados, junto con los valores· de ta12 (n-1) 
para los niveles de significancia ex= 0.02 yá. = 0.05, 8<: presenian en la tabla 3.12. 
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Tabla 3 .. 12. Valores de .lc.J y de 1<Xf2 (n-1), para un nivel de significancia c:i = 0,05 y a= 0.02, 
para el caso. de los cirlco fenoles estudiados. · · 

S()LUTO .. · ;; ·,a:: ;,tt~':·· '11.~c~;1il> '.11.~I C~'l io 
Fcnol . •,•'' 9· ' -41.26 

' 
:2.306 ', 2.896 

4-Nitrorenol ., 9·,, ' 0.724' 2.306 ' 2.896 

2,4-Dinitrofcnol -2.735 2.365 2.998 

2-Clorofi:nol ' 8 -1.623 . 2.365 2.998 

2-Nitrofcnol -0.I02 2.306 2.896 

Como se observa en la tabla 3. 12, empleando Janto un nivel de significancia a = 0.05 
como un nivel a= 0.02 se rechaza Ja hipóJesis nula de que el fenal se recupera en un 100"/o. 
Con un nivel de signilicancia a = 0.05 se rechaza además la hipótesis nula de que el 2,4-
dinitrofenol se recupera en un 100"/o. Sin embargo, empleando un nivel de significancia a = 
0.02 se aceptan las hipótesis nulas que establecen que, excepJuando al fenal, el resto de los 
fenoles estudiados se recupera en un 100%. Como se indicará posleriorrnente, Ja recuperación 
del 4-clorofenol, el 2,4-dinilrofenol, el 2-clorofenol y el 2-niJrofenol es del 100% en un 
intervalo de concentración comprendido enlre 2 y 120 µgil... 

El intervalo de confianza para Ja recuperación de Jos cinco fenoles se estimó mediánte la 
relación: 

{3.8) 

Considerando un nivel de sigiiificancia a = 0.02, así como Jos datos_ p.resentados en las _ -
tablas 3. JI y J.12, los intervalos de confianza estimados se'piesen-ian en Ja tabla J.13. 
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Tabla 3.13. Intervalo de confianza para los datos de recuperación de los cinco fenoles 
estudiados. 

Fcnol 84.40 < R < 86.44 

4-Nitrofenol 98,95 < R < 101.75 

2,4-Dinitrofaiol 95.72 < R < t00.20 

2-Clorofaiol 97.01 < R < t00.89 

2-Nitrofcnol 98.Sl < R < 10 t.40 

3.4 INTERVALO DE RESPUESTA UNEAL DEL MÉTODO. 

La sensibilidad de un procedimiento diseñado para un análisis cua~titativo se puede definir 
como la pendiente de Ja función analltica de calibración y = f(x). Esta función de calibración 
relaciona el resultado {y) de un proceso de medición (una corriente eléctrica, un voltaje, un 
peso, etc.) con la concentración o cantidad (x) del soluto que se determina. 

El intervalo en el cual la sensibilidad se mantiene constante está definido por un limite 
inferior y un linúte superior. Por definición el límite inferior será el límite de detección (como se 
define en la sección 3.5) y la concentración 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 necesario especificar claramente Jo que se considera 
como una curva de calibración recta. una definición del limite superior puede ser Ja 
concentración en donde la respuesta difiere por un cierto porcentaje (por ejemplo 3%) de Ja 
respuesta que se debería esperar para una sensibilidad similar a la existente cerca del limite de 
detección. Considerando Jos dos Jinútes antes mencionados es posible definir el intervalo lineal, 
o dinámico, para caracterizar a un procedimiento analítico. 

El conceplo del intervalo lineal (Massart et al., 1978) se ilustra en la figura 3.5. El 
intervalo lineal se expresa usualmente como el número de décadas entre los limites inferior y 
superior. 
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Capitulo J. RESULTADOS E.\"PF.Rl.\fE,\TAlliS. 

Figura 3.5. Definición del intervalo lineal. 

Para establecer el intervalo lineal del método desarrollado en este trabajo, se analizaron 
muestras de agua grado HPLC, fortificadas con cada uno de los cinco fenoles; empleando 
concentraciones que variaron entre 2 y 120 ¡tg/L. · 

Los resultados que describen la respuesta del detector en funkión de la concentración de 
cada fenol en la muestra de agua analizada se presentan en las tablas 3.14 a 3.28 y en las figuras 
3.6 a 3.10. 
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J.4 INTERYALO DE RESPUESTA UNEAL.DEL MÉTODO. 

Tabla 3.14. Variación de la respuesta del detector en función de la concentración de fenol en la 
muestra de agua fortificada .. Volumen de. muestra cargada: 20 mi. 

. 2.5 2289t 
5.0 40691 

· 12.4 100593 
24.8 193696 
49.5 375182 
61.9 517901 
84.3 592682 
99.0 805739 

111.0 908707 
124.0 1006351 

y• -3793.1 +8lSUx 
r•0.9995 

... •0.9990. 

1,000,000 

800,000 

600,000 

400,000 

200,000 

20 40 60 80 IOO "º 
COJICUTRACIÓJI ¡µ¡/L) 

Figura 3.6. Variación de la respuesta del detector en función de la concentración de fenol en la 
muestra de agua fortificada. Volumen de muestra cargada: 20 mi. 
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Capitulo J. RESULTADOS E.'(PliRIME.VTA/D. 

Tabla J,15. Variación de la respuesta del detector en función de la concentración de 4· 
nitrofenol en la muestra de agua fortificada. Volumen de muestra cargada: 20 mi. 

COHCMTRAClóN ÁJll!.A. · DIJ.A MlJIS11IA (CVBNTAS) 

AD&¡CUDT.u¡ 
l,!00.000 

,,..., ... 
2$8.000 

......... 

......... 
J,000,000 

(Ji&/L) 

2.3 63194 

4.6 126986 

2t.6 307288 

23.1 627603 

46.2 1216-142 

69.5 11162096 

92.6 2445510 

I0-1.0 2938159 

116.0 3082828 

· f • -'-067.1 + 2707',6 X 

r•0.9990 
r'•0.9980 

"' .. .. 
C01t'CUTJtAC1Ó• (µa/LI 

100 "º 

Figura 3.7. Variación de la respuesta del detector en función de la concentración de 4-
nitrofenol en la muestra de agua fortificada. Volumen de. muestra cargada· 20 mi. 
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J.41/ffERVAW DE RESl'UESTA U/VEA/, /JELAIETODO. 

