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RESUMEN

En este trabajo se ha desarrollado un método analitico por cromatogratia de
liquidos para la determinacion de cloro y nitrofenoles al nivel de trazas (ppb) en agua,
empleando un gradiente de elucian de fase reversa y un detector UV con arreglo de diodos.
L.a metodologia desarrollada para el andlisis de estos solutos proporciona resultados
confiables en un ticmpo de andlisis corto.

Los compuestos utitizados en el desarrollo de esta metodologla son seis de
los fenoles considerados contaminantes prioritarios por la Agencia de Proteccion Ambiental
de los Estados Unidos (US EPA). Estos contaminantes son: 4,6-dinitro-2-metilfencl, 2,4~
dimetilfenol, 4-cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofencl, 2,4,6-triclorofenol y pentaclorofenol.

Los compuestos fendlicos son introducidos en el medio ambiente a través de
diversos procesos quimicos industriales. Pueden estar presentes en el agua y por ello se
consideran como contaminantes cotidianos de este recurso natural, algunos de estos
compuestos son altamente toxicos y pueden afectar la salud tanta del hombre como la de los
diversos organismos de la vida acudtica incluso a niveles de concentracidu bajos (ug/l).

El andlisis de estos contaminantes traza en agua, se realiza empleando un
método en linea basado en la técnica de Extraccién en Fase Solida (EFS) con dos
precolumnas en serie, una estd empacada con un material polimérico PRP y la otra contiene
un intercambiador de anjones, acopladas a una columna analitica C-18 de alta eficiencia.
Este tratamiento preliminar de la muestra es necesario debido a su complejidad, es decir
puede contener otras sustancias de naturaleza orgénica ¢ inorgdnica que interfieren en la
determinacion de los solutos de interés, asl como a las bajas concentraciones de estos
analitos.

Se diseiid un sistema bidimensional de precolumnas acoplado con la
cromatografia de liquidos con el fin de efectuar la preconcentracion, purificacion y
aislamiento de los solutos en matrices acuosas ambientales.

Se presentan los resultados de exactitud y precision obtenidos al realizar la
evaluacion de este método empleando muestras de agua dopadas con los solutos. Se
lograron recuperaciones mayores de 90% para los siguientes fenoles: 4,6-dinitro-2-
metilfenol, 4-cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofencl; una recuperacion de
~ 80% para el pentaclorofencl y una recuperacion baja (~ 52%) para ¢l 2,4-dimetitfenol.
Ademds, se obtuvé una precision (CV < 5%) aceptable para todos los solutos a estos niveles
de concentracian y los limites de deteccion alcanzados oscilan en un intervalo de 0.6 a 1.1

g/l

El método desarrollado es simple, ripido, preciso y puede ser adoptado para
¢l monitoreo de fenoles hidrofobicos en agua al nivel de trazas. Ademas se nunimiza e
riesgo de pérdida y contaminacion de la muesira,
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SUMMARY

A liquid chromatographic method was established for the determination of
chioro-and nitrophenols at ppb levels in water using reversed-phase gradient elution and UV
detection with a diode array detector. The methodology developed for the analysis of these
solutes provides reliable results in a short time.

The compounds used in this work are six of the phenols on the U. S.
Environmental Priority Pollutant list: 2-methyl-4,6-dinitrophenol, 2,4-dimethylphenol, 4-
chloro-3-methyliphenol, 2,4-dichlorophenol, 2,4,6-trichlorophenol and pentachlorophenol.

The phenolic compounds are mainly introduced in the environment as
products of many industrial processes. These analytes are conumon water pollutants, and
some of them have been found to be highly toxic to man, fish and other aquatic life cven at
low concentrations (ugh).

Because of the interference from other organic and inorganic compounds and
the low concentration levels of the phenols, their analysis in water utilizes on-line Solid
Phase Extraction (SPE) with two precolumns in series, one packed with the polymer-based
PRP and the other with an anion exchange suppoit, coupled to a high efficiency C-18
analytical column,

A two-step solid phase extraction for sample preparation coupled to liquid
chromatographic was developed to preconcentrate, clean-up and isolate the solutes from the
aqueous environmental samples.

The recovery and repeatability of this methodology are presented. Recoveries
>90% for the following phenols: 2-methyl-4,6-dinitrophenol, 4-chloro-3-methylphenof, 2,4-
dichlorophenol and 2,4,6-trichlorophenol, recovery ~ 80% for pentachlorophenol and about
52% for 2,4-dimethylphenol were obtained with spiked water samples. Besides, RSD < 5%
and limits of detection ranging from 0.6 to 1.1 pg/l were obtained.

The procedure is simple, rapid, accurate and may be adopted for the
monitoring of hydrophobic phenols at low concentrations levels in water. The method
established minimizes losses of the solutes during sample pretreatment and avoids cross
contamination.



OBJETIVO GENERAL,

Desarrollar una metodologia alternativa a los métodos tradicionales de extraccion
liquido-liquido que permita extraer, purificar y determinar cloro y nitrofenolez a niveles de
concentracion de orden de ppb en agua. El método propucsto estd basado en un sistema
bidimensional de precolumnas para extraccion en fase salida (EFS), acopladas en linea con
la cromatografia de liquidos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS,

Establecer las condiciones experimentales optimas para realizar el pretratamiento
de 1a muestra con el propésito de obtener altos porcentajes de recobro para los solutos
analizados en Jas diversas matrices acuosas y por consiguiente lograr una precision y
exactitud aceptables para estos niveles de concentracion.

Seleccionar fas condiciones experimentales mas adecuadas que permitan realizar
una buena scparacion y deteccion de los analitos para poder obtener una separacion
reproducible asi como el mejoramiento de la sensibilidad del método propuesto.
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ANTECEDENTES,

En la actualidad, tanto la tecnologia como la explosion demogratica mundial
son responsables del fenémeno de contaminacion ya que han alterado el equilibrio entre las
necesidades del hombre y la capacidad de la tierra para satisfacerlas. Este fendmeno ha
originado ¢l deterioro del medio ambicnte debido a la presencia de una gran diversidad de
materiales que por su naturaleza nociva causan un desequilibrio ecoldgico al contaminar
tanto ¢! aire, como el suelo y el agua. Estos materiales son principalmente residuos
industriales, domésticos, agricolas, de transportes y de centrales nucleares. Asi, las fuentes
de contaminacion del agua provienen de residuos industriales y urbanos, vertidos a los rios y
océanos sin ¢l debido tratamiento de depuracion.

Este problema de contaminacién que afecta a nuestro medio ambiente ha
derivado en ¢l interés que se tiene en diversos laboratorios de investigacion por desarrollar
técnicas analiticas sensibles y eficientes que perimitan monitorear y determinar contaminantes
traza cn diversas matrices, los cuales generalmente estdn presentes a niveles de
concentracion que varan entre pg/! (ppb) y ng/l (ppt). La labor basica en el monitoreo de
microcontaminantes organicos en muestras acuosas consiste en detectar los contaminantes
sospechosos en la matriz, elucidar su identidad y medir su concentracion. Para ello, ¢s
necesario elaborar técnicas ecficientes de preparacion de la muestra aunadas a métodos
cromatogréficos precisos y sensibles,

La materia organica disuelta en el agua esta constituida de numerosos
compuestos, que varian en amplios intervalos de volatilidad, solubilidad y polaridad. Estos
compuestos son de origen natural y sintético y generalmente su concentracion en el agua
varia desde niveles de g/l hasta mg/l. En nuestro pafs el analisis de la materia organica, y en
general el control de la calidad del agua, se ha visto limitado en muchas ocasiones a la
medida del contenido total de carbono orgénico (COT). Sin embargo, un andlisis més fino
requiere de métodos analiticos mds poderosos y complejos como son las técnicas
cromatograficas de alta resolucion.

El anélisis de compuestos traza, por su parte, comprende obligatoriamente
una etapa de extraccion y enriquecimiento, con el fin de aislar los compuestos de la matriz y
concentrarlos para su determinacion. En razon de la complejidad y de la diversidad de la
materia orgdnica presente en las aguas naturales, los procesos de extraccion y de anlisis son
raramente simples.

En el presente trabajo, el proceso de extraccion selectiva de los compuestos
fendlicos de la matriz acuosa se efectia en dos etapas mediante extraccion en fase solida
(EFS). La scparacion de los analitos concentrados se realiza por cromatografia de liquidos
en fase reversa. Los métodos en linea para preconcentracion, limpieza y anlisis de muestras
de agua por cromatografia de liquidos son, actualmente, una de las herramientas mds
poderosas para determinar contaminantes traza en esta matriz. El pretratamiento de la
muestra, basado generalmente en sistemas multidimensionales de EFS, presenta
considerables ventajas respecto a los métodos tradicionales de extraccién Hquido-liquido
(ELL).



La originalidad del método denominado en linea, reside en ¢l acoplamiento directo
eatre las etapas de preconcentracion y de anlisis Jo cual disminuye en gran proporcion los
riesgos de pérdida y contaminacion de Ja muestra ya que las operaciones de manipulacion
externa de la muestra son minimas. En este método la totalidad de la materia orgdnica
preconcentrada es analizada.



CAPITULO L,
PARTE TEORICA.

1.1, APLICACION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS EN LA
INDUSTRIA QUIMICA.

Los compuestos fendlicos de origen sintético son generados como
subproductos en diversos procesos quimicos industriales que incluyen la industria del
petréleo’, Ia industria de I puipa y el papel ?, fa produccion de coque en la industria del
acero y en la licuefaccion del gas de hutla *. También se emplean como materias primas o
intenmediarios para la manufactura de varios productos sintéticos ** tales como
medicamentos, colorantes, antioxidantes, plésticos, resinas, fungicidas, pesticidas y dcido
plerico.

El miembro mas sencillo, el fenal es una sustancia cristalizada incolora cuyo
olor es caracteristico, es 10xico. Sus aplicaciones, muy variadas, hacen del fenol una materia
prima esencial de la industria quimica orgnica: en terapedtica sirve para preparar
medicamentos, en particular derivados del &cido salicilico, de los cuales algunos se emplean
en perfumeria. La industria de los explosivos lo utiliza para fabricar acido picrico. Las
industrias de materias plasticas (fenoplastos) y de textiles artificiales (nylon y perlon) lo
emplean también como materia prima. Se utiliza {gualmente para refinar petrdleos, en la
fabricacion de materias colorantes, detergentes, taninos sintéticos, insecticidas, herbicidas y
hormonas vegetales.

El fenol y los polimetiifenoles son productos de {a pirdlisis controlada de
materiales como carbon (hulla) y madera; por lo tanto estin cominmente asociados con el
proceso concerniente a la produccion de gas y coque.

Los metilfenoles (cresoles): orto, meta y para-cresoles se extracn de los
aceites medios de alquitrdn de hulla (procesos de destilacion de aceites a partir del carbén).
El o-cresol es bastante facil de separar de los otros dos, cuyos puntos de ebullicion son nuy
proximos. El derivado nitrado del m-cresol se utiliza como explosivo con el nombre de
cresilita. Estos metilfenoles se emplean en la fabricacion de fenoplastos, sirven también
como materias primas en la preparacidn de colorantes sintéticos y ademas son usados como
antisépticos potentes.

Los derivados de los nitrofenoles como el 2-tert-butil-4,6-dinitrofenol se
emplea como herbicida durante la cosecha y el 2-sec-butil-4,6-dinitrofenol preparado en su
forma acetato se utiliza como un potente insecticida.

Los clorofenoles tienen una gran aplicacion &1 asi se emplean como
insecticidas, fungicidas, inhibidores de moho, antisépticos, desinfectantes, conservadores de
la madera y como materias primas en la manufactura de pesticidas. Los compuestos mds
importantes comercialmente son el 2,4-diclorofenol y el pentaclorofenol. Por cjemplo, ef
2,4-diclorofenol se emplea en fa manufactura del Acido 2,4-diclorofenoxiacético.

La presencia de estos compuestos en numerosos efluentes industriales ha
dado origen a la contaminacion de suelos y aguas superficiales. Por su alta toxicidad,
algunos compuestos fendlicos son considerados contaminantes prioritarios ya que ain a
bajas concentraciones alteran considerablemente la calidad del agua y por lo tanto dafian [a



salud del hombre, plantas y animales. Los fenoles matan la vida acudtica, absorbiendo el

oxigeno disuclto en ¢l agua, o esterilizando los propios organismos.
El fenol y sus derivados metil, cloro y nitrofenales pueden ser detectados en

aguas naturales y suclos a niveles de concentracion de ppb debido a sus propiedades
organolépticas. Es decir, estos contaminantes tienen un efecto adverso en ¢l sabor y olor del
agua potable incluso a niveles de concentracion menares de | ppb. La legislicion de la
Comunidad Econdmica Europea (1980) estipula que la concentracion maxima admisible de
fenoles en agua para consumo humana es 0.5 pg/l.

Por lo anterior, es necesario realizar en forma continua un monitoreo de estos
compuestos crganicos en aguas naturales y residuales para poder detectarlos y cuantificarlos
a nivel de trazas (ppb) en diversas matrices empleando métodos analiticos precisos, simples
y eficientes para este propdsito.

Los criterios ecoldgicos de calidad del agua de la legislacidn para ¢l control
de la contaminacion del agua en México estan dados por la Gaceta Ecologica del Diario
Oficial de Ja Federacion ®. La concentracion méxima aceptable en ppb, para cada fenol en
diversas fuentes de abastecimiento se muestra en la tabla 1.

TABLA 1. Criterios ecoldgicos de calidad del agua.

TABLA 1
Compuesto Fuente de abastecimiento de | Proteccion de la | Proteccion de la
agua potable vida aeuftica vida acuatica
agua dulce agua marina
(dreas costeras)
4,6-dinitro-2-metilfenol 10’ » 10
2.4-dimetilfenol 400 20
2,4-diclorofenol 30 20
2,4,6-triclorofeno! 10° 10
pentaclorofencl 30 0.5 0.5

+ Este nivel ha sido extrapolado mediante el empleo de un modelo matemético, por lo que
en revisiones posteriores podra ser modificado a valores menos estrictos,

1.2, PROPIEDADES DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS.

Los compuestos fendlicos contienen en su estructura un grupo hidroxilo
(OH™) unido a un atomo de carbono de! anilio bencénico.

En su inmensa mayoria, los fenoles son sustancias incoloras, si bien la
introduccién de grupos nitro puede dar origen 2 un color amarillo (4,6-dinitro-2-metilfenol,
o-nitrofenol); generalmente se trata de sélidos cristalinos, aunque algunos compuestos
fendlicos son liquidos (m-cresol, 2,4-dimetilfenol) ® Algunos fenoles son productos de
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origen natural como el timol y ef carvacrol; fos cuales son isémeros y se encuentran en la
esencia de tomitlo.

En su estructura, cl radical fenilo imparte propiedades dcidas al grupo
hidroxilo de estos compuestos. La acidez del grupo hidroxilo del fenol se incrementa debido
a la presencia de grupos clectronegativos como el grupo nitro. Por lo tanto, los nitrofenoles
se consideran dcidos més fuertes que el fenol y sus homadlogos.

Algunas propiedades ™' de los seis compuestos fendlicos de interés
considerados en este (rabajo se presentan en la tabla 2.

TABLA 2. Propiedades de los fenoles.

TABLA 2.
Compuesto Peso Gravedad Punio de Punio de pKa Solubitidad
molccular cspecifica fusion°C | cbullicion °C on agua €N agua
4 presion
aimdsferica
(760 mmHg)
4,6-dinitro-2- 198.13 87.5 4.35 figeramente
melilfenol soluble
(O:N),CeHlo{
OH)CH,
2,4 122.17 1027, 21 210-212 10,58 ligeramente
dimetilfenol soluble
(CHy),CHyO0
H
4-cloro-3- 142.59 68 235 9.55 insoluble
niclilfenol
CHy(CI)Celly
OH
24- 163 4241 209-210 1.8 ligeramenic
diclorofenol soluble
Cl,CH,OH
24,6 197.45 149017 69 246 6,42 insoluble
triclorofenol
ClL,CH,0H
pentaclorofen | 266,34 1,978 190-191 310 526 0.008 % peso
ol
CoCl,OH

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (US EPA) ha
incluido 11 fenoles deniro de la lista de los contaminantes prioritarios: fenol, 4-nitrofenol,
2,4-dinitrofenol, 2-clorofenol, 2-nitrofenol, 4,6-dinitro-2-metilfenol, 2,4-dimetilfenol, 4-
cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofeno, 2,4,6-triclorofenol y pentaclorofencl.

Algunos aspectos generales respecto a la toxicidad, persistencia y
biodegradacidn de los compuestos fendlicos se mencionan a continuacion:

1) Los alquilfenoles generalmente son menos toxicos que los cloro y nitrofenoles. Por su alta
toxicidad los cloro y nitrofenoles constituyen una causa seria de contaminacion en el medio
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ambiente. Por cjemplo, los compuestos 2,4-diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol y el
pentaclorofenol estan clasificados como carcindgenos.

