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Resumen .

Se propone un método de andlisis de muestras para la determinacion de carbonilos en la
atmosfera por medio de un gradiente de elucidén en cromatografia de liquidos. Se han
empleado diferentes métodos de coleccidon y analisis de este tipo de compuestos, los cuales
tienen un papel muy importante en la formacién de esmog fotoquimico. El presente trabajo
proporciona un breve descripcidén de los métodos mas comunes de coleccién de las
muestras atmosféricas asi como de las técnicas de andlisis mas importantes como un
antecedente a una modificacién en la técnica de analisis que se emplea en el Centro de
Ciencias de la Atmasfera de la UNAM. Otro aspecto importante del trabajo es que, durante
el mismo, se pudo incrementar el nimero de carbonilos determinados en las muestras
colectadas por el Departamento de Ciencias Ambientales de la mencionada institucidn
durante los afios de 1996, 1997 y 1998. Cabe mencionar que el nimero de especies de
carbonilos que se puede detectar por esta técnica puede ser ampliado una vez que se tengan

nuevos estandares.
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INTRODUCCION.

La atmosfera es una mezcla de gases que rodea la Tierra, envolviéndola en capas
concéntricas de espesor y densidad variables. Sujeta a la Tierra por su gravedad, su peso
total es, por lo menos, de 5.25x10'® kilogramos,

La atmdsfera terrestre esta compuesta principalmente por nitrdégeno y oxigeno. Ademas de
los compuestos anteriores, existen muchas otras especies quimicas en la mezcla; aunque su
cantidad es minima, su importancia puede ser muy grande en los procesos que se
desarrollan en la atmdsfera.

Un ejemplo claro de ello es el vapor de agua. Meteorolégicamente el agua es cl
constituyente mas importante en la atmosfera terrestre. Se encuentra presente en altitudes
de hasta 13500 metros, en cantidades que varian desde cantidades cercanas a cero en
algunas montafias y desiertos, hasta 4 % sobre océanos y mares.

En la troposfera existen cientos de compuestos organicos diferentes, particularmente en los
ambientes muy contaminados. El grupo de compuestos organicos mas numeroso es el de
los hidrocarburos. Esto hace dificil el estudio de la composicién quimica de estos
ambientes.

Durante las ultimas décadas se ha incrementado el nimero de investigaciones mediante los
cuales ha sido posible conocer los principales mecanismos de transformacion de los
compuestos traza en la troposfera. Como resultado de éstas se han logrado desarrollar
métodos de muestreo y analisis muy diversos y especificos para determinados tipos de
compuestos, asi como las diferentes interacciones que ocurren en las capas mas cercanas a
la superficie del planeta y la evolucién de ciertos compuestos en ambientes donde existe
una gran masa de compuestos contaminantes.

Un grupo de compuestos que despierta gran interés es el de los carbonilos (aldehidos y
cetonas). Estos compuestos son emitidos directamente o bien pueden ser el resultado de las
reacciones de una amplia variedad de especies organicas presentes en el ambiente. Ademas,
pueden fotolizarse y reaccionar con los radicales OH y HO; y con los éxidos de
nitrogeno'.

En la Ciudad de México y en otros lugares de la Republica se han Hevado a cabo proyectos
para la determinacién de carbonilos tanto en fase gaseosa como en particulas y en agua de

precipitacién pluvial®®. Sin embargo, la informacion obtenida en proyectos realizados por



el Centro de Ciencias de la Atmosfera (CCA) de la Universidad Nacional Auténoma de
México (UNAM) ha sido reducida debido al limitado nimero de compuestos determinados
en el analisis de las muestras, lo cual también ha limitado el alcance de estos estudios. El
analisis de las muestras obtenidas se ha realizado por medio de equipos de cromatografia
liquida.

Aunque esta técnica ha probado ser efectiva, el nimero de compuestos identificados hasta
ahora es muy pequefio. En las muestras obtenidas durante los afios de 1996, 1997 y 1998
por el Departamento de Ciencias Ambientales del CCA tanto en la Ciudad de México como
en Jos alrededores de la misma (Desierto de los Leones, Parque Nacional El Chico y Volcan
Ajusco), sdlo se hizo la determinacién de cinco carbonilos aunque en los cromatogramas,
como el del siguiente esquema (Fig [.1), habia mas informacién disponible. En el apéndice

A se muestran algunos de los cromatogramas obtenidos durante los afios mencionados.
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Fig 1.1
Cromatograma obtenido en el aflo de 1996 durante los experimentos realizados por el departamento de
Ciencias Ambientales del CCA




Uno de los principales problemas era que no se habian obtenido los estandares para formar
nuevas curvas de calibracién mas completas. Otro de ellos era que, aunque se habian
realizado las reacciones para la obtencion del estandar, éste no se habia purificado y por
ello no era posible saber si la reacciéon se completaba o si existian otros compuestos
secundarios de la reaccién. Esto no permitia, por tanto, la cuantificacién de ciertos picos en
los cromatogramas como el benzaldehido.