Tabla 3.16. Variación. de la respuesta del detector en función de la concentración de 2,4-
dinitrofenol en la muestra de agua fortificada. Volumen de muestra cargada: 20 mi. 

l ".CONCENTRACIOll ÁREA 
DE U MUESTRA (CUEllTAS) 

'(MIL) 

2,4 61912 

4,7 121780 

11.9 326490 

23.7 645521 

47.5 1273422 

71.2 1945280 
95,0 2628187 

!07,0 2934358 

119.0 3137747 

, - ..J671.0 + 27034,9" 

hzAtCUUTA8J 
3,500,000 

3,000,000 ' 

1,MQ,000 

2,000,000 

......... 
1,00U,000 . 

r• 0.!199S 

r'- 0.9990 

40 60 80 IOO 

CONCDTRACIÓK (µe/ L) 

120 

Figura 3.8. Variación de la respuesta del detector en función de la concentración de 2,4-
dinitrofenol en la muestra de agua fortificada. Volumen de muestra cargada: 20 mi. 
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Capitulo 3. RESULTADOS EXPEMIE/\7ALES. 

Tabla 3,17. Variación de. la respuesta"del "cietcctbr en función de la concentración de 2-
clorofenol en la muestra deagua foitificada. Volumen de muéstra cargada: 20 mi. 

....... 

.... " .' 

·. - 2.4 .... 

• 4.7 

" ' 11.8 
23.6 

47.t 
', '70.9 

94.5 

106.0 

·.!.REA 
(CUENTAS) 

2tl24 
28946 

92643 

179384 

351755 

530647 
755082 

852319 

905299 

y - -5054.0 + 7868.2 ~ 
r•0."91 

"'1 6'1 8fl 100 

C08CDTJtACIÓ9 fµa/LI 

Figura 3.9. Variación de la respuesta del detector en función de la concentración de 2-
clorofenol en Ja muestra de agua fortificada. Volumen de muestra cargada· 20 mi 
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J.4 INTERViU.D DE RF.SPUESTA LJNfi,11. DELAlk/'ODO. 

Tabla 3.18. Variación de la respuesta del detector en función de la ·concentración. de 2-
nitrofenol en la muestra de agua fortificada. Volumen de muestra cargada: 20 mi. 

.. CONCENTRACIÓN ÁREA :·• i DE LA MUESTllA (CUl!llTAS) 

hu. tCUDTA.OJ 
1,400,000 

1.200,000 

1,000,000 

800,000 

600,000 

.j()(J,flOO 

(J!c/L) 

2.6 25002 

5.t 49947 

12.7 t36266 
25.5 252388 

50.9 50807t 

76.4 808534 

I02.0 !083243 

115.0 1226943 

t27.0 1285800 

y= -3836.2 + 16462.tlx 

r•0.9992 
r' - 0.99114 

40 60 80 IOO 

COlfC&JITRACJó• (JJ&/LJ 

uu 

Figura 3.10. Variación de la respuesta del detector en función de la concentración de 2-
nitrofenol en la muestra de agua fortificada Volumen de mue;tra cargada: 20 mi. 
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Capitulo J. RESULTADOS EXPERIMENTALF.S. 

Para los cinco fenoles ~~ludiados, la recta de regresión que describe Ja variación ·de la 
respuesta del detector. UV en función dé Ja concentración de cada soluto en Ja muestra de agua 
analizada tiene Ja forma: · .. · 

y=a+bx (3.9) 

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

Las rectas de regresión obtenidas para Jos cinco fcnoles se emplearon para estimar el 
límite de detección del procedimiento analítico para dichos solutos. Primero fue necesario 
establecer si se podía considerar que, estadísticamente, cada una de las rectas pasaba por el 
origen del sistema de coordenadas, o bien que el coeficiente a obtenido en cada ecuación era, 
estadísticamente. igual a cero. Para esta verificación se efectuó una prueba de hipótesis relativa 
a dicho coeficiente de regresión. 

Es importante remarcar que los valores de a y b obtenidos en las ecuaciones de ajuste son 
estimadores de Jos coeficientes de regresión a y fl de Ja recta de regresión real: 

y=a+fJx (3.10) 

Para contrastar Ja hipótesis nula: 

Ho: a=O 

respe<:to a Ja hipótesis alterna 

se empleó el estadístico de prueba (Miller y Fretind, 1965): 
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J.4 /!f11iRVAWDERESPUESTA UNEALDELMÉTODO. 

t=(a-a ~ 
s. s,. +{ni) 2 

(3.11) 

donde n es el número de puntos sobre la recta ·d~. regr~;ión, x es el valor promedio de los 
vaJores x, • y . ," 

(3.12) 

siendo 

(J.13) 

n . {" )' s,y =11'i.y,' 'i,y, 
t•I •I 

(J.14) 

(J.15) 

Empleando un nivel de"significancia a dado, se rechaza la hipótesis nula si t < -to12 o t > 
twi. donde to12 es el valo; dé Ja !de Student, p~ra ~n nivel de significancia a con n-2 grados de 
libertad. Los resultados obte_nidos ·en hi verificación °de la hipótesis nula para los cinco fenoles 
estudiados, empleaiido un°nivet'de significancia a= o.os, se presentan en la tabla J. 19. 

Los resultados de la tabla 3 .19 penniten comprobar que, para los cinco fenoles estudiados, 
el valor de1 coeficiente a de la recta de regresión es, estadísticamente, igual a cero. 
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Capitula J. RESULTADOS EXPERIMENTAi.ES. 

Tabla 3.19. Verificación de la hipótesis nula que establece que las rectas de regresión que 
describen la variación de la respuesta del detector en función de la concentración de cada fenol, 
pasan por el origen del sistema de coordenadas. Nivel de significancia ct = O.OS. 

SOLUTO t D lull(•·l gl) ¿Aceptar Ro? 

Fenal --0.584 ID 2.306 Si . 
4-Nitrofcnol --0.200 9 2.365 Si 
2,4-Dinitrofcnol 0.166 9 2.365 Si 

2..Clorofcnol --0.588 9 2.365 Si 

2-Nitrofcnol --0.325 9 2.365 Si 

Los limites del intervalo de confianza para los coeficientes e1 y h de las rectas de regresión 
se estimaron mediante la expresión 3.16. 

(3.16) 

Los intervalos de confanza p.;,.a los coeficientes a de las ecuaciones de regresión de los 
cinco fenoles estudiados! empleando un nivef de confianza a = O.OS, se presentan en la tabla 
3.20 . 

Tabla 3.20. Intervalo. de confianza de los coeficientes a de las rectas de regresión. 

SO LUTO INTERVALO DE CONFIANZA 
(Área. cuent.s) 

Fcnol -18036 <a< 10750 

4-Nitrofcnol • 79683 < a < 66965 

2,4-Dinitrofcnol -1855.J <a< 55896 

2.Clorofcnol -25144<a< 15129 

2-Nitrofcnol -31724 <a< 24052 

Posteriormente, se analizó la recuperación de los fenolcs en el intervalo de concentración· 
estudiado. La variación de la cantidad concentrada en función de la cantidad recuperada al final 
del análisis, se presenta en las tablas 3.21a3.25, asi como en las figuras 3.11a3.IS. 
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JA /NTERl'ALO DE RESPUESTA LINEAL DEL MÉTODO. 