2) Los clorofenoles son los mas persistentes en el medio ambiente. Estos compuestos se
originan de la degradacion o metabolismo de los pesticidas, de la cloracion del ngua y de su
introduccion directa de efluentes industriales. También pueden estar presentes en la orina de
los humanos como resultado de su exposicion directa a pesticidns ? u otros componentes
que metabélicamente producen clorofenoles.

3) La toxicidad de los compuestos fendlicos se incrementa al aumentar su fuerza acida. Por
ello, los nitrofenoles son los compuestos més toxicos dentro de la familia de los fenoles. Sin
embargo, se pueden biodegradar por reduccién a las aminas correspondientes.

4) Los alquilfenoles son compuestos relativamente biodegradables con excepeion de
aquellos fenoles que tienen grupos hidroxilo con impedimento estérico lo cual los hace mds
resistentes a la biodegradacion.

5) Las cloro y nitrofenoles son los principales productos de la degradacion de pesticidas
tales como los compuestos de organofosforo y los clorofenoxiacidos.

1.3, METODOS DE PRETRATAMIENTO DE LA MUESTRA,

Frecuentemente, las muestras de origen bioldgico o ambiental son demasiado
complejas, diluidas o incompatibles con el sistema cromatogréfico empleado para efectuar su
andlisis por inyeccién directa. Por esta razén, es necesario realizar ciertas operaciones
previas al analisis cromatogréfico tales como fraccionamientos preliminares, aislamiento y
concentracidn de los solutos de interés de la muestra para asegurar su separacion y
deteccion efectivas. En la figura | se muestra el diagrama de flujo correspondicnte a los
procedimicntos empleados para realizar la preparacion de la muestra y su andlisis
cromatografico.

11



I Oblencidn de la muestra l

Muestreo
[ Almacenamiento l
I Extraccién ] -
X Pretratamiento de la muestra
l Corkentracion I ylimpieza de 8 muestra
I Alslamiento I .

| identicacien | -
I Andlisis cromatogréfico
I Cuantificacidn J -~

FIGURA 1. Diagrama de flujo correspondiente a un anlisis orgénico caracteristico,

Los métodos fisicos més empleados para aislar y concentrar los sofutos
orgénicos de una muestra incluyen técnicas de destilacidn, extraccién liquido-liquido y
l{quido-solido.

La extraccion en fase sdlida es un procedimiento de preparacion de la
muestra basado en mecanismos de particion, adsorcion, afinidad o intercambio iénico. Ha
adquirido gran aceptacion por ser més ripida que la mayoria de las técnicas clasicas, El
principio de la retencion en esta técnica es andlogo al de la CLAE y es adecuado para ¢l
analisis de contaminantes de cualquier polaridad, dependiendo del soporte sélido utifizado.
La extraccidn puede ser realizada en cartuchos, columnas o en discos de membranas, La
reciente introduccion de cartuchos de alta eficiencia ha contribuido a lograr un aislamiento
més eficiente de un gran nimero de contaminantes. Ademas, este método de pretratamiento
de la muestra es suceptible de automatizarse.

En la extraccion liquido-solido se pasa la muestra acuosa a través de una
columna que contiene un adsorbente adecuado y los solutos orgénicos adsorbidos son
posteriormente eluidos con un volumen pequefio de un disolvente orgdnico. Los soportes
solidos empleados en esta separacion incluyen carbon, resinas macroreticulares, espumas o
gomas de poliuretano, fases enfazadas e intercambiadores de iones.
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1.4. SOPORTES SOLIDOS EMPLEADOS EN EXTRACCION
LiQUIDO-SOLIDO.

Adsorbentes de carbén.

Las tres formas de carbon usadas en cromatografia son el carbon grafitizado,
el carbon activado y los tamices de carbon molecular. Los tamices de carbon molecular
tienen
poros pequeitos y grandes dreas de superficie, siendo mds adecuados para emplearse en la
separacion de gases por cromatografia de gases que como adsorbentes en el pretratamiento
de una muestra de agua.

El carbon grafitizado es una forma de carbon relativamente pura preparada a
temperaturas mayores de 1000 °C. Presenta una pequefia drea de superficie (6-30 n’/g), se
utiliza principalmente como adsorbente o soporte en cromatografia de gases. El carbon
negro parcialmente grafitizado (por ejemplo, carbopack B) tiene un area de superficie de ~
100 m¥g y un pH=10.25 en suspensiones acuosas. El carbén activado es preparado
mediante la oxidacion de carbones vegetales a baja temperatura, estos materiales tienen
grandes dreas de superficie (300-1000 m¥/g), una distribucion de didmetro de poro ancho, y
una superficie heterogénea que contiene grupos funcionales activos.

Se pueden presentar algunos problemas en cuanto a la adsorcion de
compuestos orgdnicos en el soporte de carbon los cuales pueden afectar su identificacion y
cuantificacion en una muestra acuosa. Algunos inconvenientes son que la desorcién de los
solutos no siempre es completa y los compuestos desorbidos no siempre son idénticos a
aquellos originalmente extraidos.

Exceptuando posiblemente el caso de los compuestos orgénicos polares de
bajo peso molecular, la mayoria de los estudios ha concluido que los adsorbentes de
polimeros porosos macroreticulares'™'® proporcionan una mayor recuperacion de
compuestos organicos (ésteres, alcoholes, ésteres fialato, compuestos arométicos, aldehidos,
cetonas, pesticidas, compuestos arométicos clorados y dcidos carboxilicos) en muestras de
agua que los soportes solidos de carbon.

Sin embargo, la capacidad de extraccidn del carbon es aceptable parala
resolucion de varios problemas analiticos. Asi, por ejemplo se han empleado cartuchos de
carbén negro grafitizado " como soporte en el enriquecimiento de trazas de los 11
compuestos fendlicos prioritarios presentes en apua. En este trabajo la eficiencia del
cartucho carbopack para retener fenoles se compard con la obtenida empleando una fase
enlazada C-18. El adsorbente de carbon resultd ser mas adecuado para retener los fenoles
muy polares que la silica quimicamente modificada C-18.

114,16

Adsorbentes de polimeros porosos macroreticulares,

Las resinas macroreticulares consisten de aglomerados de microesferas
empacadas alcatoriamente y constituidos por una red de agujeros y canales. Esto trae como
consecuencia una estabilidad mecanica y 4reas de superficie mayores que las de los geles
estireno-divinilbenceno.
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Las propiedades caracteristicas de la serie de resinas macroreticulares XAL
Amberlite producidas por Rohm y Haas se dan en la tabla 3.

TABLA 3. Propiedades fisicas de fas resinas amberfite XAD,

TABLA3
Tipo | Composicion | Carhcter |Didmetro promedio | Area especifica de | Poro
de superficie especifico
poro, A° m’/g mlig
XAD-1 | copolimero | hidrofobico 200 100 0.69
estireno-divi-
nilbenceno
XAD-2 | copolimero | hidrofébico 85-90 290-300 0.69
estireno-divi-
nilbenceno
XAD-4 | copolimero | hidrofébico 50 750 0.99
estireno-divi-
nilbenceno.
XAD-7 | polimero de poco 80 450 1.08
metacrilato | hidrofilico
XAD-8 | polimero de poco 250 140 0.82
metacrilato | hidrofilico
de metilo

Las resinas de ésteres acrilicos son més hidrofilicas que los copolimeros
estireno-divinilbenceno, por consiguiente, éstas se humectan més facilmente y adsorben mas
agua.

Los polimeros porosos macroreticulares son ampliamente usados para la
remocion de trazas de compuestos orgdnicos en muestras de agtia. La gran afinidad de estos
polimeros por los compuestos neutros orgnicos, su baja retencion de agua, su inercia
quimica y la facilidad de recuperacion de la mucstra son caracteristicas que han contribuido
a su gran aceptacion,

Generalmente, los porcentajes de recobro de compuestos organicos en
muestras de agua obtenidos empleando resinas XAD son mayores con respecto a los
obtenidos con soportes sélidos de carbon.

Los polimeros porosos macroreticulares requieren una purificacién cuidadosa
previa a su empleo en el anélisis de trazas. Para remover las impurezas presentes se realiza
un procedimiento de extracciones sucesivas '* durante ocho horas con cada uno de los
siguientes disolventes: metanol, acetonitrilo y éter.
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Adsorbentes de polinretano,

E! poliuretano es un material espumoso de poro abicrto que ha sido empleado
como adsorbente '** para extraer y aislar sustancias organicas neutras en agua taies como:
hidrocarburos aromaticos, pesticidas y fenoles. Los poliuretanos de poro abierto estan
constituidos de un aglomerado de particulas esféricas de didmetro 1-10 p que forman una
estructura rigida y altamente permeable. Su area de aplicacion y modo de empleo es muy
similar a la de los polinteros porosos macroreticulares.

Adsorbentes de fases-enlazadas.

En este tipo de soportes solidos, la particula de fase ligada estd compuesta
por un material de base, sfiica gel, alimina, agarosa, copolimero de estireno y
divinilbenceno, etc., al que se une quimicamente un compuesto que contiene un grupo
funcional especifico. En !a tabla 4 se muestran las caracteristicas de algunos adsorbentes de
silica de fase enlazada que incluyen sifica gel (material base), fascs enlazadas no polares y
polares, y adsorbentes de intercambio idnico,
TABLA 4. Caracteristicas de {os adsorbentes de silica de fases enlazadas.
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TABLA 4

Tipo de adsorbente Tipo de muestra Aplicacién
octadecilo extraccion en fase reversa de medicamentos, accites
compucstos no polares esenciales, conservadores de
alimentos, vitaminas,
pesticidas, esteroides y
hidrocarburos.
octilo extraccion en fase reversa de [ contaminantes prioritarios,
compuestos moderadamente pesticidas
polares
fenilo extraccion en fase reversa de poco utilizado

compuestos no polares.
Proporciona menor retencion
de compuestos hidrofobicos

cianopropilo

extraccion en fase normal de
compuestos polares

aminas, alcoholes, colorantes,
vitaminas, fenoles

sllica gel

adsorcion de compuestos
polares

medicamentos, alcaloides,
micotoXxinas, aminocidos,
compuestos heteroclclicos,
lpidos, esteroides, acidos
orgfnicos, terpenos,
vitaminas.

funcién diol

extraccion en fase normal de
compuestos polares. (similar
a la silica gel).

proteinas, péptidos.

aminopropilo extraccion de intercambio carbohidratos, péptidos,
anidnico débil nucledtidos, esteroides,
vitaminas
dimetilaminopropilo extraccion de intercambio aminoAcidos
anidnico débil
funcion acido sulfonico extraccion de intercambio | aminodcidos, catecolaminas,
aromético cationico fuerte y extraccion #cidos nucleicos
de fase reversa
aminas cuaternarias extraccion de intercambio | antibidticos, dcidos nicleicos

anionico fuerte
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Resinas de intercambio idnico,

Estos materiales se usan ampliamente para la extraccion y aislamiento de
sustancias Acidas y basicas. Ejemplos tipicos incluyen la recuperacion selectiva de fenoles,
dcidos organicos, esteroides y aminodcidos de fluidos bidlogicos. El intercambiv idnico es
una modalidad de {a cromatografia, eficiente para las aplicaciones mencionadas ya que las
moléculas ncutras que interficren en el andlisis cromatografico final son fhcilmente
climinadas del intercambiador ionico, sin afectar la recuperacion de los solutos ionizados.

LS. PRETRATAMIENTO DE LA MUESTRA EN LiNEA.

La determinacion cuantitativa 2* de compuestos orgnicos traza presentes en
muestras de agua, requiere del desarrollo de técnicas analiticas sensibles a niveles de ppb y
en ocasiones hasta niveles de sub-ppb. El analisis de trazas en matrices complejas exige una
preparacion especifica de la muestra, siendo ésta una etapa importante dentro del andlisis
cuantitativo. A estos niveles 2* es necesario aislar y preconcentrar fos analitos de interés de
una muestra antes de su separacion y deteccion mediante una téenica cromatografica. Para
este proposito, se pueden emplear técnicas analiticas de sorcion liquido-sdlido (extraccion
en fase solida, EFS) las cuales representan una excelente alternativa con respecto a la
extraccién liquido-liquido (ELL), técnica que requiere de varias etapas de manipulacion de
la muestra, del empleo de grandes volimenes de disolventes y de evaporaciones de los
mismos.

La metodologa por EFS * se aplica para la preconcentracion y limpicza de
muestras ambientales asi como para la purificacion de compuestos quimicos. Emplea -
pequefias columnas que contienen adsorbentes como; silica, fases de silicagel ligadas a un
hidrocarburo (C8, C18), alimina, polimeros porosos con o sin grupos de intercambio idnico
o materiales de carbon. Estas columnas pueden extraer compuestos traza de matrices
liquidas e incluso gaseosas. Los primeros soportes sélidos empleados 2 en operaciones de
extraccion fueron los carbones activos. A pesar de su buena estabilidad y su capacidad de
adsorcion, estos soportes presentan el inconveniente de una desorcion parcial y de una falta
de reproducibilidad. Actualmente, se utilizan mucho los adsorbentes apolares de silice de
fases enlazadas n-alquilo y los copolimeros de estireno-divinilbenceno. Los copolimeros
presentan la ventaja de poseer una estructura apolar muy homogénea y una gran estabilidad
quimica en funcion del pH; por el contrario las silices quimicamente enlazadas son menos
homogéneas debido a la presencia de los grupos de silanoles residuales y ademds solamente
pueden emplearse para valores de pH comprendidos entre 2 y 8,

El inconveniente presentado por los copolimeros es una resistencia a la
presion muy inferior a la de los soportes hechos a base de silice. Los copolimeros son
suceptibles a contaminarse por lo que es necesario realizar una purificacién antes de
emplearlos; este proceso de purificacion consiste generalmente en una serie de lavados
sucesivos en un equipo soxhlet empleando diversos disolventes organicos.

Las técnicas de preconcentracion por EFS se efectian de dos mudos
diferentes: fuera de linea y en linea; ambas se emplean en el monitoreo de sustancias
contaminantes presentes en rios y aguas residuales. En la técnica de preconcentracion fuera
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de linea **, los compuestos traza son retenidos en una columna de vidrio o de plastico
empacada con un adsorbente apropiado o en una membrana porosa recubierta con una
delgada capa de! adsorbente y después son eluidos con un volumen pequeio de un
disolvente organico adecuado, seguido por una operacién de evaporacion con el fin de
obtencr un extracto mas concentrado o bien, un extracto seco. Posteriormente ¢l extracto es
analizado por alguna técnica cromatografica, por lo que puede emplearse la cromatografia
de gases o la cromatografia de liquidos de alta eficiencia. En esta téenica, las ctapas de
preconcentracion y de analisis son totalmente independientes la una de la otra.

En el desarrollo de esta técnica, se realizan varias etapas de manipulacion de
la muestra como cvaporacion y transferencia; razon por la cual existen riesgos de
contaniinacion y de pérdida de la muestra.

En general, se prefieren las técnicas de preconcentracion en linca  si se
pretende automatizar la limpieza de la muestra y las operaciones de anilisis. En esta
metodologla los analitos de interés se retienen en una precolumna de acero inoxidable
empacada con un adsorbente apropiado de granulometria muy fina (aproximadamente 10 p)
que estA acoplada a una columna analitica mediante vdlvulas de conmutacion,
posteriormente los solutos adsorbidos son eluidos directamente desde la precolumna a la
columna analitica con una fase mévil adecuada. Como no hay manipulacion externa de la
muestra entre las etapas de preconcentracion y andlisis se obtienen resultados méas exactos
en el anélisis de trazas. El término en linea significa que puede realizarse el acoplamiento
directo de las diversas operaciones realizadas en un método anaiitico. Por ejeinplo, en esta
metodologia desarrollada no hay etapas intermedias de evaporacion y de redisolucion de las
sustancias entre su elucion de la precolumna y su separacion analitica.

Cuando se analizan muestras complejas y no se cuenta con un detector
especifico para los compuestos traza de interés, 1a selectividad puede mejorarse empleando
varias precolumnas empacadas con diferentes soportes solidos en serie durante la etapa de
preconcentracion y limpieza de la muestra (Cromatografia Multidimensional). La
Cromatografia Multidimensional es un modo de la cromatografia de liquidos de alta
cficiencia, en el cual los analitos de una muestra sc separan en forma secuencial en dos o mis
columnas empacadas con diferentes rellenos; es decir comprende ¢l empleo de varios modos
cromatograficos en una sola corrida y ha demostrado poseer una gran versatilidad para
resolver numerosos problemas analiticos y adaptarse a la automatizacion de los equipos
cromatograficos. Se aplica para el anilisis de drogas en fluidos bioldgicos como suero y
plasma, también en dreas clinicas, alimentos, problemas ambientales, petroquimica, etc.,
todas estas dreas de aplicacion manejan matrices complejas.

Si se utilizan diferentes modos de la cromatografia de liquidos o diferentes
columnas acopladas en serie es conveniente evaluar la compatibilidad de los disolventes a
utilizar en cada modalidad. Es asl que, si s utiliza una combinacion entre fase reversa y
normal, se debe poner un sistema intermediario que permita eliminar ef agua proveniente del
primero.