Por tal motivo, el primero de los objetivos de este trabajo fue la ampliacién del rango de
compuestos a estudiar mediante la coleccién de carbonilos con los métodos ya empleados
por los laboratorios del CCA, de modo que pudiese recuperarse alguna informacién de los
resultados obtenidos en los afios ya mencionados. Por otro lado, esto proporcionaria una
mejor herramienta para contribuir al conocimiento de la quimica atmosférica en ambientes
como el de la Ciudad de México pues, al identificar un mayor nimero de carbonilos, se
pueden inferir precursores y/o mecanismos de reaccién. De esta forma, se puede planear el
disefio de nuevos métodos de muestreo que nos permita determinar un mayor nimero de
carbonilos en la atmosfera.

El segundo objetivo fue la optimizacién del método de cuantificacién a fin de que se
pudiese lograr el primer objetivo sin un aumento significativo en el costo de analisis de
muestras, aunque ello pudiese implicar la modificacion de la técnica original. Tal
modificacién pudiera darse cambiando la composiciéon de la fase movil o bien de otros
pardmetros en el método analitico como el desarrollo de un programa de gradiente de
efucién.

El presente trabajo esta estructurado de la manera siguiente: En el capitulo 1 se trata sobre
las caracteristicas de los compuestos organicos en la atmdsfera terrestre, principalmente
sobre los carbonilos. En el capitulo 2 se mencionan algunas de las técnicas de muestreo
utilizadas para los compuestos mencionados anteriormente. En el capitulo 3 se tratan
algunos de los métodos mas importantes para la determinacion de carbonilos de bajo peso
molécular y algunas de las interferencias causadas por otros compuestos presentes en el
ambiente. En el capitulo 4 se dan los antecedentes del método analitico utilizado en el
presente trabajo: La cromatografia de liquidos. En el capitulo 5 se describe el trabajo

experimental realizado para la obtencién de resultados y en el capituto 6 se dan las



conclusiones del trabajo y algunas recomendaciones para que el nimero de carbonilos

detectados pueda incrementarse.



Capitulo 1

COMPUESTOS ORGANICOS EN LA ATMOSFERA.
1.1 Generalidades.

Los compuestos organicos son contaminantes atmosféricos que pueden tener un fuerte

efecto en la calidad del aire. Estos compuestos pueden originarse de diferentes fuentes, ya

sean naturales o antropogeénicas, ¢ interactuar para producir a su vez otros efectos
contaminantes. Los efectos de los contaminantes organicos en el ambiente se pueden
clasificar en dos categorias de acuerdo a dafios en la salud humana:

e Efectos directos.- Enfermedades o padecimientos producidos por la exposicién de los
organismos a algunos compuestos; tal es el caso del cloruro de vinilo o el pireno que
producen céancer.

» Efectos indirectos o secundarios.- Produccion de otros compuestos que pueden ser
también contaminantes, como ejemplo se tiene el que contribuyen a la formacion de
esmog fotoquimico (de la palabra inglesa smog que significa humo-niebla). Este tipo de
efecto es el mayor interés para este trabajo.

El término de esmog fue usado por primera vez para describir la mezcla de humo y niebla

que se formaba sobre Londres cuando se quemaba carbén con un alto contenido de azufre.

Esta mezcla se caracteriza por la presencia de bidxido de azufre, el cual es un compuesto

reductor, por lo que se le denomina esmog reductor o sulfuroso®. Por otro lado, para que se

pueda producir esmog fotoquimico (como en Los Angeles o Cd. de México) se requiere de
tres elementos:

1. Luz ultravioleta, la cual es provista por la luz solar.

2. Presencia de hidrocarburos.

3;. Presencia de 6xidos de mitrdgeno.

La formacion de esmog fotoquimico esta asociada a la formacion de compuestos oxidantes,

particularmente el ozono".