Tabla 3.21. Variación de la cantidad de fenol recuperada en función de la cantidad de fenol 
concentrada. -

·. 

~1ti~Eii;;i¡ di'~~~~ l' 
50 48 

99 87 

248 211 

496 425 

984 798 

1240 1100 

1490 1280 

1980 17!0 

2230 19!0 

2480 2140 

1 

¡:•·2.67+0.8618>: j r• 0.9997 

r'•0.9993 

2,000 

..... 

... 
~ 1,000 l,!-00 :Z,000 :Z,500 

CAJITIDAD CARGADA fa¡) 

Figura 3.11. Variación de la cantidad de fenol recuperada en función de la cantidad de fenol 
concentrada. 
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Cap/tu/o J. 11.ESULT ADOS E.\7'EllIMENT,ILES. 

Tabla 3.22, Variación de la cantidad de 4-nitrofcnol recuperada en función dé la cantidad de 4-
nitrofenol concentrada. · 

·CANTIDAD CANTIDAD 
·~CARGADA. RECUP!.RADA , 

º(•Rl . (n&) 

46 46 

93 93 

232 228 

462 471 

924 871 

1390 1380 

1850 1740 

2080 2100 

2320 2330 

f • -6.459 + 0,9915 X 

r•0.9'90 
r' = 0.9979 

2,000 

• ...... 
1,000 

o<.<e~~~~~~~~~~~~~~~~-1 
O !IOO J,OOU 1,500 2,000 2,!4l!J 

CA!ITIDAD CARDADA (o¡l 

Figura 3.12. Variación de la cantidad de 4-nitrofenol recuperada en función de la cantidad de 
4-nitrofenol concentrada. 
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J.4 /NTl!l!VAW DE RESPUESTA UNEAL DEL MÉTODO.· 

Tabla 3.23. Variación de la cantidad de 2,4-dinitrofenol recuperada en funció~ de .la cantidad 
de 2,4-dinitrofenol concentrada. · · 

47 
95 

238 

474 
950 

1420 

1900 

2140 
2380 

)' • .. J.9lJ + J,0096 X 

r=0,9994 
r'•0.9988 

CMTH>AJ> RF.Ct.IPEHADA (ng) , .... 
2,000 

··~ 
1,000 

43 
86 

24t 
473 
946 

1440 

1990 

2150 

2350 

500 1,000 1,.500 2,0()0 2.~· 

CA.'«U>AO CARGADA (nRI 

Figura J.13. Variación de la cantidad de 2,4-dinitrofenol recuperada en función de la cantidad 
de 2,4-dinilrofenol concentrada. 
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Capitulo J .. RESULTADOS EXPliRIMF.m'ALES. 

Tabla 3.24. VBrlación de Ja cantidad de 2-clorofenol recuperada en función de la cantidad de 
2-clorofenól concentrada. . . ' . 

;{::::fSJ~{~, ;1j$l~~~~(· 
47 . • .. ·.. • 44 . 

. 94 . . 75· . 
·.·· .236 .. • 238 

470 466. 

942 895 

1420 1370 

1880 

2120 
.. 2360 2450 

1 

J,000 -

l,!00 

1,000 

o!A!:~~-'-~~~~~~~~~~~~~.J.J 

o J,000 J.~ 2,000 l,SOO 

Figura 3.14. Variación de la cantidad de 2-clorofenol recuperada en función de la cantidad de 
2-clorofenol concentrada 

100 



J.4 llmiRVALO DE RESPUESTA UN&ll. DE/, MÉTODO. 

Tabla 3.25. Variación de la cantidad de 2-nitrofenol recuperada en función de la cantidad de 2-
nitrofenol concentrada. ' 

·SI . 102 .. 
2S4 

SIO 
. 1020 

IS30 

2040 

2300 

2S40 

J' a l,016 +· 0.9904 X 

· r•0,!1988 

... 0.9976 

CAln'DJAD R&CUJ'l.RADA (nlJ 

2,500 . 

1,000 

..... 
1,000 

104 

2S7 

SOi 

966 
IS80 

2030 

23SO 

2430 

500 1,000 1,500 2,000 

CAJllTU>AD CARGADA jalJ 

Figura 3,15. Variación de la canlidad de 2-nilrofenol recuperada en función de la canlidad de 
2-nitrofenol concentrada. 
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Capitulo J. RESULTADOSEXPEIUME!.TALES. 

Los coeficientes de correlación, r, para las rectas de regresión obtenidas son altos, lo cual· 
indica que los puntos «•perimentales se ajustan bien a una linea recta. Sin· embargo,' los 
coeficientes h de cada e-Cuación son Jos que tienen una importancia relevante. 

Como se observa en las tablas 3.21 a 3.25, con excepción del caso del fenal, el valor del 
coeficiente b de las rectas de regresión obtenidas para los fenoles estudiados es" cercano a la 
unidad. Se puede establecer que si estadfsticamente b = 1, entonces la".cantidad "de soluto 
concentrado será igual a la cantidad de soluto recuperado al final del ·análisis, lo cual implicará 
que la recuperación de dicho soluto es del 100% en todo el interváló de.· concentración 
estudiado. · 

Para comprobar lo anterior se efectuó una prueba de hipótesis relativa al coeficiente h de 
la recta de regresión. 

La hipótesis nula a contrastar fue: 

Ho: P= 1 

contra la hipótesis alterna 

Ht:P>' 1 

Para efectuar la prueba de hipótesis se empleó (Miller y Freund, 1965) el estadistico de 
prueba presentado en la ecuación 3 .17. 

(3.17) 

Debido a que se desea comprobar la hipótesis nula de que la recuperación es del 100%, en 
contra de la hipótesis alterna de que la recuperaeión es diferente del 100%, fa hipótesis nula se 

rechaza si t < -tan o t > ta12, donde tan es el valor de la t de Student para un nivel de 
significancia ex con n-2 grados de libertad. 

Los resultados obtenidos en la verificación de la hipótesis nula se presentan en la tabla 
3.26. 
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J.4 /lffERl'..fLO DF. RESPUESTA UNTW. DF.L AllfrODO. 

Tabla 3.26. Verificación de Ja hipótesis nula que establece que Ja pe.ndieníe de las rectas de 
regresión, obtenidas .en las detemúnaciones de recuperación: a trav.és,, del .intervalo. de. 
concentración estudiado, es igual a l. Nivel de signilicancia a"' 0.05. 