El sistema multidimensional de columnas opera empleando vilvulas de
conmutacion colocadas entre las diferentes combinaciones de columnas. Se pueden usar
vilvulas de 3, 4, 6 y 10 puentos en las separaciones cfectuadas por cromatografia
multidiinensional.
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Un cjemplo de aplicacion de estos sistemas es el presentado por R, W, Frei,
G.J. Jong y U. A. Th. Brinkman, quienes analizaron trazas de 29 contaminantes prioritarios
(fenoles, aminas y otros aromaticos) en una matriz de agua residual industrial. Emplearon un
sistema de tres precolumnas empacadas con diferentes adsorbentes (C-18, fase polimérica de
estireno-divinilbenceno y un intercambiador de cationes), acopladas en serie a una columna
analitica de fase reversa C-18, empleando como sistema de deteccion un detector
ultravioleta con arreglo de diodos. Los analitos de la muestra se separai en tres fracciones
con este sistema de precolumnas y enseguida se efectia la separacion sucesiva de cada
fraccion en la columna analitica. En esta corrida los solutos apolares se retienen en la
precolumna C-18, los moderadamente polares en la fase polimérica y los solutos polares en
clintercambiador de cationes.

1.6. METODOS DE DETERMINACION DE COMPUESTOS
FENOLICOS,

En raz6n del impacto negativo causado por los compuestos fendlicos en el
medio ambiente, se han desarrollado diversos métodos analiticos para detectarlos y
cuantificarlos en matrices acuosas ambientales. Estos métodos incluyen diversas técnicas
analiticas como: colorimetria *** | cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) ****
y cromatografia de gases (CG) **,

El procedimiento estdndar involucra la reaccion de los compuestos fendlicos
con la 4-aminoantipirina en presencia de ferricianuro de potasio para formar un derivado
coloreado. Se emplea para la determinacion de la concentracion total de fenol. No es posible
diferenciar entre varios fenoles y en general la mayoria de los compuestos fendlicos que
presentan sustitucion “para” no reaccionan. Sin embargo los sustituyentes “para” del fenol
tales como carboxilo, haldgeno, hidroxilo, metoxilo o grupo cido sulfonico si reaccionan
produciendo un derivado coloreado con la 4-aminoantipirina, E! intervalo de trabajo es de |
a 30 pg/l usando fenol como estandar, El limite de deteccion para este método es 1 pg/l de
fenol.

En la actualidad, la determinacion analitica de contaminantes orginicos en
matrices acuosas se basa en el empleo de técnicas de andlisis por cromatografia, ya sea en
fase liquida (CL) o en fase gaseosa (cromatografia de gases, CG). La eleccion del método
cromatogrfico mas adecuado para el andlisis de una muestra de agua depende
principalmente de la volatilidad, la estabilidad térmica y la naturaleza quimica de los analitos
de interés de la muestra.

Para identificar y medir cuantitativamente compuestos fendlicos a niveles de
1o/ en agua, se utilizan procedimientos que generalmente involucran una etapa preliminar
de preparacion de la muestra que consiste en una extraccion liquido-liquido (ELL) o bien
una extraccion en fase sélida (EFS), seguida por un método cromatografico. Los métodos
cromatograficos (CG, CL) han reemplazado a la colorimetria dando lugar a un
mejoramiento de la selectividad,

En los tltimos afios la cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) se
ha transformado en una de las metodologias analiticas mas ampliamente utilizadas en el
andlisis de sustancias organicas. Por la rapidez con la cual se obticnen resultados
cuantitativos se le emplea tanto en Jos analisis de muestras de rutina como en el seguimiento
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de procesos de lincas de produccion. La CLAE es una téenica versitil, rapida y con una
excelente capacidad para el anilisis de trazas. La selectividad aportada por esta téenicu es
mayor que la de CG debido a que los dos parametros que afectan la separacion (fase
estacionaria y fase movil) comprenden diversos materiales que varian en un amplio rango de
polaridades y funciones quimicas.

La cromatografia de liquidos en fase reversa es la modalidad mas versatil y de
mayor empleo en CLAE, se estima que entre el 75 a 90% de todas las separaciones son
realizadas en el modo de fase reversa, ademis, exceptuando la cromatografia de exclusion,
es la mis sencilla y predecible.

Los disolventes de cromatografia de liquidos de fase reversa son mis
econdmicos y menos riesgosos, los tiempos de equilibrio entre columna y fase movil son
menores, ¢l gradiente de elucidn no presenta dificultades ***, Se puede citar algunas de las
ventajas de la cromatografia de liquidos en fase reversa:

1) Se pueden separar compuestos no idnicos, idnicos ¢ ionizables en Ia misma columna, con
la misma fase movil.

2) La fuerza de atraccion superficie no polar-soluto es débil.

3) Se pueden separar selectivamente compuestos ionicos e ionizables mediante las difercntes
formas de cromatografia en fase reversa: cromatografia de apareamiento idnico, supresion
i6nica e intercambio de ligando.

4) El sistema es relativamente simple de operar.

5) Como las fases estacionarias son quimicamente enlazadas, las columnas son estables y las
separaciones son reproducibles.

6) Debido a las energlas débiles en la superficie de las fases enlazadas, los andlisis son
répidos y los tiempos de re-equilibracion son cortos.

7) La fase movil predominante es agua, abundante y econdmica.

8) El modificador orgdnico predominante, metanol, es asequible en calidad y precios
adecuados.

9) La cromatografia en fase reversa puede utilizarse para determinar varias propiedades
fisicoquimicas como: hidrofobicidad, constantes de disociacion y constantes de
complejacion.

10) Empleando disolventes de inyeccion significativamente mas débiles que Ia fase mévil, se
puede realizar la preconcentracion de solutos seleccionados en la cabeza de la columina.

11) La adsorcidn irreversible, que se presenta frecuentemente cn la silicagel, raramente
ocurre.

Algunos de los inconvenientes que se presentan en esta modalidad son:

1) El intervalo de pH es limitado de 2 a 8 con empaques para columna que contienen como
material base la sitica,

2) Si los grupos silanoles residuales estan presentes en la superficie de la silica, puede ocurrir
una adsorcion de los solutos a la superficie de la silica, dando lugar a la obtencién de picos
no simétricos.

3) El mecanismo de retencion es més complejo que en otras formas de cromatografia por lo
que se requicre conocerlo més para poder controlarlo.

En cromatografia de liquidos en fase reversa, la fase estacionaria es no polar y la fase mévil
es muy polar (en general mezela de agua y un modificador orgénico como mietanol,
acetonitrilo o tetrahidrofuranc).



La teoria solvofobica de Horvath es la que mejor explica el mecanismo de
retencion en esta modalidad de la cromatografia. Ista teorfa pone de manificsto que la
interaccion entre moléeulas de soluto y de disolvente es mucho mis débil que Ja interaccion
de las moléculas de disolvente entre si. Como consecuencia, ¢! soluto es expulsado de la fase
movil y forzado a penctrar en la fase estacionaria, que actia como receptor pasivo,

En la interaccion de un compuesto orginico con la fase cnlazada, pucde
asumirse que el grupo polar se orienta hacia la fase movil acuosa, mientras que su porcion
hidrofdbica lo hace hacia la superficie hidrocarbonada. La magnitud de la interaccion soluto-
fase enlazada (y la retencidn) serd mayor cuanto mayor sea el tamafio del grupo apolar y
consccuentemente, la superficic de contacto. Por ¢ contrario, las funciones polares del
soluto favoreceran la interaccion con los disolventes polares y reduciran la retencion.

La CLAE oftece la posibilidad de separar fenoles muy polares y con un alto
punto de cbullicion. La mayoria de los fenoles son compuestos relativamente polares y su
separacion debe efectuarse idealmente mediante la cromatografia de liquidos. Las diferencias
en su comportamiento cromatografico requieren por la general de téenicas de gradiente para
lograr una buena sesolucion en tiempos de andlisis cortos. La principal ventaja de Ja CLAE
en ¢l andlisis de los compuestos fendlicos es que generalmente puede emplearse sin consunir
tiempo necesario para realizar ctapas de derivatizacion las cuales con frecuencia son
necesarias cuando se utiliza la cromatografia de gases.

Los sistemas de deteccion mis empleados en ¢l andlisis cromatografico de
compuestos fendlicos por CLAE son Jos detectores UV y e electroquimico,

El detector UV de arreglo de diodos ha tenido un considerable desarrollo en
los andlisis de compuestos fendlicos ** mediante CLAE, en donde para propésitos de
identificacién de los fenoles se emplean ademds del tiewpo de retencion el espectro
ultravioleta. Con el detector UV de arreglo de diodos, se monitorea y almacena (en un
soporte magnética) la informacién relativa a todo el espectro de absorcion, de modo que esa
informacion puede ser posteriormente recuperada y manipulada. Los datos obtenidos del
espectro UV son necesarios en la asignacion de formas estructurales. La cuantificacion de
tos solutos es mas exacta debido al registro de diferentes longitudes de onda y la posibilidad
de checar 1a pureza del pico. El espectro ultravioleta obtenido se usa para la identificacion
de picos cromatograficos desconacidos, mediante su comparacion con espectros similares de
estandares.

Los compuestos que son oxidados o reducidos en seguida como los fenoles,
mercaptanos, aminas, compuestos halogenados y nitro aromiticos, aldehidos, cetonas y
especialmente bencidinas pueden ser monitoreados por deteccion clectroquimica. Mediante
una cuidadosa seleecion del potencial aplicado a los electrodos, pucden mejorarse tanto Ia
selectividad como la sensibilidad.

La mayoria de Jos métodos de detenminacion de fenoles por CL emplean
columnas de fase reversa con un sistema de deteccion UV,

El grupo de fenales considerados por la US EPA como contaminantes
prioritarios ha sido analizado y cuantificado por numerosos métodos analiticos de
cromatografia de liquidos de alta eficiencia.

Uno de estos métodos ’ considera el analisis de fenoles mediante CLAE y su
deteccion por reaccion post-columna. El sistema disefado emplea la reaccion de 10 de los
fenoles de la lista de contaminantes de ta US EPA con la 4-aminoantipirina en presencia de
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ferricianuro de potasio, es decir se combina el método cromatografico con un procedimiento
colorimétrico. La separacion es por cromatografia de fase reversa y la deteccién con un
espectrofotometro de arreglo de diodas. El procedimiento de separacion de fa meach
emplea un gradiente lineal con el fin de proporcionar una resolucion dptima de los 10
solutos.

Realini *? realizo fa extraccion de alquil, cloro y nitrofenoles de agua,
empleando como disolvente de extraccion cloruro de metileno (CHLCL) y como reactivo
par-ianico el clorura de tetrabutifamonio para concentrar os fenoles de la muestra acuosa.
La separacion se efectud con una columna C18 de 5 gt y enpleando un sistema de deteccion
UV a 254 y 280 nm. Las recuperaciones de los fenales variaron de 75 2 99 %.

C. E. Werkhoven-Goewie, W. M. Boon, A, J. J. Praat, R. W. Frei y U. A,
Th. Brinkman ¥, encontraron que la separacion y preconcentracion en linea de los
compuestos mono y diclorofenoles pueden realizarse en columnas empacadas con un
copolimero divinilbenceno-estireno (PRP, palymeric reverse-phase). Debido a fa presencia
de anillos aromaticos en este tipa de material, se observd que la retencion de los compuestas
cloroarématicos era mayor que en materiales C-18 de dren superficial especitica comparable,
Esta caracteristica, lo hace ser un material eficiente y adecuado para la preconcentracion en
general, de compuestos aromiticos de naturaleza medianamente polar y apolar,

0. Busto, J. C. Olucha y F. Barrull ** desarrallaron das métodos diferentes
de HPLC, por cromatografia de fase reversa y deteccion ultravioleta con un detector UV de
arreglo de diodos, para monitarear algunos cloro y metilfenoles considerados comao
contaminantes prioritarios por 1a EPA. La separacion de fos fenoles se realizd por las dos
modalidades: corrida isocritica y gradiente de elucion.

En ¥ ellos optimizaron la composicion de la fase movil para lograr la
separacion isocratica de los fenoles empleando el mapa de resolucion superpuesto (ORM).
Este mapa proporciona la optimizacion de mezclas de eluyentes de composicién cuaternaria,
s¢ utilizaron los siguientes cuatro disolventes orgénicos: metanol, acetonitrilo,
tetrahidrofurano e isopropanal y ademés agua. Sin embargo, por este método no se logra
una adecuada separacion del pentaclorofenol. Es decir, su pico no aparece o su tiempo de
retencion es muy grande. Por esta razon, emplearon el gradiente de disalventes para logras
una buena separacion * de la mezcla de fenoles incluyendo al pentaclorofenol; siendo
posible realizar una identificacion rapida de este soluto.

G. Marko-Varga y D. Barcelo  desarrollaron un método de anélisis para ef
monitorea en agua de rio de 29 compuestos contaminantes que incluyen fenoles y otros
derivados aromiticos, Emplearon un sistema de EFS previo a la inyeccion de la mucstra en
el cromatdgrafo. Investigaron la selectividad en diversas columnas de separacian de silica,
de carbon y palimérica para la separacién de los diferentes tipos de fenoles que poseen
grupos funcionales diferentes y sustituyentes en diferentes posiciones del anillo aromatico.
La separacion se efectud en condiciones de elucion isocratica y deteccion UV a 280 nm.

Ronald L. Smith. y Donald J., Pietrzyk *, encontraron que ¢ material PRP es
adecuado para la preconcentracion, separacidn y determinacion cuantitativa de clorofenoles
y fcidos fenoxiacéicos. Eflos demostraron que los copolitneros de poliestireno-
divinilbenceno son estables en todo ¢l rango de pH. Por ello, el pH es un parimetro que
puede ser usado para realizar ambos procesas, el de enriquecimiento de trazas y ef de
elucion de esto; compuestos aromaticas. Es decir, controlando el pHi de la disalucion los
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compuestos clorofenoles y dcidos fenoxiacéticos pueden ser convertidos de especies neutras
a especies i0nicas o viceversa, y desorberse o adsorberse en la fase sdlida.

Sc ha observado que para los adsorbentes del tipo fase reversa, la retencion
es alta cuando el analito esta cn forma neutra. Esto indica que las condiciones Optimas
(k'grande) para la preconcentracion de los compuestos clorosromdticos y acidos
fenoxiacéticos en materiales PRP y adsorbentes similarcs, son aquellas en que ¢l pH de la
muestra es cido ( el pH debe ser menor que el pKa mids pequefio exhibido por los
componentes de la muestra). Otros soportes solidos del tipo poliestireno-divinilbenceno
similaves al material PRP *°, que se han empleado para la preconcentracion de los
compuestos fendlicos son las resinas XAD-2. La adsorcion de los fenoles en este tipo de
material también depende del pH de la disolucion.

La mayoria de los métodos por cromatografia de gases utilizados en el
andlisis de fenoles requieren una etapa de derivatizacion con el objeto de mejorar la
volatilidad y deteccion de los analitos. Algunos de los reactivos empleados para realizar la
etapa de derivatizacion son reactivos halogenados como anhidrido trifluoroacético o
bromuro de pentafluorobenzilo, Estos métodos requieren también un proceso apropiado de
limpieza de la muestra y el monitoreo de los analitos de interés se efectia empleando
diversos sistemas de deteccion tales como: detector de ionizacion de llama, detcctor de
captura de electrones y el espectrometro de masas.

La derivatizacion constituye una limpieza adicional de la muestra ya que las
interferencias pueden entorpecer el andlisis de los compuestos de interés. En cromatografia
de gases, si los solutos analizados son compuestos muy polares es necesario transformarios
en solutos voldtiles apolares mediante una derivatizacion empleando ya sca metilacion o
fenoxifcidos. Los agentes de derivatizacion ideales presentan ciertas caracteristicas tales
como: ser selectivos, no toxicos, su reaccidn debe ser de cindtica rapida, no interferir en el
andlisis de los solutos y ademds ¢l rendimiento de la reaccion de derivatizacion debe ser alto,

En la actualidad uno de los propositos es lograr fa completa automatizacion
de la etapa de derivatizacion con las técnicas cromatogréficas de gases y de liquidos, con lo
cual se mejoraria la reproducibilidad y repetibilidad de los andlisis.

Generalmente, el producto derivatizado es térmicamente mas estable, volétil y
facil de detectar. Por ejemplo, la derivatizacién de los clorofenoles para obtener sus
derivados de pentafluorobenzoilo proporciona una mejor sensibilidad y selectividad para su
andlisis por CG capilar/DCE (cromatografia de gases y deteccion por captura de electrones).

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (US EPA) ha
propuesto métodos analiticos para el monitorco de contaminantes prioritarios en pguas
residuales industriales a muy bajos niveles de concentracion. Los métodos estandar actuales
para el andlisis de trazas de fenoles en aguas residuales son ¢l método 604 y la seccion cida
extraible del método EPA 625 de la US EPA. Estos métodos estdn basados en cf
pretratamiento de la muestra por extraccion liquido-liquido; son laboriosos ya que requieren
tiempo necesario para efectuar los procedimientos de preconcentracidn y limpicza de la
muestra ¢ incluyen varios pasos de manipulacion de la muestra. Estas caracteristicas se
traducen en una serie de desventajas como las siguientes:

- Elevados riesgos de pérdida de muestra durante el procedimiento.
- Riesgo para el analista que manipula productos toxicos concentrados.
- Costo elevado por el uso de grandes volimenes de disolventes de alta pureza.
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- Proceso contaminante, por Ja evaporacion de dichos disolventes.

E} métoda 604 © se aplica en la determinacion de los 11 compuestos
fenolicos toxicos incluidos en la lista de contaminantes prioritarios de la US EPA. Es
aplicable para el andlisis de estos contaminantes en descargas municipales ¢ industriales. La
sensibilidad de este método generalmente depende del nivel de interferencias mds que de las
limitaciones instrumentales. En este método el pretratamiento de [a muestra se realiza por
ELL, concentrando los analitos de la muestra con cloruro de metileno. Posteriormente los
analitos concentrados son separados y analizados por cromatogratia de gases empleando
como sistemas de deteccion el detector de ionizacion de flama y el detector de captura de
electrones.

Los limites de deteccidn obtenidos en aguas residuales con un detector de
ionizacidn de flama en ausencia de interferencias se muestran en fa tabla 5.

TABLA 5. Limites de deteccion en pg/l de compuestos fenolicos.

TABLA 5,
Compuesto tiempo de retencion (min) | limite de deteccion (ug/l)

2-clorofenol 1.70 2
2-nitrofenol 2.0 . 2.5
fenol 3.01 1.4
2,4-dimetilfenol 4.03 1.7
2,4-diclorofenol 430 2.1
2.4 6-triclorofenol 6,05 5.0
4-cloro-3-metilfenol .50 8.3
2,4-dinitrofenol 10.00 7.0
4,6~dinitro-2-metilfenol 10.24 10.0
pentaclorofenol 12.42 . 10.0
4-nitrofenol 24.25 10.0

Las condiciones del anflisis cromatografico son. Columna de vidrio
supelcaport 80/100 empacada con 1% SP-1240 DA de 6 ft de longitud X 2 mm de D.L. Gas
acarreador N, a una velocidad de flujo de 30 ml/min. Temperatura de la columna-en el
momento de la inyeccion 80 °C, programada inmediatamente a 8 °C /min a una temperatura
final de 150 °C.

El llmite de deteccidn estd calculado tomando en cuenta fa respuesta minima
detectable y es igual a 5 veces el ruido de fondo.

El método también se emplea con una etapa de derivatizacion en la cual se
realiza la preparacion de derivados de pentafluorobenzilbromuros. Posteriormente estos se
separan por CG detectando con un detector de captura de electrones, Ademds son
necesarios procedimientos adicionales de limpicza para ayudar al analista en la eliminacion
de interferencias.

Si se requiere la limpicza, la sensibilidad del método es 10 ppb. Las
condiciones empleadas para el andlisis son: columna de vidrio empacada con 5% OV-17 ON
CHROMOSORB W-AW. Gas acarreador 5% metano/93% argon a una velocidad de flujo
de 30 mU/min. Temperatura de (a columna 200 °C,
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Todos los materiales empleados en la determinacion de estos contaminantes:
disolventes, reactivos, material de vidiio y otros deben estar libres de impurczas. Para
demostrar que estos materiales estdan libres de impurezas se corren blancos con agua
destilada.

1.7. CERTIFICACION DEL METODO DESARROLLADO,

Es indispensable, que todo nuevo método analitico deba certificarse para
demostrar su idoneidad, es decir se debe confirmar que los resultados por € producidos son
confiables. De manera general la certificacion de un método analitico, consiste en aplicar el
método desarrollado a un conjunto de muesiras ya estudiadas mediante otro procedimiento
estdndar o de prestigio *'. Al realizar la comparacion entre ambos métodos es necesario
realizar la identificacion de errores sistemiticos, para poder determinar si el método
desarrollado proporciona resultados significativamente mis altos o mis bajos que el
procedimiento estdndar.

En el caso de los métodos cromatogrificos la verificacion de resultados
confiables se realiza mediante una prueba de certificacion que consiste en la comparacion de
resultados de las pruebas de adecuacion y de andlisis en paralelo de, al menos, dos muestras
homogéneas de concentraciones conocidas, dentro del intervalo de aceptacion del producto
o dentro det intervalo de aplicacidn de la metodologla.
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CAPITULO 2.
PARTE EXPERIMENTAL.

2.1, EQUIPO, MATERIAL Y REACTIVOS.

Equipo:

Sistema cromatogréfico: Cromatografo de liquidos marca Perkin Elmer,
Opera en dos modos; elucion isocratica y gradiente de disolventes.
Inycctor: Inyector de rizo Rheodyne 7125, con loop de 24 pl.

Bombas: Sistema counstituido por dos bombas de piston (bombas
reciprocantes). Cada bomba es capaz de bombear a una velocidad
de flujo que va desde 0.1 a 30 ml/min.

Detector: Detector UV con arreglo de diodos, Spectromonitor modelo 5000
de Thermoline Separations que permite trabajar simultineamente a diferentes
condiciones de sensibilidad y longitud de onda. En este trabajo ¢l detector se
utilizd tnicamente a una longitud de onda de 270 nm.

Integrador: Integrador Hewlett-Packard modelo 3396A
Otros equipos:

Sistema purificador y desionizador de agua nanopure, Bamstead
modelo 04747

Sistema para filtrar Millipore modelo OM037.

Sistema de ultrasonido para desgasificar las soluciones y fases moviles.
Marca Sonicor , modelo SC-100.

Potenciémetro Coming modelo 220, equipado con un clectrodo combinado
vidrio calome!l marca Cole-parmer, modelo 60648.

Sistema para empacado de columnas a alta presion marca Faskel , modelo
29426-DSTV-122

Bomba isocratica Beckman, modelo 110B.

Balanza analitica Ohaus.

Materiales:

Columna analitica (150X4.6 mm D.1.) empacada con fase reversa

(C-18), SPHERISORB ODS-2 de 5 .

Precolumna (30X4.6 mm D.1.) empacada con fase reversa MCI GEL, CHP-
3ICde 10 .

Precolumna (20 X 2 mm D.1.) empacada con una resina anionica
HAMILTON PRP-X100, de 10 p1.
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Membranas de nylon para filtracion (Phenomenex) de 47 i con poro de
0.45 .

Dos valvulas de conmutacion de seis puertos, Rheodyne 7000
Micropipetas marca Socorex, de capacidades: 5-50, 50-200 y 200-1000 pl.
Jeringa de vidrio marca Hamilton, modelo CH-7402 con capacidad de
0-100 pl.

Reactivos:

Fenoles:

4,6-Dinitro-2-metilfenol de 99% de pureza, Chem. Service Co,, USA.
2,4-Dimetilfenol de 96.5% de pureza, Chem. Service Co., USA.
4-Cloro-3-metilfenol de 99% de pureza, Chem. Service Co., USA.
2,4-Diclorofenol de 99% de pureza, Chem. Service Co., USA.
2,4,6-Triclorofenol de 98% de pureza, Chem. Service Co., USA.
Pentaclorofenol de 99% de pureza, Chem, Service Co., USA.

Disolventes:

Acido perclérico, reactivo analitico 70-72% , Quimica Dinamica
S. A. de C. V., México.

Acido acético glacial 100%, Merck Co., México.

Hidréxido de sodio bajo en carbonatos, J. T. Baker, México.
Metanol grado HPLC, Prolabo, Francia.

Acetonitrilo grado HPLC, Prolabo, Francia.

2.1.1. EMPACADO DE PRECOLUMNAS,

El tratamiento previo de la muestra se realiza por extraccion en fase solida
(EFS). Esta preparacion de la muestra es una etapa esencial en la determinacion de
microcomponentes (trazas) y en los casos donde la matriz que rodea a los analitos de
interés es muy compleja. La aplicacion de la EFS en linea requicre del empleo de
precolumnas de acero inoxidable que se utilizan para concentrar compuestos al nivel
de trazas; se empacan con cantidades variables de distintos materiales que
comprenden principalmente adsorbentes polares, poco polares y materiales de
intercambio idnico,

En este trabajo se empled un sistema constituido por dos precolumnas de
concentracion de tamafio diferente, las cuales se empacaron en el laboratorio: una
precolumna (30 x 4.6 mm D.1) empacada con un adsorbente apolar MCI GEL,
CHP-3C de 10 p y una precolumna (20 x 2 mm D.L), que contiene un
intercambiador de aniones HAMILTON PRP-100 de 10 .

El proceso de empacado de las precolumnas se efectia con un sistema para
empacado que opera a alta presion. Esta operacion requiere de la preparacion de una
suspension estable del adsorbente dado, ésta se colocd en un bafio de ultrasonido
con el fin de desgasificarla y dispersar los aglomerados de soporte formados.



Para el empacado de la precolumna polimérica de concentracion, s¢ preparo
una suspension con 300 mg de la fase estacionaria MCI GEL, CHP-3C en 4.3 ml de
etanol absoluto. La precolumna se {lend con dicloroetano y se conecto a reservorio
de suspension. Una vez que la suspension se vierte sobre ¢l reservorio, éste se
conccta al sistema de presion y se impulsa la fase con etanol acidificado. La
precolumna queda empacada con el adsorbente en forma compacta y homogénca
manteniendo la presién del sistema en 3000 psi.

En ¢} caso de la precolumna anidnica se prepard una suspension estable con
60 mg del adsorbente Hamiiton PRP-X100 en aproximadamente 1 ml de metanol
alcalinizado. La precolumna queda rellena en forma compacta y homogénea con el
intercambiador de aniones manteniendo la presion en el sistema a 1700 psi.

Finalmente las dos precolumnas se¢ someten a un proceso de limpieza y
activacion para poder utilizarlas en los ensayos de preconcentracion y andlisis
cromatogrifico de los seis fenoles hidrofobicos.

2.1.2, CALIBRACION DE LA PUNTA DE LA MICROPIPETA.

La calibracion de la punta de Ja micropipeta es necesaria para determinar el
volumen real de la punta y asl poder realizar calculos confiables de las recuperaciones de
los fenoles presentes en la muestra. Esta operacion involucra la valoracion de un acido
fuerte con una base fuerte. Se prepararon disoluciones de HCIO¢ y NaOH de
concentraciones aproximadas; HCIO; 6 M y NaOH 0.2 M. Enseguida se prepar6 una
disolucion diluida de HCIO, de concentracion 0.6 M.

El procedimiento de calibracion de 1a punta consistié en efectuar dos
valoraciones con 2 ml de la disolucion de HCIO, 0.6 M y empleando como valorante fa
disolucion de NaOH 0.2 M, con lo cual se determind la concentracion molar exacta del
HCIO, concentrado. Luego, se realizaron dos valoraciones, tomando con la punta de la
micropipeta tres allcuotas de 54 pl del dcido 6 M y adicionando a dstas tres alicuotas
idénticas de agua pura. La disolucion resultante se valord con Ia solucion basica 0.2 M,
de manera que el volumen de base consumido permite determinar ¢l volumen exacto de
la punta de la micropipeta.

2.1.3. PREPARACION DE DISOLUCIONES.
Disoluciones estindar de fenoles:

Se prepard un volumen de 50 ml de una disolucién concentrada de 1000 ppm
en metanol grado cromatografico, con cada uno de los seis fenoles hidrofébicos. De esta
disolucion concentrada, se obtuvicron disoluciones diluidas que se emplearon en los
ensayos realizados para la obtencion de las curvas de los seis fenoles; las cuales muestran
I variacion de la respuesta del detector en funcion de la concentracion de cada fenol en
la muestra dopada. Estas disoluciones diluidas se disolvicron en una mezcla de acido
perclérico-acetonitrilo (pH=2) 50:50 (v/v). Todas las disoluciones de fenoles se
mantenian en refrigeracion para conservarlas en buen estado.
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Disoluciones acidas y basicas:

Se prepararon las siguientes disoluciones, disolviendo el soluto dado vy
aforando hasta un volumen definido:

Disolucién de écido perclérico 1 M.
Disolucién de acido acético | M.
Disolucién de 4cido perclérico 0.01 M.
Disolucion de hidréxido de sodio (pH=11).

Otras disoluciones:

Disolucion de metanol-dcido perclérico (pH=2) 10:90 (v/v).
Disolucion de metanol-hidroxido de sodio (pH=11) 40:60 (v/v).

Fasc mévil:

Fase A: Acetonitrilo-fase acuosa, (pH=4.5), 15:85 v/v, conteniendo
perclorato de sodio 0.01 M y un buffer de acido acético-acetato de
sodio 0.02 M.

Fase B: Acetonitrilo-fase acuosa, (pH=4.5), 70:30 v/v, conteniendo
perclorato de sodio 0.01 M y un buffer de acido acético-acetato de
sodio 0.02 M.

2.2, PRETRATAMIENTO DE LA MUESTRA,

La cuantificacion de cloro y nitrofenoles en agua se realiza mediante un
sistema bidimensional de extraccion en fase sélida en linea con la cromatografia de
liquidos de alta eficiencia. Estos métodos en linea empleados en la preconcentracion,
purificacion y determinacion de contaminantes traza son més eficientes que los métodos
tradicionales de extraccion liquido-liquido; los cuales son largos y laboriosos.

2,2.1, ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE RETENCION DE LA
FASE POLIMERICA PRP. VOLUMEN DE FUGA,

La determinacién experimental del volumen de fuga de los fenoles se efectud
haciendo pasar una disolucion acuosa con los analitos de interés a través de una precolumna
empacada con un adsorbente apolar del tipo poliestireno-divinilbenceno de 10 p de tamafio
de particula.

La precolumna, de acero inoxidable y de dimensiones 30 x 4.6 mm D.L, se
coloco entre los puertos 1y 4 de una valvula de conmutacion Rheodyne 7000, la cual a su
vez se conectd con una bomba isocratica para la alimentacion de la muestra y el disolvente
para equilibrar la precolumna (puerto G) y con el sistema de deteccion UV (puerto 5), como
se indica en 1a figura 2. Durante estos experimentos el sistema HPLC se mantuvo apagado.
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Primero, la precolumna se cequilibro con ¢l disolvente de disolucion de la
muestra (Acido perclorice 0.01 M) colocando la valvuta en la posicion A.

Enseguida, pasando la vilvula a la posicion B, la disolucion de la mezcla de
fenoles a niveles de ppm en acido perclorico 0.01 M se dirigio directamente hacia ef detector
para medir su respuesta, de manera que se obtuvo el valor méximo de absorbancia, ef cual es
proporcional a la concentracién de fenoles en la muestra. Finalmente, regresando Ja vilvula a
fa posicidn A, la mezcla de fenoles se hizo pasar a través de la precolunina de fase reversa
polimérica mientras se registraba la absorbancia del efluente.

En un principio, mientras 1os solutos de la muestra quedan adsorbidos en el
empaque de la precolumna, el efluente no registra ninguna absorbancia. Después de
concentrar un cierfo volumen de muestra, la fuga de los analitos de la precolunmmna se
manifiesta por un aumento en la sefial del detector. La absorbancia aumenta progresivamente
hasta flegar al valor miximo, que se determind al inicio de} proceso, indicando que la
concentracion de fenoles en el efluente es idéntica a la del influente y que se ha rebasado la
capacidad de adsorcion de la precolunna.

S1STEMA A LA COL‘UMNA $151'y;:41\
A LA COLUMNA HPLC ANALLITICA HrLC
ANALITLICA ’//
| S|

POSICLON A POSICION B

Figura 2. Diferentes posiciones de la vilvula de conmutacidn.
P = precolumna polimérica (30 X 4.6 inm D.1) de 10 p de tamailo de particula.
D = detector UV
B = bomba isocratica.
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2.2.2, ESTUDIO DE LA DESORCION DE LOS FENOLES DE LA
FASE POLIMERICA.

El volumen de desorcion se determina a un valor de 1% de la absorbancia
total de fa muestra y se define como el volumen al cual pricticamente todo el soluto
concentrado se ha desorbido de la precolumna polimérica de extraccion. Es decir, los
analitos concentrados en la precolumna polimérica son ¢luidos con un <lisolvente apropiado,
en este caso se utilizd una disolucion alcalina que contiene metanol como modificador
orgénico.

Esta elucion de fos analitos de la precolumna polimérica se manifiesta por un
incremento brusco de a seflal del detector seguido por una disminucion paulatina de tipo
exponencial. Se ensayaron condiciones para la desorcion de los fenoles utilizando
disoluciones de NaOH de pH diferentes, a las cuales se adicionaron volmenes variados de
metanol, con el fin de encontrar las condiciones Optimas para realizar la transferencia en
linea de los analitos desde fa precolumna polimérica de extraccion y preconcentracion hacia
la precolumna de purificacion del extracto ( precolumna de intercambio de aniones ).

2.3. DEFINICION DE LAS CONDICIONES DE SEPARACION
CROMATOGRAFICA.

En este trabajo experimental se ensayaron condiciones de elucion isocratica
asi como gradiente de disolventes con el fin de lograr Ja mejor separacion cromatografica de
los seis fenoles hidrofGbicos.