.~LIJTO t n lan(n·I &I) · 'LAtcplar 11,,T 

Fenal -t7.560 JO 2.306 No 
4-Nitroícnol -0.498 9 2.365 Si 
2.4-Diniuofcnol 0.720 9 2.365 Si 
2-Clororcnol l.257 9 2.365 Si 
2-Nitrofcnol -0.515 9 2.365 Si 

Los resultados de Ja tabla 3 .26 muestran que cstadisticamente, con excepción del fenal, las 
rectas de regresión de lodos Jos fenoles estudiados tienen una pendiente igual a 1, Jo cual puede 
relacionarse con una recuperación del 100 % a Jo largo de todo el intervalo de concentración 
estudiado. 

Los limites del intervalo de confianza para Jos coeficientes b de las recias de regresión se 
estimaron (Miller y Freund, J 965) empleando Ja expresión 3.18, 

(3.18) 

El inlervalo de confianza para los coelicienles h de las rectas de regresión de Jos cinco 
fenoles estudiados, empleando un nivel de significanciá a= 0.05, se dan en Ja tabla 3.27. 

Tabla 3.27. Intervalo de confiánza de los coeficientes b de las rectas de regresión. 

SO LUTO INTERVALO DE CONFIANZA 

Fcnol 0.8440 < b < 0.8800 

4-Nitrofcnol 0.9494 < b < 1.0336 

2,4-Dinitrofenol 0.9781 <b< l.04tl 
2..Cloroícnol 0.9828<b< l.04tl 
2-Nitrofcnol 0.9463 < b < 1.0345 
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Capitulo J. RESULTADOS E.\'PERIME/ITALES. 

Adiéionalmente se verificó que la intersección de cada una de las rectas con el eje' de las 
ordenad.S füera estadlsticamente igual a cero. Esta verificación se efectuó empleando 
nuevamente el estadístico de prueba presentado en la ecuación 3.11. 

Los resultados obtenidos en la verificación de la hipótesis nula de que cada recta de 
regresión pasa por el origen, con un nivel de signifrcancia a: = 0.05, se presentan en la tabla 
3.28. 

Tabla 3.28. Verificación de la hipótesis nula que establece que las rectas de regresión pasan 
por el origen del sistema de coordenadas. Nivel de significancia ct = 0.05. 

SOLUTO 1 n tw:t(n-1 gl) . ¿Aceptar B.? 
Fcnot -O.t5t 10 2.306 Si 
4·Nllrofenol --0.008 9 2.447 Si 
2,4~Dinitrofenol 0.t06 9 2.365 Si 
2..CJorofenol --0.9t4 9 2.365 Si 
2·Nitrofenol 0.046 9 2.365 .Si ..•.. 

En función de los datos presentados en la tabla 3.28 es evidente que, estadísticamente, 
todas las rectas de regresión pasan por el origen del sistema de coordenadas. 

De acuerdo con los resultados presentados en esta sección se puede establecer que el 
intctva1o de concentración en el que la relación re.lpuesra del de1ector-co11ce111ració11 del 
analito sigue una relación lineal para los cinco fenoles estudiados abarca de 2 a 120 µgil.. En 
dicho intervalo de concentración la recuperación del 4-nitrofenol, el 2,4-dinitrofenol, el 2-
clorofenol y el 2-nitrofenol es estadisticamente igual al 100%. En el caso del fenol la 
recuperación varia entre un 84.4 y un 88.0 %. 

3.5 LÍMITE DE DETECCIÓN. 

En términos generales, se puede describir el limite de detección de un analito como aquella 
concentración que proporciona una señal , "y", signijicatil'amente diferente de la señal de una 
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J.J i.i.11/TE DE DETECCIÓN. -

muestra en "bla~co" o "señal de fondo" (Miller y Miller, 1988): A pesar de'que en la prá~tica 
existe muy poco acuerdo respecto a la interpretación de la frase "significativamente diferente" 
(Currie, 1968), en qui mica analitica suele definirse al limite. de deiección _como la cantidad o 
concentración de analito que proporciona una señal igual a la"señal. del blancó, >'e/más· 
tres veces las des\•iación estándar del blanco, se.·; ' : · · 

La significación de esta definición se present~'enl~ -figura 3 .• 16 ·' ,. 

y 
-ª· 

Ltni11e de 
--d1cl1k!n 

- p Q 59 

Límite de 
detección 

Figura 3.16. Definición del limite de decisión y el limite de detección. 

Considerando el diagrama_de Ja figura 3.16, supóngase que se estudian concentraciones a 
nivel de trazas d.e-un anali.to ~n-'una'muestra dada y se presentan dos problemas a considerar: 
por un lado, no se desea dar un infonne de la presencia de analito cuando éste se encuentre 
ausente de Ja muestr~ pero por. otra pane, tampoco se pretende informar que el analito está 
ausente cuando d.e hecho está presente. La posibilidad de que ocurra cada uno de estos errores 
debe minimizarse bajo una definición lógica del limite de detección. En la figura 3 .16, la curva 
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Cap/tu/a J. RESULTADOS EXPER/ME.\TAl.ES. 

A represen!• la distri.bución de valores medidos para una muestra blanco, la cual se ha asumido 
como una distribución nonnal . .Es posible establec;er un punto Y= P, hacia el borde superior de 
la distribuéión, y éonsiderár como improbable que Úna señal mayor a este punto sea debida al 
blanco. · · · · 

Sin embargo, si sé analiza una muestra cOn'_i.ina C0né'entr8é:ión de anaJito que proporciona 
una señal promedio y= P, la cual se asume sigue Únadistribución normal (curva B), entonces el 
50% de las señales observadas será menor que P por.lo que la probabilidad de concluir que la 
disolución con el analito no difiere de la disolución en blanco, cuando de hecho lo hace, es del 
50%. 

Lo anterior implica que el punto P, llamado CI ·límite de decisión, es insatisfactorio como 
un limite de detección ya que aunque descarta la présencia del analito cuando éste se encuentra 
ausente, puede indicar, con un alto nivel de probabilidad, que el analilo está ausente cuando de 
hecho está presente. 

Por otra parte, si se considera una muestra con una concentración y= Q, de manera que el 
punto Q se sitúe al doble de la distancia que existe entre YB y P, entonces la probabilidad de 
que cada uno de los dos errores antes mencionados ocurra, -indicada por Jas áreas sombreadas 
de la figura 3 .16, es mínima. Si (y¡¡ - Q) es igual a 3.28 veces la desviación estándar del blanco, 

s¡¡. entonces la probabilidad de que cada uno de los dos tipos de errores ocurra es sólo del 5%. 
Si la distancia (l'B - Q) es sólo 3S1J , la probabilidad de ocurrencia de cada error es 
aproximadamenle del 7 %. 