2.4, TRATAMIENTO DE LA MUESTRA PREVIO A SU ANALISIS
CROMATOGRAFICO.

Como las muestras de aguas naturales contienen sélidos en suspension es
necesario incluir una etapa previa de filtracion. La filtracion de la muestra mediante vacio se

efectiia empleando una membrana de nylon de 0.45 yt de porosidad y un equipo de filtracion
adecuado.

La membrana se deja reposando el dia anterior en metanol grado
cromatografico dentro de una caja petri. Al dia siguiente se lava con dos porciones de 3 mi
de metanol empleando e! equipo de filtracién y un vacio ligero; después se lava con 20 m}
de agua desionizada para equilibrarla al medio acuoso. Este proceso de favado de fa
membrana es con el objeto de eliminar las impurezas (residuos de plastificantes y
antioxidantes) y asi disminuir el riesgo de contaminacion de la muestra.

Para la aplicacién del método desarrollado en este trabajo al anilisis de
muestras de agua, se requiere que éstas sean colectadas en frascos de vidrio color dmbar con
capacidad de 125 ml aproximadamente, El volumen de muestra puede variar entre 123 y 127
ml sin que se requiera efectuar ningtin cambio en el método. Sin embargo, para calcular la
concentracitn de los analitos de interés es necesario conocer con exactitud ¢l volumen de la
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Muestra acuasa. Por eso, antes de comenzar ¢l procedimiento de andlisis, el menisco del
liquido se marca en la batella para determinar posteriormente el volumen de muestra,

En el caso de las muestras dopadas, se adiciona una pequeda alicuota de la
disolucién estandar de fenoles (27 pl para dopar 125 ml de muestra con fenoles al nivel de
10 ppb) directamente en el frasco con la nwestra y la mezcla se agita vigorosamente.

Posteriormente se procede a filtrar la muestra (dopada o sin dopar) con ayuda
de un gendarme de vidrio para dirigir el liquido hacia el centro de la membrana, evitando en
lo posible salpicar las paredes del recipiente de filtracion. El frasco de muestreo se enjuaga
con varias porciones de metanol puro, agitando vigorosamente el frasco tapado después de
cada adicion y pasando el liquido de enjuague a través de la misma membrana empleada
para filtrar la muestra. En total se utilizan 10 ml de metanol para enjuagar ¢l frasco de 125
ml. Todos los liquidos filtrados se colectan en un matraz kitazato de 250 ml y a esta mezcla
se le adade directamente 1 ml de acido perclorico 1.5 M para fijar ¢l pH en un valor de 2,
aproximadamente.

Finalmente, la muestra asi preparada se desgasifica por ultrasonido y queda
lista para el proceso de extraccion en fase solida, separacion y andlisis cromatogrifico en
linea.

El recipiente con la mezcla final obtenida se utiliza directamente para
alimentar la bomba de carga de muestra; es decir, no se efectia ningin trasvase de la
niuestra preparada.

E! procedimiento anterior tiene por objeto minimizar los riesgos de pérdida
de analitos y/o contaminacion de la tuestra durante su preparacion. En efecto, algunos de
los analitos estudiados, como el 2,4,6-triclorofenol y el pentaclorofenal, son muy
hidrofébicos y tienden a adsorberse en la superficie de los materiales que se ponen en
contacto con la muestra acuosa (frascos, filtros, matraces, etc.). Por ello es necesario
observar las siguientes precauciones:

1) Reducir al minimo el niimero de recipientes empleados en la preparacion de la muestra,
No utilizar recipientes de gran volumen,

2) Enjuagar cuidadosamente los recipicntes y materiales, que han estado en contacto con la
muestra acuosa, con un pequciio volumen de un disolvente organico en el cual los analitos
de interés sean muy solubles. Adicionar el disolvente de enjuague a la muestra preparada en
el recipiente final que la contiene.

3) No utilizar recipientes de plistico porque en este material los solutos hidrofobicos se
adsorben més fuertemente.

4) Para evitar contanunacion cruzada, limpiar cuidadosamente todo el material de vidrio
despuds de cada experimento. Asitnismo, lavar fa tuberia y la cabeza de la bomba empleada
para la carga de muestra con metanol o acetonitrilo puros.

Es importante seitalar que ¢l tratamicnto de muestra descrito aqui, previo a
las operaciones de preconcentracion y anélisis en linea, es la inica etapa del método en la
que la muestra ¢s manipulada por ¢l analista. En todas las operaciones subsecuentes no hay
manipulacion externa de la misma.
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2.5. PROCEDIMIENTO PARA LA PRECONCENTRACION Y
ANALISIS EN LINEA DE CLORO Y NITROFENOLES,
El sistema experimental en linea para efectuar la preconcentracion, limpieza y

andlisis de los fenoles estd constituido por dos precolumnas empacadas con adsorbentes de
naturaleza diferente acopladas a una columna analitica de fase reversa tal y como se¢ muestra

enla figura 3.

ﬂ@%ﬁw@{ ]

FIGURA 3. Diagrama del sistema experimental cn linea para efectuar la preconcentracion,
limpicza y anélisis de los fenoles.
P1, P2: bombas, siendo P1; sistema HPLC para gradiente binario

y P2: bomba isocratica.

A, B; vilvulas de conmutacidn

C: inyector

W: deshechos

UV: detector ultravioleta de arreglo de diodos
RP: precolumna polimérica de extraccion

AX: precolumna anidnica de purificacion
RP-HPLC: columna analitica de fase reversa C-18
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Al principio se trabajo con muestras sintéticas dopadas con concentraciones
conacidas  de los compuestos fendlicos y una vez que se encontraron las condiciones
adecuadas para realizar la extraccion en fase sdlida y el andlisis cromatogrifico de las
solutos; se aplicd dicho método a muestras de agua siendo necesario incluiv un paso previo
de filtracidn,

La extraccion y concentracion de los fenoles se electia en una precolumna
(RP) de acero inoxidable (30 x 4.6 mm D.1.), empacada con un adsorbente polimérico poco
selectivo del tipo estireno-divinilbenceno. La bomba isocratica P2 pennite pasar la muestra
de fenoles a través de la precolumna polimérica. Esta precolumna se encucntra montada en
una valvula de commutacidn (A). Los solutos se aislan y concentran bajo condiciones acidas
(pH=2), quedando adsorbidos en su forma molecular, El volumen de muestra de fenoles que
se percola en esta precolumna es de 75 ml; se considerd este volumen de carga debido a que
los otros compuestos orgdnicos presentes en la muestra de agua pueden disminuir el
volunien de fuga de los solutos de interés. Ademas con este volumen de carga ninguno de
los analitos se fuga de la precolumna polimérica.

La purificacion del extracto se realiza en la precolumna AX (20 x 2 mm D.1),
empacada con un intercambiador de aniones ¢l cual es un adsorbente mas selectivo. Para
ionizar a los solutos, se emplea una mezcla metanol-sosa (pH=11) 40:60 (v/v). La limpieza
se reatiza transfiriendo los solutos con dicha mezcla desde ta precolumna polimérica hacia la
precolumna anidnica; ésta se encuentra montada en la valvula de conmutacion (B). Esta
precolumna enidnica (AX) se conecta en linea con una columna analitica (150 x 4.6 mm
D.1.) empacada con una fase reversa C18.

Este acoplamiento se realiza con la valvula de conmutacién (B), por lo que al
cambiar la posicion de esta valvula se realiza la desorcion de fos fenoles de la precolumna
anionica y su correspondiente andlisis cromatogréfico en la columna analitica (RP-HPLC),
empleando un gradiente de disolventes.

El andlisis de los cloro y nitrofenoles se realiza con un detector ultravioleta
con arreglo de diodos que permite trabajar a diferentes condiciones de sensibilidad y
longitud de onda simultancamente.

En la seleccion de las condiciones éptimas para la cuantificacion en CLAE
utitizando un detector ultravioleta deben considerarse ta longitud de onda de trabajo, el
ancho de banda instrumental y la constante de tiempo del detector. Para una mejor
sensibilidad * la longitud de onda de trabajo debe ubicarse en las proximidades del maximo
de absorcion de los ?icos de interés. Con excepcidn de los fenoles 4-6-dinitro-2-metilfenol y
el pentaclorofenol *, cuyos maximos de absorbancia se encuentran cercanos a 254 nm, la
longitud de onda de los miximos de absorbancia de los otros fenoles se encuentra cercana a
los 270 nm.

El procedimiento experimental del método de analisis desarrollado en este
trabajo se describe a continuacion:
1) La precolumna polimérica (RP) empacada con el adsorbente apolar, se equilibra can 20
mi de una mezcla metanol-dcido perclérico (pH=2) 10:90 (v/v). La bomba isocratica P2
permite pasar esta disolucion por la precolumna, empleando un flujo de 2 mV/min, La
precolumna se encuentra montada en la valvula de conmutacion A.
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2) Cargar en la precolumna RP 75 mi de mwuestra de fenoles previamente filtrada y
acidificada a pH=2. Sc emplea la bomba P2 para realizar esta extraccion a un flujo de 2
ml/min.

3) Lavar la precolumna de extraccién con 0.3 ml de agua pura, empleando un flujo de 0.1
mUmin. El disolvente de lavado tiene por objeto elininar sales, acidos, bases o algunos
compuestos muy polares que pudieran haber quedado en el volumen intersticial de la
precolumna durante la carga de la muestra.

4) Acondicionar Ia precolumna de purificacion (AX) con 20 mi de la mezcla de metanol-sosa
(pH=11) 40:60 (v/v) a un flujo de | ml/min. Esta precolumna s¢ encuentra montada e la
vilvula de conmutacion B; por lo que con 1 ayuda de la bomba isdcratica P2 y el cambio de
posicion de dicha valvula se reafiza el acondicionamiento.

S) Transferencia en linca de los solutos desde la precolumna RP hacia la precolumna AX con
20 ml de la mezcla metanol-sosa (pH=11) 40:60 (v/v) a un flujo de 1 ml/nin.

6) Acondicionamiento de la columna analitica (RP-HPLC) con 8% de la fase B durante 1S
min, empleando el sistema de bombas P1 para gradiente binario. Este acondicionamiento se
realiza a un flujo de | mVmin.

7) El andlisis de la muestra concentrada y purificada se realiza acoplando en linca la
precolumna AX con la columna analitica (RP-BPLC). La desorcion y analisis
cromatogrifico de los compuestos fendlicos se realiza cambiando la posicion de la vaivula
de conmutacién B y con el sistema de bombas P1,

Las condiciones para la desorcidn, separacion y deteccion de los fenoles son
las siguientes;
Fase movil:
Fase A: acetonitrilo-agua (pH=4.5) 15:85 (v/v), conteniendo NaCiOy 001 M y
CH;COOH-CH;COONa 0.02 M.
Fase B: acetonitrilo-agua (pk=4.5) 70:30 (v/v}, conteniendo NaClQ, 0.01 M y CH;COOH-
CH;COONa 0.02 M.

Gradiente empleado:

[ =1

Tiempo (min) 35 |50
%B 8 |60 |60
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Condiciones del detector:

Sensibilidad: 0.05 AUFS,
Longitud de onda: 270 nm.
Constante de ticmipo: 0.2

Flujo: 1 m/min.
Temperatura: ambiente,

Simultaneamente, en esta etapa la precolumna (RP) se lava con 30 ml de agua

pura.
8) Acondicionamiento del sistema acoplado en linea AX-RP-HPLC con 8 % de la fase A

durante 15 min a un flujo de | m/min.

9) Inyeccion de 24 pl del estandar de fenoles, manteniendo la precolumna AX en linea con ta
columna RP-HPLC. Durante esta etapa del método, se aprovecha para realizar
simultdneamente el lavado de la precolumna RP con 20 m! de una disolucion de metanol-
agua 80:20 (vIv).

10) Finalmente las tres columnas cromatograficas: RP, AX y RP-HPLC sc lavan cada una
con 10 ml de agua pura.

2.6, EVALUACION ESTADISTICA DEL METODO
DESARROLLADO.

La evaluacién estadistica del método incluye los siguientes parfimetros:
linealidad, precision, y exactitud.

Para estudiar la linealidad del método, se analizaron muestras de agua grado
cromatogréfico, dopadas con cada uno de los seis fenoles hidrofdbicos empleando
concentraciones que variaron entre 1.33 y 100 ppb.

La precision del método se evalué mediante el andlisis de siete muestras
dopadas con cada uno de los fenoles a una concentracion de aproximadamente 13. 3 pg/l de
cada soluto.

Para evaluar la exactitud del método se tomaron en cuenta las recuperaciones
obtenidas de cada uno de los solutos en los andlisis de siete muestras dopadas con cada uno
de los fenoles a una concentracion de aproximadamente 13.3 pug/l de cada soluto.
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2.7. ANALISIS DE MUESTRAS ACUOSAS: AGUA POTABLE,
AGUA DE POZO Y AGUA DE MANANTIAL.

Una vez realizada la certificacion del método considerado, éste se aplico a
muestras de agua reales que incluyen agua potable, agua de pozo y agun de manantial.
Cuando se trabaja con muestras de aguas naturales debe realizarse una filtracion previa ya
que estas muestras contienen solidos en suspension. E! método desarrollado para la
preconcentracidn y anlisis cromatogrifico de los cloro y nitrofenoles se aplicé a muestras
acuosas sin dopar y dopadas con los seis fenoles hidrofobicos.
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CAPITULO 3,
RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1. CAPACIDAD DE RETENCION DE LA PRECOLUMNA
POLIMERICA DE FASE REVERSA.

La extraccion y concentracidn de los fenoles poco polares se realiza en fa
precolumna de fase reversa empacada con una fase estacionaria de un copolimero del tipo
poliestireno-divinilbenceno (PSDVBY), dicho material también sc conoce cominmente como
PRP (polymeric reverse-phase).

Durante el desarrollo de este trabajo experimental, se realizaron varios
ensayos con el objeto de obtener ¢l frente de elucién de la mezcla de fenoles. Al percolar en
ta precolumna PRP 100 ml de la muestsa Acida de los fenoles hidrofdbicos (pH=2) a niveles
de ppm, no se observo ningin frente, por esta razon se considera que el volumen de fuga de
los fenoles es mayor de 100 ml. Es decir, pueden cargarse en dicha precolumna 100 mi de la
mezcla de los fenoles sin que exista fiuga de fos analitos.

Aunque es interesante cargar un volumen de muestra lo mas grande posible
para lograr limites de deteccién muy bajos, es necesario considerar que, debido a la pobre
selectividad de los adsorbentes PSDVB, muchos otros compuestos orgénicas presentes en
la matriz acuosa seran tumbién adsorbidos. Esto tiene por consecuencia el disminuir la
capacidad de retencion del adsorbente hacia los compuestos de interés y por lo tanto su
volumen de fuga. Por otra parte, la adsorcién y preconcentracion de una gran cantidad de
materia organics puede dificultar el proceso ufterior de limpicza del extracto. Por estas
razones se limitd el volumen de carga a 75 ml ya que con estas condiciones se logra obtener
una buena sensibilidad para el anglisis de los fenoles y no se observa fuga de los analitos aiin
con muestras acuosas fuertemente cargadas en materia orgénica.

3.2, DESORCION DE LOS FENOLES DE LA FASE POLIMERICA
PRP.

La segunda etapa de extraccion de los compuestos fenélicos se basa en el
heclio de que la retencion de los compuestos orgnicos en los adsorbentes poliméricos
disminuye notablemente cuando dichos compuestos son fonizados; asi, la fonizacién de los
fenoles para formar compuestos anionicos permite efectuar la purificacion o limpieza del
extracto orginalmente obtenido en la precolumna PRP. Este proceso se realiza transfiriendo
los solutos con una mezcla metanol-sosa desde la precolumna de fase reversa hacia fa
precolumna anidnica,

Sin cmbargo, es necesario enfatizar que entre mayor sea la proporcion de
modificador orgénico en el disolvente empleado para fa desorcion, mayor ¢s el riesgo de que
otros compuestos interferentes, fonizables o no, inicialmente retenidos en In precolumna de
fase reversa se desorban y transfieran a 1a segunda precolumna. Como, por otra parte, las
resinas de intercambio de aniones presentan también propicdades de adsorcion del tipo fase
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reversa, los compuestos desorbidos de la primera precolumna pueden ser retenidos en la
segunda por cualquiera de los dos mecanismos, intercambio idnico o fase reversa o una
combinacidn de ambos.

Por las razones anteriores, y para no comprometer el proceso de limpicza del
extracto, en este trabajo se busco limitar al minimo la proporcion de modificador orgdnico
en el disolvente de desorcidn pero tratando de lograr al mismo tiempo una desorcion
cuantitativa de los fenoles de interés.

Después de realizar varios ensayos, se encontrd que las condiciones optimas
para realizar la transferencia son empleando 20 m! de una mezcla metanol-sosa (pH=11)
40:60 (v/v).

La figura 4 muestra ¢l frente de desorcion de la mezcla de fenoles con la
mezcla anterior, esto demuestra que los solutos se desorben bien de la precolumna
polimérica con los 20 ml de la mezcla metanol-sosa seleccionada.
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FIGURA 4, Frente de desorcion de la mezcla de fenoles,
Condiciones; Disolvente de elucién metanol-sosa (pH=11) 40:60 v/v.
Deteccion UV a 270 nm. Flujo T mi/min. Temperatura ambiente.
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3,3, CONDICIONES EXPERIMENTALES DE LA SEPARACION
CROMATOGRAFICA DE LA MUESTRA DE FENOLES,

El analisis de la muestra concentrada y purificada se realiza acoplando en
linea la precolumna aniénica con una columna analitica de alta eficiencia.

Para Jograr una buena separacion de la mezcla de fencles era necesario
determinar la composicion adecuada de Ia fase mdvil tal que permitiera efectuar la etucion de
los solutos, es decir 1a transferencia en linea de los solutos de la precolumna anidnica hacia
la columna analitica y su correspondiente separacion cromatogrifica,

Al efectuar diversos ensayos se observd que con la corrida isocratica no se
logra obtener una resolucion aceptable de ia mezcta de los seis fenoles hidrofobicos. Los
primeros solutos (nitrofenoles y monoclorofenoles) eluyen rapidamente mientras que los
fenoles multiclorados tienen tiempos de retencion muy largos y dan lugar a picos
excesivamente anchos y dificiles de integrar.

Ademis, como este método se desarrollé para aplicarlo en muestras de agua
residuales y superficiales, se pretendio que los tiempos de retencion de los primeros sofutos
eluidos fueran relativamente grandes con el objeto de que todas las interferencias presentes
en la matriz, no eliminadas durante los procesos de preconcentracion y limpieza, y que
generalmente eluyen a tiempos de retencion muy cortos, pudieran interferir en el andlisis y
deteccion de los solutos de interés. En efecto, cuando se trabaja con muestras de aguas
naturales, es comun gbservar al principio del cromatograma la elucion de un gran “pico de
matriz” que desciende muy lentamente y dificulta o hace imposible la cuantificacion precisa
de los analitos poco retenidos. Por esta razdn, se ensayd la elucion en gradiente. La
separacion y andlisis de la mezcla de fenoles se realizé en una columna C-18 de fase reversa
de 5 p de tamafio de partlcula y empleando un detector ultravioleta de arreglo de diodos.

Las condiciones de la deteccién son: longitud de onda = 270 nm y
sensibilidad = 0.05 AUFS. Después de evaluar diversos gradientes de elucion, el que
proporciond la separacion mas adecuada de la mezcla de los fenoles hidrofébicos fué el
siguiente:

Tiempo (min.) { 0 { 35| 50
%FaseB [ 8]60] 60

La figura 5 muestra un cromatograma de la mezcla de los seis fenoles
considerados empleando el gradiente de disolventes anterior. La separacién presentada en la
figura se obtuvd al efectuar una inyeccion de 24 pl de una disolucion con una concentracion
de 25 ppm de cada uno de los fenoles estudiados, La identificacion de los picos s¢ efectud
en base a los tiempos de retencion obtenidos a partir de inyecciones por separado de cada
uno de los fenoles. El orden de elucion fué el siguiente: 1) 4,6-dinitro-2-metilfenol, 2) 2,4-
dimetilfenol, 3) 4-cloro-3-metilfenol, 4) 2,4-diclorofencl, 5) 2,4,6-triclorofenol y 6)
pentaclorofenol.
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FIGURA 5. Cromatograma de la mezcla de fenoles.
Condiciones: Inyeccion de 24 pl de una disolucion estandar de fenoles a 25 ppm.
Columna (150 X 4.6 mm D 1.) empacada con Spherisorb ODS-2 de 5 i, elucion
en gradiente , Fase A: acetonitrilo-agua (pH=4.5) 15:85 v/v conteniendo NaClO,
0.01 M y CH,COOH-CH;COONa 0.02 M, Fase B: acetonitrilo-agua (pH=4.5)
70:30 v/v conteniendo NaClO, 0.01 M y CH;COOH-CH;COONa 0.02 M.
Solutos: (1) 4,6-dinitro-2-metilfenol, (2) 2,4-dimetilfenol, (3) 4-cloro-3-metilfenol,
(4) 2,4-diclorofenol, (5) 2,4,6-triclorofeno! y (6) pentaclorofenol.



3.4. EVALUACION ESTADISTICA DEL METODO
DESARROLLADO.

3.4.1. SELECTIVIDAD DEL METODO.

Se ha desarrollado un método simple y relativamente rdpido para la

determinacion de cloro y nitrofenoles en agua mediante el empleo de un sistema
bidimensional de precolumnas acopladas en linea con la cromatografia de liquidos. La
selectividad del método para los solutos de interés esta basada en los siguientes factores:
- Uso de tres lases estacionarias diferentes para extraer, aislar y separar los compuestos. En
efecto, los solutos son primeramente extraidos en una fase reversa polimérica,
posteriormente son transferidos a un intercambiador de aniones y finalmente son eluidos en
linea y separados en una fase reversa C-18.

- Optimizacion de las condiciones de transferencia de los sofutos de la primera a la segunda
precolumna. La composicion y pH del disolvente usado para la transferencia son tales que
solo los solutos débilmente retenidos en la fase polimérica o los solutos capaces de ionizarse
a pH 11 seran transferidos al intercambiador de aniones. Entre estos solutos, sélo los
aniones quedaran retenidos en la segunda precolumna,

- Seleccion de longitud de onda de deteccion. La longitud de onda de 270 nm es la mis
adecuada para la deteccion de fenoles. Aun cuando otros solutos aromaticos también
absorben a esta longitud de onda, 1a sensibilidad para su deteccidn es relativamente menor.
Evidentemente, en matrices muy complicadas, como podria ser el caso de
algunas aguas residuales, hay una pequefia posibilidad de que algin compuesto con
propiedades andlogas a las de los fenoles atraviese las dos precolumnas y eluya en tiempos
de retencion similares a alguno de los compuestos de interés. Para evitar falsos andlisis es
conveniente programar al detector UV con arreglo de diodos para tomar espectros de
absorcion en tiempos que correspondan al inicio, el vértice y el final de los picos de los cloro
y nitrofenoles. De esta manera se eliminarian practicamente todos los riesgos de
identificacion falsa e incluso se detectaria la coelucidn de compuestos en un mismo pico.

3.4.2, LINEALIDAD DEL METODO DESARROLLADO.,

La lincalidad del método es un pardmetro que debe estudiarse
adecuadamente, especialmente si se desean analizar trazas. Representa el intervalo lineal de
concentraciones en el cual se cumple la proporcionalidad entre la concentracién de analito y
su respuesta. Dentro de este intervalo lineal se puede determinar el compuesto de interés por
interpolacién.
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Para estudiar el intervalo lineal de concentraciones del método desarrollado
en este trabajo, se analizaron muestras de agua grado cromatogréfico dopadas con cada uno
de los seis fenoles empleando un rango de concentraciones de 1.33 a 100 ppb.

A continuacion se muestran las rectas de regresion de cada uno de los
fenoles. Estos resultados se presentan en las tablas 6-11 y en las figuras 6-11,

TABLA 6. Variacion de la respuesta del detector en funcion de la concentracion del 4,6-
dinitro-2-metilfenol en la muestra de agua dopada.

TABLA6
Concentracion del soluto (ppb) | Area (cuentas)

1.18 80327

2.36 158435
5.90 524107
11.8 967799
11.7 1382712
35.4 2973424
53.1 4331414
70.8 5397850

La ecuacidn de regresion es; Y = 3935529 + 78146.93 X
El factor de correlacién ()= 0.998
¥ =0.997
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FIGURA 6. Relacion drea vs concentracion para e! 4,6-dinitro-2-metilfenol en el intervalo
estudiado.

TABLA 7. Variacion de la respuesta del detector en funcién de la concentracion del 2,4-
dimetilfenol en la muestra de agua dopada.

TABLA 7
Concentracion del soluto (ppb) | Area (cuentas)

2.36 79280

5.90 192290
118 477176
17.7 702804
354 1371784
53.1 1873288
70.8 . 2122910
88.5 2295546

La ecuacion de regresion es: Y = 172421.67 +27073.16 X
El factor de correlacion (£)= 0.977
r'=0.954
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FIGURA 7. Relacion drea vs concentracion para et 2,4-dimetilfenol en el intervalo

estudiado.

TABLA 8, Variacion de la respuesta del detector en funcion de la cancentracion del 4-cloro-

J-metilfencl en la muestra de agua dopada.

TABLA 8
Concentracion del soluto (ppb) | Area (cuentas)
1.18 41424
2.36 111010
5.90 257932
11.8 531295
17.7 741994
354 1498880
§3.1 2205398
70.8 2646453
88.5 3429877

La ecuacion de regresion es: Y = §3275.56 + 38285.98 X

El factor de correlacion (r)= 0,998
r* = 0,99
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FIGURA 8. Relaci6n drea vs concentracion para el 4-cloro-3-metilfenol en el intervalo
estudiado.

TABLA 9. Variacion de la respuesta del detector en funcion de la concentracion del 2,4-
diclorofenol en la muestra de agua dopada.

TABLA9
Concentracion del soluto (ppb) { Area (cuentas)

1.18 39564

2.36 79315

5.90 199882
11.8 393758
17.7 645784
354 1253912
53.1 1833997
708 2169126
88.5 2816069

La ecuacion de regresion es: Y = 41004.99 +31585.64 X
El factor de correlacién (r)= 0.997
r*=0.995
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FIGURA 9. Relacion area vs concentracion para el 2,4-diclorofenol en ¢l intervalo
estudiado.

TABLA 10. Variacion de la respucsta del detector en funcion de la concentracion det 2,4,6-
triclorofenol en la muestra de agua dopada.

TABLA 10
Concentracion del soluto (ppb) | Area (cuentas)
2.36 38044
5.90 129448
11.8 253130
17.7 384867
354 794431
53.1 1134843
70.8 1412634
88.5 1856698

La ecuacién de regresion es: Y = 13360.61 + 20638.86 X
E! factor de correlacion (r)= 0.998
r* = 0997
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FIGURA 10. Relacion drea vs concentracion para el 2,4,6-triclorofenol en el intervalo
estudiado.

TABLA 11. Variacion de la respuesta del detector en funcién de la concentracién del
pentaclorofenol en la muestra de agua dopada.

TABLA 11
Concentracién del soluto (ppb) | Area (cuentas)
236 94358
590 244255
1.8 482523
17.7 714087
354 1502839
53.1 2132438
70.8 2725758
88.5 3612336

La ecuaci6n de regresion es.Y = 12725.87 + 399211 X
El factor de correlacion (r)=0.999
* =0.998
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FIGURA 11. Relacion drea vs concentracion para el pentaclorofenol en el intervalo
estudiado.

Los coeficientes de correlacién, r, de cada recta de regresion se determinaron
por ¢l método de los minimos cuadrados, su valor es una medida de la calidad del ajuste de
los puntos experimentales. Los coeficientes de comelacion de cinco de las rectas de
regresion son cercanos a la unidad, de manera que el ajuste de los puntos experimentales se
considera razonablemente lineal.

De los resultados obtenidos se aprecia que las rectas de regresion obtenidas
para los solutos; 4,6-dinitro-2-metilfenol, 4-cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofenol, 2,4,6-
triclorofeno! y pentaclorofenol, se ajustan al modelo lincal. Para estos solutos el intervalo de
concentraciones estudiado es lineal desde ~ | a ~ 90 ppb. Para el caso particular del 2,4-
dimetilfenol se observa claramente que no hay relacién lincal entre drca y concentracion en
este intervalo; la curva se aplana hacia fas concentraciones mis elevadas formando una
meseta. Se considera que este comportamiento s¢ debe a que al sumentar la concentracion
de este soluto en fa muestra, se incrementa su tendencia a fugarse de la precolumna anidnica
durante el paso de transferencia, como se discutird posteriormente,

En la aplicacion del método de los minimos cuadrados es necesario suponer
que hay una relacidn lineal entre las dreas de los picos en cuentas (Y) y 1a concentracion del
analito (x), y estd dada por la ecuacion;

Y=a+bx (1)
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donde:
a= ordenada al origen.
b= pendiente de la recta.

Los valores de a y b obtenidos en las ecuaciones de ajuste son estimadores de
los coeficientes de regresidn oy §§ de la curva de regresion real: Y = o+ x (2)

Independientemente, de la apariencid dela recta, resulta conveniente evaluar
los estimadores de regresion enun intervalo de confianza dado, por ejemplo a=0.05.

Para evaluar la ordenada al origen de cada recta de regresion, es necesario
realizar una prucba estadistica para verificar que las rectas de cada soluto que describen la
variacion de la respuesta del detector en funcion de la concentracion de cada fenol, pasan
por ¢l origen de} sistema de coordenadas, es decir cs necesario probar si estadisticamente el
estimador a = 0 para un nivel de significancia a=0.05.

Sea la hipotesis nula Hy . 0= 0

hipotesis alterna Hy : 02 0

nivel de significancia: 0.05

criterio: empleando un nive! de significancia dado, se rechaza la hipotesis nula sit <~ t
a2 0t > tgn, donde 1., s el valor de fa t de student, para un nivel de significancia 0=0.05
con (n - 2) grados de libertad. Se emplea el estadistico de prucba

Donde: n escl niwero de puntos sobre la recta de regresion, x es ¢l valor promedio de los
valores x;, y el valor de S, esta dado por:

112

R xSy '(Sxy)z

T dn-2)s, 0

2

See =nix,2 —-(ix,) (5)

i} i=)

2

S "% [5)) ©)

in} 11l
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Sn- =”ix|yi '_(i'“ 5 )',) (7)
) 121 |

Los resultados obtenidos en la verificacion de la hipotesis nula para los seis fenoles

=t &

considerados, empleando un nivel de significancia a=0.05, s¢ presentan en la tabla 12,

TABLA 12, Verificacion de la hipdtesis nula que establece que las rectas de regresion pasan

por ¢l origen del sistema de coordenadas. Nivel de significancia «=0.05.

TABLA 12
Soluto t n{twin2gl) ] iserechaza lahipotesis
nula?
4,6-dinitro-2-metilfenol | 0.642 | 8 2447 no se rechaza
2,4-dimetilfenol 1.538 | 8 2.447 no se rechaza
4-~cloro-3-metilfenol 1425 1 9 2.365 no se rechaza
2,4-diclorofenol 1.11 |9 2.365 no se rechaza
2,4 6-triclorofenol 0667 | 8 2.447 no se rechaza
pentaclorofenol 0371 { 8 2,447 no se rechaza

Los intervalos de confianza del coeficiente “a” de las seis rectas de regresion se pueden

estimar mediante {a ecuacién (15) y los resultados obtenidos se muestran en la tabla 13.

TABLA 13. Limites del intervalo de confianza para el coeficiente “a” de cada recta de

regresion de los seis fenoles de Ia muestra, para un nivel de significancia o = 0.05.

TABLA 13

Soluto

Intervalo de confianza (4rea, cuentas)

4,6-dinitro-2-metilfenol

-11063< a < 189345

2,4-dimetilfenol

- 101899 < a < 446742

4-cloro-3-metilfenol

- 35141 <a < 141693

2,4-diclorofenol

- 46021 <a < 128031

2.4 6-triclorofenol

- 35655 <a <62377

pentaclorofenol

- 71185 <a < 96637
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3.4.3, EXACTITUD Y PRECISION.

La exactitud de un método también conocida como error sistemitico,
corresponde a la diferencia entre el valor obtenido (media) y el valor verdadero. La
exactitud puede determinarse a partir de las recuperaciones obtenidas de cada soluto.

La recuperacion del soluto debe acercarse al 100 %.

La recuperacion de cada fenol se determind mediante el anafisis de 7 muestras
de agua grado HPLC dopadas con una concentracidn de cada soluto de 13.3 ppb, Para el
cilculo de fa recuperacion se relaciond el drea del pico de cada soluto obtenido con la
muestra dopada con la mezcla de fenoles con respecto al drea obtenida por la inyeccion
directa de una cantidad igual del soluto respectivo. Ademas para tener un valor real de ln
recuperacion se tomaron en consideracion los factares de correccion debidos a fa calibracion
de Ia punta de fa micropipeta, ef volumen del loop y ¢l efecto debido a fa dilucion de la
muestra durante su preparacion previa a Ios operaciones en linea.

La precisién se expresa matemdticamente como la desviacion estandar, o,
estimada analiticamente por § o mis comiinmente por ¢f coeficiente de variacién (CV). E!
estimador S de la desviacion esténdar se determina mediante la siguiente expresion;

Donde; n es el nimero de medidas, X; es e valor medido en el ensayo i, y X ¢l estimador de
la media poblacional yt, calculado como:

2%
Xetbe o 9)

Ademas ef coeficiente de variacidn puede calcularse mediante la expresion:

810
cv =~.}\7—9 (10)
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En la tabla 14 se presentan los resultados correspondientes a la recuperacion y precision
para cada uno de los seis fenoles considerados.