Para la estimación del limite de detección puede utilizarse la recta de regresión 
convencional para la calibración del método, no ponderada (Miller y Miller, 1988). Una 
suposición fundamental del método de mlnimos cuadrados sin ponderar es que cada punto en la 
curva de calibración, incluido el que representa al blanco, tiene una variación que sigue una 
distribución normal (sólo en la dirección de lasy's), con una desviación estándar·')'• estimada 
mediante la ecuación 3. 1 9. 

(3.19) 

La ecuación 3.19 utiliza los .residuos de y . y, ::-.Y,. donde los. valore~ y, son los puntos 
sobre la recta de regresión· calculada, correspondientes a los valores individuáles de x, es decir, 
los valores de y "ajustados". El valor de y, púa un valor dado de x se calcula a partir de la 
ecuación de regresión., 
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La desviación estándar S;•x puede utilizarse en lugar de .re para estimar. él límite de 
detección. Por supuesto, se puede realizar el experimento con el blanco _varias veces y obtener 
un valor independiente para sn, sin embargo, éste es un procedimiento que implica, tiempo, 
mientras que en Ja práctica el uso de sJ>'x ha mostrado ser bastante adecuado (Millér y MiUer, 
1988). El valor calculado de a, la ordenada al origen de Ja recta de regresión, puede. utiliiarse 
como una estimación de}'H. .·:. . ·:.,~···.: .J_;·._.:;,·:_:·:·· ~:_ .. '·:· -, _: 

Por otra pane, Ja Agencia de Protección Ambiental de los Es.lados Unidos.ha est8blecido 
(USEPA, 1984c) un procedimiento para la determinación del límite de detección de un método. 
Dicho procedimiento se establece en base a Ja desviación estáÍldar 'de las médiclones, .obtenida 
en la determinación de un analito, después de analizar al'menÓs siete muestras bajó las 
condiciones del proceso analitico de interés. '., . . ::: . : .... · · 

El límite de detección del método (LDM) se ~stima a partií de ia ecu-ación 3.20: 

WM = '•-1,1-•-•.,.(S) (3.20) 

donde l(n.J,l-a=<J.99) es el valorde la t de Student apropiado para un nivel de confianza del 99% 
y una desviación estándar, s, estimada con n-1 grados de libertad, siendo n el número de datos. 
La desviación estándar se estima a partir del análisis de muestras con el analito de interés, 
fortificadas a concentraciones que no excedan, preferentemente, 1 O veces el LDM esperado 
para el analito. 

Los límites de detección reponados, determinados en base a las consideraciones 
establecidas en la ecuación 3.20, así como las recuperaciones alcan7.adas cuando se aplican los 
métodos de análisis 604 (Hall, 1984; USEPA, 1984a) y 625 (Glaser, 1981; USEPA, 1984b) de 
la Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos, para la determinación en agua de 
los cinco fenoles considerados en este trabajo se presentan en la tabla 3.29. 

En este trabajo, el limite de detección del método desarrollado se estableció empleando la 
desviación estándar obtenida en el análisis de entre 8 y 9 muestras fortificadas con cada uno de 
los cinco fenoles a una concentración de aproximadamente 1 O µgil de cada soluto. Se empleó 
este nivel de concentración debido a que se esperaba alcanzar limites de detección del orden de 
1 µgil... Así mismo, se tomaron en cuenta tanto las rectas de regresión obtenidas en la 
determinación del intervalo lineal del método como las consideraciones establecidas por la EPA 
(ecuación 3.20). 
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Tabla 3.29. Límites de. detección (LDM) y porcientos de recuperación (% R) reportados para 
el análisis en agua de cinco compuestos íenólicos, aplicando los métodos 604 (Hall, 1984; 
USEPA, 1984a); y625 (Glaser, 1981; USEPA, 1984b) de la EPA. 

,'.:·.~: ··~·'/<~');~;~:·; .. ~:.> Mtrooo 60-IP~ ' MÉTOD06~J: 

CG-FID CG-CE-BPFB CG-EM 

SOLUTO LDM LDM LDM 
l'«IL·· %R fl«/I. %R llWL 

%R 

Fenol 1.4 41 2.2 34 J.~ 28 

4-Nilrofenol JO.O 44 0,7 37 2.4 52 

2,4-Dinilrofcnol 7.0 87 ~J '" 42.0 94 

2-Clorofcnol 2.0 81 0.6 58 J.J 

2·Nitrofcnol 2.~ 80 0.8 58 J,6 

' 11 El Milisit di;: fenDlc:ij por d ~ 604 inwlucn la cxlnla:ión llquido-Uquido de ~OI a p.ut.ir de Ja muestra. la coomltración del eldrUto 
oLcalidoy la ddcnninación de loaaolutoit porcnuu.IOflÚl• de psca (CO) con dckc:cic'in por ionir.a.ción de ll&nU (FID). J:I eX'!racto croccntndo 
Je p:xde .WU... de una~ mb ~ifica ácaU.000 la deri\'llir.a.ción de W. oomplleslOll fmólieo1 con bromuru de rartafluorobrnu1ílo 
(tlPfD). ~de una opcni:i6n de l&rnpiu.a rin UM c:olurma de 111!cagel ~iwda y dctaminación final de lm deri\·ados fmMia. rot CG 
oce ddcdorde c:apnn de ekctnmcs (CE}. 

CD El ml:todode aoi.Jiail 62S (~ relatin a loa~e~le. con kido)dc la EPA, involum. la e~ón llqyido-1/quido de la. 
r-b ~ 121larruatn.EJextraaoa~11eanaliu por CO rori ddecQónpor~adcmuu (EM) 
m El 2,,4-DiJülrofcnol m te dcu:nnina por CG-Cf',.flPf1J 

La desviación estándar obtenida, tanto en unidades de concentración como en cuentas de 
área, en el análisis de las muestras antes mencionadas se presenla en la tabla 3 .30. 

Tabla 3.30. Desviación estándar obtenida en el análisis de muestras fortificadas con fenoles. 
Concentración de la muestra: 10 µg/L. Volumen de muestra concentrado: 20 mi. 

.· s . ,,,,. ... · ... •,-,._:, 

SO LUTO n• . Área 
. Concentnclón ,- cv::~ 

(cucntu) (µgfL) . 

Fenol 1191 O.t5 1.09· 

4·Nitrofcnol 12064 0.68 3.24 . 

2.4·Dinilrofcnol 14653 0.54 3.83 

2...Ctorofcnol 16014 0,37 3.82 

2·Nitmícnol 6160 0,58 3.96 
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J.5 LIMITE DE DETECCIÓN. 

En el caso en que se emplearon los datos de las rectas de regresión, obtenidas en el ·estudio 
del intervalo lineal del método, para establecer el limite-de detección; éste se definió mediant'e Ja 
ecuación 3 .2 J. · · · · 

(3.21) 

El valor de Se par~ cada fenol fue el valor des presentado en Ja tabla 3 .JO, en tanto que .YR 
se consideró igual al valor de Ja ordenada al origen (coeficiente a) obtenida de las rei:tas de 
regresión antes mencionadas. Sin embargo, es importante tener en cuenta que, cómo se discutió 
en la sección 3:4' (tabla 3.19), el coeficiente a de las cinco rectas de :regresión es 
estadísticamente igual a cero. Por esta razón, para las estimaciones de los limites de detección 
de Jos cinco fenoles estudiados mediante la ecuación 3.21 se considero 'a)'e _igua(a fero .. _ 

Los límites dé detección para Jos cinco fenoles estudiados, estimados a partir de l.;. rectas 
de regresión y de Ja ecuación 3.21 se presentan en Ja tabla 3.31. ·· - -

Tabla 3,31. Límites de detección para Jos cinco fenoles estudiados, estimados a partir de Ja 
ecuación 3.21 y de las rectas de regresión obt.enidas en el establecimiento del intervalo lineal del 
método. · 

2.Clorófcnol, 

2-Nilrofenot ·: 

Los limites de detección estim~dos en base a las consideraciones establecidas por la EPA 
(ecuación 3.20) se presentan en la tabla 3.32. 
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Tabla .3.3.2, .Límites' de detección pára los cinco fenoles ·~studiad~~. estimados a partir de las 
consideraciones establecidas por la EPA (ecuaí:ión 3.20). · · • 

.. SOLvTO. . " LDM iii&!L> > . 
Fcnol 0.4 

4-Nilrofcnol 0.9 

2A·Dinitrofcna1 '1.5 

2..Clornfcnol 1.1 

Z·Nitrofcnol t.7 

Como se observa en los datos presentados en las tablas 3.31 y 3.32, los límites de detección del 
método para los cinco fenoles .estudiados son apropiados para detectar las concentraciones 
máximas pennisibles establecidas en los criterios ecológicos de calidad del agua en Mé>dco 
(tabla 3.3), lo que permite establecer que el método desarrollado en este trabajo es apropiado 
para el monitoreo y detección de los cinco fenoles considerados a los niveles de concentración 
mencionados. 

Por otra parte, es importante mencionar qúe a pesar de que en el método desarrollado en 
este trabajo únicamente se analizan cinco fcnoles, los límites de detección alcanzados para éstos 
(tablas 3.31 y 3.32) son más bajos que los obtenidos al aplicar el método de análisis 625 de la 
EPA, o el análisis por CG-FID del método 604 de la misma agencia (tabla 3.29). Con respecto 
al análisis por CG-CE-BPFB, del método 604, se observa (tabla 3.29) que éste alcanza limites 
de detección más bajos para el 4-nitrofenol, el 2-clorofenol y el 2-nitrofenol, sin embrago, tiene 
la desventaja de que no pennite efectuar el análisis del 2,4-dinitrofenol. 

Adicionalmente, las recuperaciones obtenidas por el método desarrollado en este trabajo 
para los cinco fenoles estudiados (labias 3.13, 3.26 y J.27), son evidentemente mayores que las 
obtenidas por los métodos 604 o 625 de la EPA (tabla 3.29). 

3.6 ANÁLISIS DE MUESTRAS DE AGUA DE MANANTIAL Y DE. 
RÍO. 

- ' . . 
Una vez evaluado el método analítico desarrollado, éste se.aplicó .al análisis.de fenoles en 

muestras de. agua de manan.tia! y de rio. Es impoÍtante remarcar que el 'análisis mencionado 
únicamente se. efectuó. con. el fin de. mostrar, . de' manera. preliminar, la . po'sible. aplicación 
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potencial del método. Por esta razón no se efectuó un estudio más detallado de Ja aplicación de 
dicho método para el análisis de diversos tipos de aguas, por ejemplo, de manantial o de rio, 
subterráneas, superficiales, de pozos, etc. 

Asf, los resultados presentados en esta sección incluyen únicamente los datos obtenidos al 
analizar una muestra de agua de manantial (superficial), recolectada en las montaílas que rodean 
a Ja población de la Marquesa, Estado de México, y que se emplea como fuente de 
abastecimiento de agua potable. Adicionalmente se presenta la aplicación del método al análisis 
de una muestra de agua de rio (superficial) generada a partir del manantial antes mencionado, y 
recolectada aproximadamente cinco kilómetros río abajo a partir del nacimiento de éste. A 
pesar de que tanto el manantial como el sitio en el cual se recolectó la muestra de agua de rio se 
encuentran en una zona montaílosa, alejada de centros industriales, no es posible descartar de 
manera absoluta fa contaminación de estas aguas, debido a Ja 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 sólidos en suspensión, fue necesario efectuar un proceso de filtración antes de 
su preconcentración y análisis. 

Con la finalidad de establecer si el filtro de membrana de nylon empleado en la etapa de 
filtración era capaz de retener parte de Jos fenoles, se realizaron algunos estudios con muesfras 
de agua pura fortificadas con concentraciones conocidas de los solutos de interés.• Después de 
filtrar estas muestras y someterlas al procedimiento de concentración y separación .en llnéa;:·de 
acuerdo con el método desarrollado (sección 2.4), se evaluó. Ja recuperación alcanzada para Jos 
cinco fenolcs estudiados. · · · · · 

Los resultados obtenidos en el análisis de dos";nuestras;de ~giia -~~ado .HPLC, fortificadas 
con cada fenol, a una concentración de JO µgfL, ·se pres·e~tan-~n lat.abla 3.33. · · · · 

Tabla 3.33. Recuperación' obtenida ·para lcís i:incb fe'nole's estudiados después de filtrar la 
muestra, empicando una membrana de nylon, y someterla al procedimiento de concentración y 
análisis en linea según el pro~edimiento analitico desarrollado en este trabajo . . 

SO LUTO RECUPERACION 'cv . . ... . ·'1%1········· 

Fenal 88.72 2.84 

4-Nil rofonol 98.88 2.52 

2 4·Dinitrofünol 96.99 3.24 

2°Ctorofcnol 99.41 1.36 

2-Nitroíenol 100.29 2.11 
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Los resultados de la tabla 3.33 indican que las membranas de nylon no retienen á los 
fenoles. A pesar de que el análisis de sólo dos muestras puede no ser suficiente, desde el punto' 
de vista estadlstico, para aseverar que los fenoles no son retenidos por las membranas de nylon, 
se decidió aceptar dicha aseveración en virtud de que .otro·s aútores (Galceran y, Santos, t 989) 
también la han corroborado. ·· · · :.. . · · · · · 

En' función de lo anterior se estableció que las membranas ',de N~lo~ .de' 0.45 · µm eran 
apropiadas para efectuar un proceso previo de filtración; ~l cual permite eliminar, las particulas 
sólidas en las muestras de agua potable, de manantial o de rlo que se'desea analizar. 