TABLA 14

Soluto n | Recuperacion (promedio) | § (recuperacion) | CV
4,6-dinitro-2-metilfenol | 7 95.2 1.7 1.8
2,4-dimetilfenol 7 52,6 1.3 25

4-clorn-3-metilfenol | 7 94.4 1.8 2
2 4-diclorofenol 7 94.6 1 1.1
2,4,6-triclorofenol 7 100.3 2.65 2,6
pentaclorofenol 7 82.2 232 28

De los resultados anteriores puede notarse que el % de recuperacion promedio obtenido
para estos fenoles es satisfactorio considerando que se trabaja & muy bajos niveles de
concentracién, cercanos a la decena de ppb, excepto en el caso del 2,4-dimetilfenol cuya
recuperacion es muy baja. Los pobres resultados obtenidos para este ultimo fenol son
debidos a su elevado pKa (10.58) como se discutird posteriormente.

Para establecer si los solutos alcanzan una recuperacion equivalente al t00 %, se realiza una
prueba estadistica. El estadistico que se emplea es el siguiente:

X-p

’=s/\/; (1)

Donde el estadistico t representa el valor de una variable aleatoria que tienc Ia distribucion t
con (n-1) grados de libertad.

hipotesis nula H,: p=100

hipdtesis alterna: H; : p# 100

nivel de significancia a=0.05

criterio: se rechaza la hipdtesis nula si t calculada < - tay (n-1 grados de
libertad) o t calculada >tqz (n-1). Para un nivel de significancia a=0,05
Los resultados obtenidos de esta prucba estadistica se muestran en la tabla 15.
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TABLA 15

Soluto njtcalculada | toes (6 gradosde | sse rechaza la hipotesis

libertad) nula, para un nivel de

significancia a=0,05?
4,6-dinitro-2-metilfenol | 7] -7.47 2.447 si
2,4-dimetilfenol 71 -96.5 2447 si
4-cloro-3-metilfenal | 7| -8.23 2447 st
2,4-diclorofenol 71 ~-142 2447 si
2,4,6-triclorofencl 7 0.3 2447 1o
pentaclorofenol 7( =203 2447 si

De los resultados anteriores, puede concluirse que solamente para el 2,4,6-triclorofenol se
alcanza un % de recuperacion del 100 %.

También ¢ intervalo de confianza para la recuperacion de los seis fenoles
considerados puede estimarse mediante [a expresion:

- s - s
x—!u,z(—\/-'—;)SRSx+!a,2 f (12)

La tabla 16 nestra los intervalos de confianza de cada fenol obtenidos mediante la
expresion anterior para un nivel de significancia «=0.05.

TABLA 16
Soluto Intervalo de confianza
4,6-dinitro-2-metilfenol 93.6 < R<96.8
2,4-dimetilfenol 51.4<R £53.8
4-cloro-3-metilfenol 92.7 <R £96.1
2,4-diclorofencl 93.7<R <955
2.4,6-triclorofenol 97.8<R 51028
pentaclorofencl 80.1 SR <843

54




Las prucbas anteriores permiten deducir las siguicntes conclusiones con
respecto al métado desarrollada y su capacidad para determinar los fenoles de interés a
niveles de concentracion del orden de fa decena de ppb en agua pura.

1) La recuperacion del 4,6-dinitro-2-metilfenol, ef 4-cloro-3-metilfenol, el 2,4-diclorefenol y
el 2,4,6-triclorofenol es muy buena para niveles de trazas, ya que rebasa cf 90%.

2) La recuperacion del pentaclorofenol, del orden de! 80%, es aceptable a eslos niveles de
concentracion, sobre todo si se considera que Ia alta hidrofobicidad de este soluto dificula
considerablemente su recuperacion cuantitativa. En efecto, los solutos con un fuerte caracter
hidrofobico ticnden a adsorberse en los materiales que entran en contacto con sus
disoluciones acuosas (frascos, matraces, inembranas de filtracion, tuberia, etc.) por lo que
pricticamente nunca se logran obtener recuperaciones del 100% en las determinaciones de

éstos en agua.

3) E! método desarrollado no es adecuado para la determinacion de fenoles de pKa muy
elevado como ¢l 2,4-dimetilfenol ya que se obtienen muy bajas recuperaciones. De los
resultados de este trabajo y de uno anterior realizado en el Laboratorio de Cromatografia de
Liquidos * de la Divisién de Estudios de Posgrado de fa Facultad de Quimica, UNAM,
estimamos que arriba de un pKa de 9, los métados de preconcentracién, limpieza y analisis
en linea son poco adecuados para fa determinacion de solutos ionizables a aniones. La EFS
fuera de linea seria probablemente una mejor opeion.

4) Para todos los fenoles, 1a precision de recuperacion al nivel de concentracion estudiado es
muy buena (CV < 5%), incluso para cl 24-dimetilfenol que no se recupera

cuantitativamente.
Por otra parte, para estudiar ln recuperacién a diferentes niveles de

concentracion, es conveniente graficar la cantidad de soluto recuperada (ng) contra la
cantidad de soluto cargada (ng), aplicando para la regresion el método de los cuadrados
minitnes. La pendiente debera acercarse a Ia unidad y fa ordenada al origen deberi pasar por
cero, estimando fos pardmetros de regresidn en general con un a=0.05.

Si estadisticamente el coeficiente “b” de las rectas de regresién de los solutos
es igual a 1, esto significa que la cantidad de soluto cargada ¢s igual su cantidad recuperada.
Es decir, ¢l % de recuperacién del soluto es 100%,

Una ordenada af origen significativamente diferente de cero indica un error de
tendencia constante (error sistematica) y se visualiza como una recta paralela a Ia tedrica, en
la cual el valor de la ordenada al origen corresponde a la magnitud del error.

Los resultados obtenidos de las gréficas de cantidad recuperada (ng) contra
cantidad cargada o concentrada (ng), se mucstran en las tablas 17-22 y en las figuras 12-17,

TABLA 17. Variacion de la cantidad de 4,6-dinitro-2-metilfenol recuperada en funcion de
su cantidad cargada.
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TABLA 17

Cantidad recuperada (ng) | Cantidad cargada (ng)
19.6 88.554
144.7 177.11
463.2 442.71
805.04 885.54
1219.6 1328.31
2531.6 2656.61
3798.5 3984.92
5167.2 5313.22

La ecuacion de regresion: Y=-24.8477 +0.9689 X
El factor de correlacion (r)= 0.999

r'=0.999
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FIGURA 12. Variacion de la cantidad de 4,6-dinitro-2-metilfenol recuperada en funcidn de
su cantidad cargada.

TABLA 18. Varacion de la cantidad recuperada del 2,4-dimetilfenol en funcion de su
cantidad cargada.
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TABLA 18

Cantidad recuperada (ng) | Canlidad cargada (ng)

96.44 17711

223.12 442,77

§30.8 885.54

791.68 1328.31
1526.17 2656.61
2178.86 3984.92
2779.97 $313.22
3507.66 6641.54

La ecuacion de regresion: Y= 52.2886 +0.5234 X
El factor de correlacion (r?= 0.999
r'=0.998
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FIGURA 13. Variacion de la cantidad recuperada del 2,4-dimetilfenol en funcion de
su cantidad cargada,
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TABLA 19. Variacion de fa cantidad recuperada del 4-cloro-3-metilfenol en funcidn de su
cantidad cargada,

TABLA 19
Cantidad recuperada (ng) | Cantidad cargada (ng)

78.25 88.554
200.7} 177.11

45314 442.77

891.5 885.54
1256.05 132831
259433 2656.61
3920.5 3984.92
4699.94 5313.22
6427.14 6641.54

La ecuacidn de regresién: Y= 33.0889 + 0.9398 X
El factor de correlacion (r)= 0.998
r'=0.996

4-cloro-dmtilfencl

0 ~r T v T M T /

FIGURA 14, Variacion de la cantidad recuperada del 4-cloro-3-metilfenol en
funcidn de su cantidad cargada.
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TABLA 20. Variacion de la cantidad recuperada del 2,4-diclorofenol en funcién de su
cantidad cargada.

TABLA 20
Cantidad recuperada (ng) } Cantidad cargada (ng)

91.55 88.554

180.5 177.11
437.43 4211
829.79 885.54
1396.15 1328.31
2704.44 2656.61
4071.28 3984.92
4750.1 5313.22
6479.09 6641.54

La ecuacion de regresion: Y= 47.4666 +0.9533 X
El factor de correlacion (r)= 0.997
1= 0.994

24-diclorofenol
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FIGURA 15. Variacion de la cantidad recuperada del 2,4-diclorofenol en funcién
de su cantidad cargada.

TABLA 21, Variacién de la cantidad recuperada del 2,4,6-triclorofenol en funcién de su
cantidad cargada. '
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TABLA 2}

Cantidad recuperada (ng) | Cantidad cargada (ng)
182,52 177.11
474.2 442,77
980.81 885.54
1341.88 1328.31
2788.23 2656.61
4075.06 3984.92
4799.33 5313.22
662723 664154

La ecuacion de la recta de regresion; Y= 83,2838 + 0.9614 X
El factor de correlacion (r)= 0.996

r*=0.993
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FIGURA 16. Variacion d¢ 1a cantidad recuperada del 2,4,6-triclorofenol en funcién
de su cantidad cargada.
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TABLA 22. Variacion de la cantidad recuperada det pentaclorofenol en funcion de su
cantidad cargada.

TABLA 22
Cantidad recuperada (ng) | Cantidad cargada (ng)
141.54 172.11
385.37 44277
734.47 885.54
1073.08 1328.31
2173.02 2656.61
3265.66 3984.92
3956.82 5313.22
5581.34 6641.54

La ecuacién de regresién: Y=13.8383 +0.8064 X
El factor de correlacion (r)= 0.996
r'=0.993

pontaclorokoncl
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FIGURA 17. Variacién de la cantidad recuperada de pentaclorofenol en funcion
de su cantidad cargada.
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Los coetficientes de correlacion, 1, para las rectas de regresion obtenidas son
cercanos a fa unidad; y par lo tanto los puntos experimentales se ajustan bien a una linea
recta. También cn estas rectas de regresion los estimadores (a) y (b) son muy importantes.

Como puede observarse el valor de los coeficientes "b” de las rectas de
regresion de cuatro de los fenoles es cercano a la unidad. Si estadisticamente el coeficiente
b=1, esto significa que la cantidad de soluto cargada cs igual a la cantidad del mismo
recuperada. Es decir, el % de recuperacion del soluto es igual a 100.

Se efectiia una prueba estadistica para demostrar que ¢l cocficiente "b” de la
recta de regresion es igual a 1,

hipdtesis nula H,: fi=1
hipdtesis alterna Hy: 21
Para efectuar 1a hipotesis se empled el estadlstico de prueba © siguiente:

t —= (13

_b-ﬁ Srt
TS, |n

En este caso el criterio es que la hipotesis nula se rechaza §i t < = tq3 01> tan , donde tan €5
el valor de la t student para un aivel de significancia o=0.05 con (n-2) grados de libertad,

Los resultados obtenidos en la verificacion de la hipdtesis nula se presentan
en la tabla 23.

TABLA 23. Verificacidn de la hipétesis nula que establece que la pendiente de las rectas de
regresion es igual a la unidad. Nivel de significancia=0.05.

TABLA 23
Soluto t(calculada) | n { togas (n~2 grados de | (Se rechaza la hipotesis
libertad) nula?
4,6-dinitro-2-metilfenol -3.92 3 2.447 si se rechaza
2, 4-dimetilfenol <524 8 2447 si se rechaza
4-cloro-3-metilfenol -2, 74 9 2,365 si s rechaza
2 4-diclorofenot -1.79 9 2.365 10 se rechaza
2,4 6-triclorofenol -1.24 8 2.447 no se rechaza
pentaclorofenol -7.49 8 2.447 si se rechaza

El intervalo de confianza de los coeficientes “b" de las seis rectas de regresion puede
calcularse mediante la expresitn:

n
biity,.S, e (14)

=
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En la tabla 24 se muestran los intervalos de confianza de los coceficientes (b) de las rectas de
regresion de cada fenol para un nivel de significancia =0.05.

TABLA 24
Soluto Intervalo de confianza

4,6-dinitro-2-metilfenol 0.9495<h<0.9883
2,4-dimetilfenol 0.5012<b<0.5456
4-cloro-3-metilfenol 0.8879<b<0.9917
2.4-diclorofenol 0.8916<b<1.015
2,4,6-triclorofenol 0.8853<b<1.0375
pentaclorofenol 0.7432<b<0.8696

Comparando estos resultados obtenidos con los presentados en [a tabla (14),
¢s posible decir que se confirma una recuperacién 2 90% para [os siguientes sofutos; 4,6-
dinitro-2-metilfenol, 4-cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol. Una
recuperacion del orden de 80% para el pentaclorofenol y una baja recuperacién, del orden
de 50% para el 2,4-dimetilfenc! y esto para todo el intervalo de concentraciones estudiado
que comprende desde ~ 1 ppb hasta ~ 90 ppb. Por lo tanto el métado es adecuado para
determinar con exactitud y precision aceptables cinco de los seis fenoles en este intervalo de
concentraciones.

También debe verificarse que la interseccién de cada una de las rectas con e}
eje de las ordenadas sca estadisticamente igual a cero. Es necesario realizar [a prueba de
hipétesis correspondiente, y hacer uso de las expresiones (3-7) tomando en cuenta un nivel
de significancia de 0.05

TABLA 25. Verificacion de la hiptesis nula que establece que el cacficiente (a) de las
rectas de regresién de cada soluto es estadisticamente igual a cero. Nivel de significancia

a=0.05.

TABLA 25
Soluto t (calculada) } n | togs (n-2 grados de | ;Se rechaza la hipbtesis
libertad) " nula?

4,6-dinitro-2-metilfenol -1.20 8 2.447 10 se rechaza
2,4-dimetilfenol }.64 8 2447 no se rechaza
4-cloro-3-metilfenol 0.457 9 2.365 no se rechaza
2 4-diclorofenol 0.551 9 2365 no se rechaza
2,4,6-triclorofencl 0764 18 2.447 no se rechaza
pentaclorofenol 0.042 8 2447 no s¢ rechaza
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El intervalo de confianza para el coeficiente (a) de cada una de las rectas de regresion puede
determinarse mediante la expresion:

S +(m:"2

.
nS.

(1)

atiys,

TABLA 26. Intervalos de confianza de los coeficientes (a) de las rectas de regresion de los
seis solutos; considerando un nivel de confianza de 0.05.

TABLA 26

Soluto Intervalo de confianza
4,6-dinitro-2-metilfenol | -75.2751 <a <25.5797
2,4-dimetilfenol -25.5653 <a <130.1425
4-cloro-3-metilfenol | -138.1837 <a <204.3615
2.4-diclorofenol -156.2024 <a <251.1358
2,4,6-triclorofenol -183.3464 <a < 349.914
pentaclorofenol -217.7108 <a <225.3874

Los resultados presentados en la tabla (26) muestran que el coeficiente “a” de las rectas de
regresion de los analitos es estadisticamente igual a cero, por lo que se puede decir que el
método en linea desarrollado no muestra errores sistemdticos en la determinacioén de los
fenoles en el intervalo de concentracion estudiado.

3.5. CASO DEL 2,4-DIMETILFENOL,

Este soluto tiene, como se indico anteriormente un pKa muy elevado (10.58)
lo que significa que es un acido muy débil y por lo tanto dificil de ionizar.

Esta caracteristica hace que su tratamiento en un sistema como el aqui
desarrollado no sea nuy adecuado. Durante el primer paso del método (preconcentracion en
la precolumna PRP) ¢l soluto se fija facilmente sobre el adsorbente pues, atn sin necesidad
de acidificar la mmuestra, se encuentra en su estado molecular. E! problema se encuentra
durante la etapa de desorcidn de la precolumna PRP y transferencia en linea a la precolumna
anidnica. Para realizar este proceso es necesario alcalinizar fuertemente al disolvente de
transferencia, llevindolo a un valor de pH considerablemente mayor al pKa del soluto, para
lograr ionizarlo y provocar su desorcion cuantitativa de la fase reversa. En cfecto, se debe
considerar que en presencia de un adsorbente que fija a la especie molecular del soluto, el
equilibrio cido-base de éste se desplaza disminuyendo, ain més, 1a fuerza del 4cido:
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(P-OH - -0 + n* (equilibrio principal)

{p-OH (sol.) ~>(P-OH(ad.) (equilibrio secundario)

donde, (0-OH representa al 24-dimetilfeno! y los subindices “sol” y “ad” indican la
presencia de este soluto en disolucion y adsorbido en la fase sdlida, respectivamente.

Por lo anterior puede esperarse que una ionizacion cfectiva del soluto cn la
precolumna de fase reversa podra sélo lograrse con una disolucion de pH cercano a 13. Esto
no seria un gran problema desde el punto de vista de la estabilidad de! adsorbente ya que las
fases PRP son estables en todo el intervalo de pH.