En 1.a flgura 3.17 se presentan los cromatograin~ obte~id~~ alariaÍizar, 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 primera etapa de deserción 
(figura 3.17A) únicamente aparecen señales a tiempos de retención por debajo de los 9 
minutos, lo cual sugirió que el imico soluto con posibilidad de encontrarse presente en la 
muestra era el fenol. 

En la figura 3.17B se presenta el cromatograma obtenido en la segunda etapa de 
desorción. En. éste se observa la presencia de dos señales anchas a tiempos de retención de 7.2 
y 12.9 minutos, sin embargo éstas no corresponden a ninguno de los cinco solutos analizados. 

En la figiira 3.18 se presentan los cromatogramas obtenidos después de las dos etapas de 
desorcióÍl, al analizar una muestra de agua de manantial fortificada con una concentración de 
10 µg!L de cada uno de los cinco fenoles estudiados. En la figura J.18A se observa que además 
de las señales correspondientes a los cinco fenoles aparecen dos señales adicionales en un 
intervalo de tiempos de retención comprendido entre 7.5 y 8.5 minutos. 

En la figura J.19Ay 3.19B se muestran los cromatogramas ampliados obtenidos después 
de la primera etapa de desorción para la muestra de manantial y la muestra de manatial 
fortificada ·con los cinco fcnoles, respectivamente. 

Es importante remarcar que e} solo valor del tiempo de retención no es un criterio 
suficiente para identificar con una certeza absoluta al compuesto químico que genera una señal 
cromatográfica. Sin embargo, teniendo en cuenta la selectividad alcanzada durante las etapas de 
preconcentración del método analirico desarrollado, y por comparación de los cromatogramas 
de las figuras 3.19A y 3.19B, se consideró que la señal con un tiempo de retención de 6.489 
minutos en el cromatograma de la figura 3.19A (muestra de manantial no fortificada) 
correspondia al fenol. Teniendo en cuenta esta consideración se procedió a calcular la 
concentración de este soluto en la muestra de agua de manantial. 

En función del área obtenida para el pico cromatográfico con un t, de 6.486 minutos, 
tomando en consideración el volumen original de la muestra analizada, y haciendo uso de la 
ecuación obtenida en la determinación del intervalo lineal para el fenol (tabla J.14) se determinó 
que la concentración de este soluto en la muestra estudiada fue de 6,3 ¡tg/L. 

Para determinar el error de la concentración calculada se hizo uso de la ecuación 3.22. 
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Figura 3.17. Cromatogramas obtenidos en el análisis de u~a muest~a .de 20 mi de agua de 
manantial, empleada para consumo humano, aplicando el método desarrollado en este trabajo. 
A). Primera etapa de desorción. B). Segunda etapa de desorcióri: Para· condiciones 
experimentales ver sección 2.4. 
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Figura 3.18. Cromatogramas obtenidos en el análisis de una muestra de 20 mJ de agua de 
manantial, fonificada con una concentración de 1 O µg/L de cada uno de los siguientes fenoles: 
l. Fenol, 2. 4-Nitrofenol, 3. 2,./-Di11ilrofe110/, 4. 2-Cforofenof y 5. 2-Nilrofenol. El análisis se 
efectuó de acuerdo con el método desarrollado en este trabajo. A). Primera etapa de deserción. 
B). Segunda etapa de deserción. Para condiciones experimentales ver sección 2.4. 
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. 
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Figura 3.19. Ampliación de cromatogralllas obtenidosen' el análisis, de 20 inl de una muestra 
de agua A) de manantial B) de manantial, fortificada éón. u~a cÓnéent1111:ión de 1 O µ8JL de cada 
uno de los siguientes fenoles: 1. ·Fenal, 2 . ./-Nirrofe1iol, 3 .. 2 • .f~DitÍilrofeiiol, 4 .. 2-Clorofenol y 
S. 2-Nitrofenol. Únicamente se presenta la pÍimera parte de. los cromatograníáS obÍenidosen la 
primera etapa de desorción. , ·· - -
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. 1 (y.-y)' 
1+-+-"-"--'---

11 b'i:(r,-x)' 
l•I 

(3.22) sro =(8~') 

donde y0 es el valor del área obtenida para el pico cromatográfico, ro es el valor de la 

concentración y s,. es la desviación estándar de r0 • En función del valor obtenido de .1-,. para la 
concentración detenninada, los límites del intervalo de confianza a un nivel de significancia de 
95% son 6.3 ± 3.5 µg(L. Sin embargo, es importante tener en cuenta que el fenol sólo se 
recupera en un 85.4 % (tabla 3.11), de donde se establece que los 6.3 µg(L detectados 
representan en realidad una concentración de 7.4 µg(L. 

El manantial de donde se tomó la muestra de agua anali7.ada se emplea como fuente de 
abastecimiento para consumo humano. 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 así como para la protección de la vida acuática tanlo en agua dulce como en agua 
marina, sin embargo sobrepasa los niveles de concentración 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 desorción, al analizar una muestra de agua de río fortificada con una 
concentración de 10 µg(L de cada uno de los cinco fenoles estudiados. Como se observa, 
debido al gran pico inteñerente de la muestra de agua de río, la sensibilidad del método 
diminuyc, dificultando al mismo tiempo la cuantificación de los solutos analizados. 
Desafortunadamente, como ya se ha mencionado, no es posible efectuar la desorción de los 
fcnoles de la precolumna aniónica empleando un gradiente de clución que permita aumentar su 
tiempo de retención de tal manera que eluyan mucho después del pico inteñerente. 

Sin embargo, este problema podria ser resuelto, en parte, empleando un sistema de 
detección más selectivo, como un detector clectroquimico. Golkiewicz et al., (1983) han 
reportado que el uso de un detector clectroquimico en el análisis por HPLC de compuestos 
aromáticos apelares, en agua de río, permite disminuir de manera apreciable el gran pico 
inteñerente (similar al mostrado en el cromatograma de la figura 3.20) registrado cuando se 
emplea detección UV. Los detectores elcctroqujmicos tienen la ventaja adicional de ser más 
sensibles hacia los fenoles que los detectores UV. En sus estudios con aguas de río, Baldwin y 
Deboswski (1988) han reportado que empleando un detector amperométrico de pulsos, con un 
electrodo de carbón vitrco y un potencial de trabajo de 1.20 volts, es posible alcanzar límites de 
detección, para los cinco compuestos fenólícos estudiados en este trabajo, 40 (2-nitrofenol), 
100 (4-nitrofenol), 120 (fenol), 160 (2-clorofenol) y 200 (2,4-dinitrofenol) veces más bajos que 
los limites de detección que son posibles de alcanzar empicando un detector UV, a una longitud 
de onda de 254 nm. 
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Figura 3.20. Cromatogramas obtenidos en el análisis de una muestra de 20 ml de agua de rio, 
fortificada con una concentración de 1 O µg/L de cada uno de los siguientes fenoles: 1. Fenal, 2 . 
.f-Nitrofenol, 3. 2,.f-Dinitrofenol, 4. 2-Dlorofenol y 5. 2-Nitrofenol. El análisis se efectuó de 
acuerdo con el método desarrollado en este trabajo. A). Primera etapa de desorción. B). 
Segunda etapa de desorción. Para condiciones experimentales ver sección 2.4. 
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En las etapa5 finales del presente trabajo se efectuaron algunos experimentos adicionales 
empleando un sistema de detección electroqulmico, observándose que tanto la selectividad 
como la sensibilidad del método se incrementaron. Adicionalmente, con dicho sistema de 
detección es posible efectuar la deserción de los fenoles concentrados en la precolumna 
aniónica empleando un gradiente de elución, sin que aparentemente existan interferencias 
importantes tales como las observadas cuando se usa el detector UV. 

A pesar de que no se efectuó un estudio más extenso con el detector electroquímico, lo 
antes mencionado parece indicar que el empleo de dicho sistema de detección puede mejorar la 
sensibilidad y selectividad del método desarrollado en este trabajo para el análisis de fcnoles en 
muestras de agua de río. 

Es importante mencionar por otra parte que los detectores con arreglo de diodos han 
propiciado avances considerables en el análisis por HPLC de compuestos fenólicos (Busto et 
al., 1991; Banolomé 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 identificación. La 
sensibilidad en la detección de los solutos también se incrementa debido a que cada pico puede 
ser detectado a la longitud de onda de su máximo de absorbancia, pudiéndose registrar por otra 
parte la relación entre las absorbancias de un soluto a diferentes longitudes de onda. 
Adicionalmente existe la posibilidad de verificar la pureza de pico. 

Los comentarios anteriores ponen de manifiesto que el acoplamiento del sistema de 
preconcentración en línea y análisis por HPLC con un sistema dual de detección, 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 identificación de 
solutos, del método de análisis desarrollado en este trabajo. 
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• El método analltico descrito en este trabajo se propone como una técnica 
alternativa para el monitoreo y análisis de cinco compuestos fenólicos en 
muestras de agua potable, de manantial o de río. Los cinco compuestos 
fenólicos están sujetos a regulación por la legislación ecológica mexicana para 
la prevención de la contaminación del agua, e incluyen al fenol, al 4-nitrofenol, 
al 2,4-dinitrofenol, al 2-clorofenol y al 2-nitrofenol. 

• Los compuestos mencionados se pueden determinar selectivamente por 
cromatografia de líquidos (HPLC) en lilse reversa, empleando detección UV y 
enriquecimiento de traza.• en linea. La combinación de una precolumna 
relativamente larga, empacada con un copolimero estireno-divinilbenceno de 
baja selectividad y una precolumna pequeña empacada con un material 
selectivo, tal como un intercambiador de aniones, parece ser una estrategia 
apropiada para minimizar la presencia de diversas compuestos inteñerentes de 
naturaleza orgánica e inorgánica. 

• El sistema de preconcentración en fase sólida, conectado en línea con el sistema 
cromatográfico de análisis (HPLC) reduce considerablemente el riesgo de 
contaminación de las muestras estudiadas debido a que la manipulación externa 
de éstas es minima. Asl mismo, en comparación con métodos oficiales para el 
análisis de fenoles en agua, como los métodos 604 y 625 de la Agencia de 
Protección Ambiental de los Estados Unidos (EPA), el sistema antes 
mencionado ayuda a disminuir significativamente el tiempo de análisis de las 
muestras, además de que no requiere del uso de grandes cantidades de 
disolventes orgánicos, asl como de otros reactivos tóxicos y costosos. 

• De esta manera, el método de preconcentración y limpieza de la muestra 
desarrollado proporciona una alternativa para la extracción de contaminantes 
fenólicos en agua. El dispositivo de preconcentración tiene las ventajas 
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adicionales de ser simple de construir, compacto, de costo relativamente bajo, 
asl como ff¡ciJ de regenerar y mantener. 

• Para Jos cinco fenoles estudiados Ja respuesta obtenida varia linealmente con Ja 
concentración en el intervalo comprendido entre 2 y J 20 µg(L. Además, la 
recuperación de todos Jos analitos, exceptuando al fenol, es del 100 % en el 
inteivalo de concentración mencionado. Para el caso del fenol la recuperación 
es del 85 %. 

• A pesar de que en el método desarrollado en este trabajo únicamente se 
analizan cinco fenoles, Jos límites de detección alcanzados para éstos son más 
bajos que los obtenidos al aplicar el método de análisis 625 de Ja EPA o el 
análisis por cromatografla de gases con detección por ionización de llama (CG
FID) del método 604 de Ja misma Agencia. El análisis por cromatografia de 
gases, con detección por captura de electrones de los derivados 
pentafluorobenzoílicos de Jos fenoles (CG-CE-BPFB), del método 604 de la 
EPA, permite alcanzar límites de detección más bajos para el 4-nitrofenol, el 2-
clorofenol y el 2-nitrofenol. Sin embargo, mediante Ja técnica CG-CE-BPFB el 
límite de detección para el fenol es más alto que el obtenido por el método 
desarrollado en este trabajo, además de que el 2,4-dinitrofenol no puede ser 
determinado por dicha técnica. Por otra parte, las recuperaciones obtenidas en 
este trabajo para Jos cinco fenoles estudiados son mayores que las obtenidas por 
Jos métodos 604 o 625 de la EPA. 

• El limite de detección que el metodo analítico desarrollado permite alcanzar 
para cada uno de los fenoles estudiados hace factible que dicho método sea 
apropiado para la determinación de estos solutos, a los niveles de concentración 
establecidos en la legislación ecológica mexicana relativa a Ja prevención de la 
contaminación del agua. 

• En función de Jos resultados obtenidos es evidente que si no se dispone de un 
detector más selectivo y sensible, el detector UV puede ser empleado para el 
análisis de fenoles en muestras de agua relativamente poco contaminadas, por el 
método desarrollado en este trabajo. Sin embargo, el acoplamiento del sistema 
de preconcentración en linea y análisis por HPLC con un sistema dual de 
detección, constituido por un detector con arreglo de diodos conectado en serie 
con un detector electroquímico, puede incrementar de manera importante la 
sensibilidad, selectividad y capacidad de identificación de solutos del método de 
análisis desarrollado en este trabajo. 
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