Sin embargo, en estas condiciones la concentracion del ion OH en el
disolvente de transferencia es muy elevada, lo que significa que al llegar a In precolumna
anionica la fijacion del fenolato en el intercambiador idnico se ve fuertemente debilitada por

la competencia del anién OH', Esto se traduce en un volumen de fuga muy pequedo del
soluto en esta precolumna. Ademds se debe considerar que este efecto de disminucion del
volumen de fuga por competencia del ién hidroxilo no solo afecta al 2,4-dimetilfenal sino
también a los otros fenoles de interés que se transficren durante este paso.

Finalmente, llegamos a un problema insoluble para un sistema en linea, el 2,4
dimetilfenol no termina de ionizarse y desorberse de la fase PRP en la primera precolumna
cuando ya ha empezado a fugarse de la segunda precolumna debido a su débil fijacion
provocada por la alta concentracion de iones hidroxilo.

Asl, todos fos ensayos que se realizaron durante el desarvollo de este trabajo
para tratar de optimizar el pH del disolvente de transferencia, desde pH ~ 10 hasta pH ~ 13,
dieron resultados negativos. Nunca pudo lograrse recuperar mis de ~ 52% del 2,4-
dimetilfenol.

Por las razones anteriores en lo que sigue no se tomard en cuenta a este
soluto.

3.6. LIMITE DE DETECCION.

En muchos trabajos relacionados con el andlisis de contaminantes por

cromatografia se definc el limite de deteccion de un analito como la cantidad de compuesto
que al pasar por el detector produce una sefial significativamente diferente de la seiial de una
muestra en “blanco” o “sefial de fondo". Para algunos autores esto significa un cociente
seflal/ruido entre 2 y 4.
En quimica snalitica ® se describe ¢l limite de deteccion como la
concentracion de analito que proporciona una sefial igual a [a seital del blanco, yi , més dos
veces la desviacion estandar del blanco, Sp. Recientes recomendaciones de organismos
publices americanos sugieren que ¢l criterio deberia de ser;
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y—y[)=3Sn (16)
El limite de deteccion de los solutos considerados se estimard por dos procedimientos:

A. La determinacién del limite de deteccion de los solutos analizados por este método se
realiza mediante el empleo de las rectas de regresion de los solutos Area vs. Concentracion
obtenidas en ¢l andlisis de muestras de agua grado HPLC dopadas con los seis solutos en un
intervalo de concentraciones de 1.33 a ~ 90 ppb. Ademis se emplea In desviacion estandar
en cucntas de rea obtenida en el analisis de 7 muestras dopadas con los solutos a una
concentracion de 13.3 ppb. Los resultados de estas desviaciones estindar se muestran en la
tabla 27.

TABLA 27
Soluto n | S (drea, cuentas) | CV
4,6-dinitro-2-metilfenol { 7 27202 2.6
4-cloro-3-metilfenol | 7 26332 4.6
2,4-diclorofenol 7 19486 4.5
2,4,6-triclorofenol 7 10641 39
pentaclorofenol i 18494 3.6

En esta tabla el coeficiente de variacién (CV) obtenido para cada soluto, se refiere a la
varacién en las cuentas de drea de las determinaciones realizadas para los fenoles a
concentracién 13.3 ppb en 7 diferentes dias mientras que en la tabla 14 el CV se refierc a la
variacion en las recuperaciones de los fenoles en estos mismos 7 experimentos pero que
fueron determinadas con respecto al drea de los picos de la inyeccion del estindar realizada
¢l mismo dia. Bsto significa que la variabilidad de las dreas de los picos en diferentes dias se
corrige al inyectar el estandar de referencia cada dia. Por lo tanto la variabilidad mayor es
debida a cambios en la respuesta del detector de dia a dia y en mucho menor medida a la
variabilidad de los resultados obtenidos por el método desarrollado.

Para la estimacion del limite de deteccion se empled la expresion (16), en
donde el término yy corresponde al coeficiente (a) de las rectas de regresion de los solutos
considerados. Sin embargo, hay que recordar que en la seccion 3.4.2. se demostrd que este
coeficiente era estadisticamente igual a cero.

Con esta consideracion, los limites de deteccion de los seis fenoles, estimados a partir de las
rectas de regresion, de la desviacion estindar obtenida para un punto cercano al limite
inferior del intervalo lineal (13.3 ppb) y de la ecuacion (16) se muestran en la tabla 28.
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TABLA 28

Soluto Limite de deteccion (ppb)
4,6-dinitro-2-melilfencl 0.6
4-cloro-3-metilfencl 0.7
2,4-diclorofenol 0.6
2,4,6-triclorofenol 1.0
pentaclorofenol 1.1

Los resultados presentados en la tabla 28, muestran que los limites de deteccion de los
analitos obtenidos mediante criterios estadisticos, oscilan entre 0.6 y L1 pg/l, lo que es
perfectamente compatible con las normas de calidad del agua.

B. El limite de deteccion de los solutos considerados, se determiné a partir de las
consideraciones de la USEPA. Se considera que para la estimacion del limite de deteccion
deben analizarse un minimo de siete muestras ® mediante el método desarrollado. E! llmite
de deteccion se estima mediante la siguiente expresion:

MDL = t;v.1, 1a0099) - Se (a7
Donde: b, 1095 €5 €l valor de 1a t student apropiado para un nivel de confianza del 99 %
con (n-1) grados de libertad, S. es la desviacion estindar en unidades de concentracion,
La desviacion estandar S. , se determind del analisis de las siete muestras de
agua grado HPLC dopadas con los fenoles a una concentracion de 13.3 ppb. Las
desviaciones estandar de concentracion de los solutos, se muestranen la tabla 29.

TABLA 29
Soluto n | §{concentracion) | CV
4,6-dinitro-2-metilfenol | 7 0.21 1.9
4-cloro-3-metitfenol | 7 0.21 1.9
2,4-diclorofenol 7 0.13 1.2
2,4 6-triclorofencl 7 0.31 2.6
pentaclorofenol 7 0.25 2.6

Por lo tanto, los limites de deteccién de los cinco fenoles, se estimaron empleando fa
ecuacion (17), y se muestran en la tabla 30.
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TABLA 30

Soluto Limite de deteccion (ppb)
4,6-dinitro-2-metilfenol 0.7
4-cloro-3-metilfencl 0.7
2,4-diclorofenol 0.4
2,4,6-triclorofencl 1.0
pentaclorofenol 0.8
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J.7. ANALISIS DE MUESTRAS DE AGUA POTABLE, AGUA DE
POZ.0 Y DE MANANTIAL.

3.7.1. ANALISIS DE AGUA POTABLE.

La muestra utilizada para realizar ¢l analisis fue agua proveniente de la planta
potabilizadora de Ciudad Universitaria, D. F. En el anlisis de la mucstra sin dopar segiin ¢l
método desarrollado, no se observaron los picos correspondientes a los solutos de interds.
Por lo tanto, se concluyo que esta agua no contenia originalmente dichos contaminantes, o
que éstos fueron destruidos en el proceso de potabilizacion.

El andlisis de la muestra dopada con una concentracion de 20 ppb de cada
fenol mostrd un cromatograma que tampoco contenia los picos de los analitos. Este
resultado solo puede explicarse considerando que los compuestos fendlicos fueron
destruidos por ¢l cloro empleado en el tratamiento de desinfeccion del agua potable. En
efecto, los fenoles pucden ser completamente destruidos mediante un proceso de oxidacion
con cloro, didxido de cloro (ClO7) y ozono. Desde el punto de vista ccondmico los procesos
que emplean ClO; y ozono no son practicos para la destruccion de los fenoles en aguas
superficiales *¢".

El método quimico preferido para realizar la destruccion de los fenoles ¢s ¢l
proceso de cloracion (clorooxidacion) el cual se realiza en un intervalo de pH de 7 a 10. Es
econdmicamente prictico si el contenido de fenoles presente en el efluente no excede 200
ppm. Para lograr la destruccion de los fenoles se requiere una relacion de cloro a compuesto
fenolico considerado entre 6:1 y 10:1. Un uso excesivo o inadecuado del cloro puede dar
como resultado la formacion de clorofenoles.

Con base en los resultados cbtenidos en estos analisis puede decirse que la
cantidad de cloro que permanece cn ¢l agua potable de la red es suficiente para destruir
completamente los seis fenoles cstudiados en este trabajo. Esta degradacion es
extraordinariamente rdpida puesto que la nmestra se analizd justo después de doparse. Lo
anterior nos lieva a pensar que no tiene ningin interés el buscar trazas de cloro y
nitrofenoles en agua potable ya que éstos estaran siempre totalmente degradadas. En este
caso seria mas importante efectuar un estudio de los productos de degradacion formados
por la clorooxidacion y determinar su toxicidad.

El cromatograma obtenido del analisis de la muestra dopada se presenta en la
figura 18.
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Figura 18. Cromatogrania de la muestra de agua dopada a una concentracién de 20 ppb
de cada fenol.
Condiciones:
Muestra: 250 ml de agua potable, 10 ml de metanol y 1 ml de HCIO, 1.5 M.
Pretratamiento: carga de 75 ml de mezcla anterior en precolumna RP,
transferencia selectiva de fetnoles a precolumna AX con 20 ml de metanol-sosa
(pH=11) 40.60 v/v.
Andlisis; elucién por gradiente acoplando en linea la precolumna AX y la
columna analitica. Las condiciones cromatogrificas estan especificadas
en la tigura 5.

3.7.2, ANALISIS DE AGUA DE POZQ.

Las figuras 19a y 19b muestran los cromatogramas obtenidos en el anilisis de
las muestras de agua de pozo sin dopar y dopada a una concentracion de 20 ppb de cada
fenol. La muestra analizada proviene de un pozo de la Ciudad de Morelia, Michoacin. Esta
agua se utiliza solamente para servicios domésticos. Los resultados obtenidos muestran que
la muestra sin dopar no contenia los solutos de interés. Para el caso de la muestra dopada
con los compuestos fendlicos pueden calcularse las recuperaciones de los analitos, las cuales
s¢ dan en la tabla 31.

70



H

£ ze

{ujwe g é:wwau.

58

Q)

1$3)

8
L g

#'9

)
s -
~

9

1§

Figura 19. Cromatogramas de la muestra de agua de pozo sin dopar (a) y dopadn (b) a una
concentracidn de 20 ppb de cada fenol.
Condiciones de preparacion de muestra, pretratamiento y anélisis cromatogrifico
especificadas en las figuras 18 y $. Solutos: (1) 4,6-dinitro-2-metilfenol,
(2) 2,4-dimetilfenol, (3) 4-cloro-3-metilfencl, (4) 2,4-diclorofenol,
(5) 2,4,6-triclorofenal y (6) pentaclorafenol.

TABLA 31, Recuperaciones de los fenoles obtenidas en el analisis de Ia muestra de agua de
pozo dopada a una concentracién de 20 ppb de cada fenol.

TABLA 31
Soluto Porcentaje de recuperacion
4,6-dinitro-2-metilfenol 95.1
4-cloro-3-metilfenol 94
2,4-diclorofenol 934
2,4 6-triclorofenol 101.7
pentaclorofenol §1.2
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Estos resultados muestran que los porcentsjes de recuperacion para los
primeros cuatro solutos son mayores del 90%, por lo que su extraccion de la muestra puede
considerarse cuantitativa, Para ¢l pentaclorofenol la recuperacion obtenida es un poco mayor
de 80%.

El pico del compuesto que eluye entre los 19 y los 20 minutos corresponde al
2,4-dimetilfenol que se encontraba presente en el estandar usado para dopar la muestra. Este
compuesto no se cuantificod por las razones expuestas en una seccion anterior.

3.7.3. ANALISIS DE AGUA DE MANANTIAL,

La mucstra analizada proviene de un manantial de agua cercano a la Ciudad
de Morelia en el estado de Michoacin y en cuyo lugar se encuentra un balneario.

Las figuras 20a y 20b muestran los cromatogramas obtenidos en el andlisis de
las muestras sin dopar y dopada a una concentracion de 6.6 ppb de cada fenol. En ¢l
cromatograma de la muestra sin dopar s¢ observa un pequefio pico a los 24 minutos que
podria atribuirse a la presencia de 4-clora-3-metilfenol o 2,4-diclorofenol, ya que tiene un
tiempo de retencion cercano al de estos solutos. Sin embargo, en el cromatograma de la
muestra dopada se observa que este pico aparece bien diferenciado entre los picos de los
solutos mencionados. Por lo tanto se descarta la presencia de cualquiera de fos seis fenoles
estudiados en ol agua analizada. Las recuperaciones de los analitos obtenidas en el analisis
de la muestra dopada se dan en la tabla 32,
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Figura 20. Cromatogramas de la muestra de agua de manantial sin dopar (a) y dopada (b) a
una concentracion de 6.6 ppb de cada fenol.
Condiciones de preparacion de muestra, pretratamiento y andlisis cromatografico
especificadas en las figuras 18 y 5. Solutos: (1) 4,6-dinitro-2-metilfenol,
(2) 2,4-dimetilfenol, (3) 4-cloro-3-metilfencl, (4) 2,4-diclorofenol
(5) 2,4,6-triclorofenol y (6) pentaclorofenol.

TABLA 32. Recuperaciones de los fenoles obtenidas en el analisis de 1a inuestra de agua de
manantial dopada a una concentracion de 6.6 ppb de cada fenol.

TABLA 32
Soluto Porcentaje de recuperacion
4,6-dinitro-2-metilfenol 94.1
4-cloro-3-metilfenol 93.9
2,4-diclorofenol 93.5
2,4,6-triclorofenol 99.3
pentaclorofenol 83.5
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Estos resultados muestran que las recuperaciones obtenidas de los prinieros cuatro
solutos son cuantitativas y también es aceplable la recuperacion obtenida para el
pentaclorofenol.
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CAPITULO 4.

CONCLUSIONES.

Se pueden enunciar las siguientes conclusiones respecto al método
desarrollado:

1) La recuperacién, concentracion, purificacion y determinacién cuantitativa
de trazas de cloro y nitrofenoles en muestras de agua a niveles de ppb se puede realizar de
manera simple, rdpida y eficiente empleando un método en linca de Extraccién en Fase
Solida (EFS) acoplada a la Cromatografia de Liquidos. El pretratamiento de la muestra,
basado generalmente en sistemas multidimensionales de EFS, presenta considerables
ventajas respecto a los métodos tradicionales de extraccion liquido-liquido.

2) Esta metodologfa, no contaminante, permite alcanzar sensibilidades del
orden de partes por billén con manipulacién minima de la muestra y riesgos menores para el
analista. Ademds, puede ser completamente automatizada mediante el empleo de vélvulas de
conmutacion activadas mediante sefiales eléctricas, por lo cual el método es adecuado para
emplearse en andlisis de rutina de fenoles hidrofébicos a estos niveles de concentracidn en
muestras acuosas ambientales.

3) Este método debe su selectividad a la conferida por el sistema de
extraccion en fase sélida bidimensional acoplada a la cromatografia de liquidos.

4) El método desarrollado para la determinacion de cinco contaminantes
traza es lineal en el intervalo de concentraciones de ~ 1.3 a ~ 90 ppb. Su precision es buena
(CV< 5%) y la exactitud (% de recobros > 90% para cuatro de los comtaminantes: 4,6-
dinitro-2-metilfenol, 4-cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofencl y 2,4,6-triclorofencl, y ~ 80%
para el pentaclorofenol) es aceptable para estos niveles de concentracién. La recuperacién
obtenida para el pentaclorofenol es adecuada sobre todo si se considera que la alta
hidrofobicidad de este soluto dificulta considerablemente su recuperacion cuantitativa,

5) Los limites de deteccion determinados a partir de criterios estadisticos
varian de 0.6 a 1.1 ppb, siendo compatibles con las nornias de calidad del agua. Son
significativamente menores que las concentraciones méximas admisibles de la legislacion
para el control de a calidad del agua en México,

La eficiencia de esta metodologia se demuestra por su aplicacion a muestras
de agur. Las conclusiones respecto a la aplicacién del método para el anélisis de aguas
naturales son:

Los resultados obtenidos en ¢l estudio de las muestras de agua subterranea
(pozo) y agua de manantial se pueden considerar excelentes. En ambos casos, la
recuperacion de los analitos en Ia mucstra dopada es practicamente idéntica a la que se
obtuvd en el estudio de la evaluacion estadistica de] método con agua grado reactivo
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dopada. Esto no solo confirma la buena exactitud y precision del método sino que demuestra
su aplicabilidad al andlisis de muestras de aguas naturales de origen diverso.

Es importante también hacer notar la gran especificidad del método, que
queda bien establecida en ¢l estudio de estas dos muestras reales. En ambos casos el
cromatograma correspondiente al anflisis de la muestra sin dopar es muy limpio. Aparte del
gran pico de matriz que eluye al principio del cromatograma, son muy pocas y muy
pequefias las sefiales que se alcanzan a distinguir arriba del ruido de fondo. Es decir que, a
pesar de utilizar un detector ultravioleta que es muy poco selectivo, ¢l método resulta muy
confiable debido a la selectividad que le confiere el Sistema de Extraccion en Fase Solida
Bidimensional acoplada a la cromatografia de liquidos.
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