La mayoria de los compuestos organicos a escala global provienen de fuentes naturales

como son los procesos de respiracion de plantas o la descomposicién de materia orgénica

por parte de bacterias. De ellos, los hidrocarburos son los mas numerosos de los principales
grupos quimicos. La vegetacion es la fuente mas importante de hidrocarburos en el aire,

siendo mayoria los terpenos y el isopreno. Los terpenos son hidrocarburos con enlaces



olefinicos, usualmente dos & mas por molécula, y reaccionan rapidamente con el ozono y el
radical oxhidrilo (‘OH), dos de los principales agentes oxidantes en la atmosfera. El
isopreno (2-metil-1,3-butadieno), por su parte, es emitido tipicamente por arboles como
encinos, eucaliptos, sauces y pinos5 . El isopreno es, como los terpenos, un compuesto muy
reactivo con el ozono y el radical ‘OH. Sus principales productos incluyen la metacroleina,
metilglyoxal, metilvinilcetona y formaldehido®. '
Los hidrocarburos son los contaminantes organicos que predominan en la atmésfera debido
a que son componentes esenciales en los combustibles fosiles (los cuales pueden entrar
como contaminantes directamente al aire ya sea por derrames o pérdidas por evaporacién) o
como subproductos de la combustién incompleta en los motores que los utilizan o por
procesos industriales tales como la refinacion del petroleo. Los subproductos son de
particular importancia porque tienden a ser compuestos insaturados con oxigeno.
Dado el gran ntmero de compuestos que estan involucrados en este grupo, generalmente se
hacen divisiones de acuerdo a la clasificacién general de los compuestos organicos. De esta
forma se encuentran los alcanos, alquenos, alquinos, hidrocarburos aromaticos, etc.
Se han identificado més de 100 diferentes tipos de alcanos presentes en el ambiente, tanto
del tipo lineal como ramificado’. En condiciones atmosféricas, la reaccion de los alcanos
con ozono no tiene importancia, en cambio, la reaccidon con el radical ‘OH la que se
considera el principal sumidero de este tipo de compuestos.
CiHoxez + OH — CyHayey + H20

CxH2x+l' + 07+ M = CiHpt O + M
El radical peroxi puede reaccionar tanto con NO como con SO,

CiHyx+107 + NO —» C H3,+ O + NO;

CyH2x+107 + SO = CiHaxs O + SOy
Entonces el radical alcoxi reacciona para formar el correspondiente aldehido®

CiH24410 + 02 = Cy{Hax i, CHO + HOy

Los alquenos son compuestos extremadamente reactivos en condiciones atmosféricas y son
de principal importancia en los procesos quimicos de formacion de esmog urbano o
fotoquimico. Este tipo de compuestos puede reaccionar con los radicales OH y NOjy y con

el ozono.



La principal reaccion durante el dia es con el radical ‘OH, el cual se adiciona
principalmente al doble enlace del alqueno'. Por ejemplo, para el caso del propeno, el
radical ‘'OH puede adherirse a ambos lados del doble enlace, como se muestra a
continuacion: ,

CH;CH=CH; + 'OH —» CH3;CHOHCH; + CH; CHCH,0OH
Sin embargo, cuando no se producen estos radicales por la radiacién solar, es el ozono con
lo que reaccionan los alquenos. La reaccién procede mediante la adicién del ozono al doble

enlace para formar un biradical de alta energia y un carbonilo.

b
O/O\
R, /R1 R ?/R’
O, + C=C + [ x—c
R, R, R R,

R,COR, + [RyR.COQ):  [R,R,CO0): + R,COR,

Los hidrocarburos aromaticos pueden dividirse en dos grupos principales: los que tienen un
solo anillo aromatico y aquéllos que tienen mas. A este ultimo grupo se le denomina
hidrocarburos arométicos policiclicos o, de acuerdo con sus siglas en inglés, PAHs. Las
gasolinas libres de plomo son fuente de compuestos aromaticos con un solo anillo
aromatico, pero los solventes aromaticos, como benceno y tolueno, son de un amplio uso y
son también empleados como materias primas en la fabricacién de polimeros.

Los compuestos aromaticos monociclicos reaccionan muy lentamente con ozono y con los
radicales NOj3. El unico sumidero importante es la reaccion con el radical ‘OH. La reaccion
puede ocurrir por dos rutas: la sustraccion de un hidrégeno de los sustituyentes alquilos o.

la adicién del radical al anillo aromatico:

H,
—a H,0 + (»)
CH,
OH + p—
CH,
OH
M (b)
i

Imds otros Istmeros)
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La reaccion subsecuente a la sustraccidn del hidrogeno sigue un camino semejante a lo que

ocurre con los alquenos:

(H0NO 4
M
Cliy CH,00
NU
+ T —-| .
- Cl,0
S + :‘\”2
o,
CHo
+ HO>

1.2 Compuestos organicos que contienen oxigeno.
Entre este tipo de compuestos destacan los aldehidos y las cetonas, en general denominados
como carbonilos. Los carbonilos son especies frecuentes formadas por las reacciones de
oxidacién fotolitica de los hidrocarburos atmosféricos. Ademas de esta fuente, los
carbonilos pueden entrar a la atmésfera desde un gran nimero de fuentes y procesos. Estos
incluyen la emision directa por la combustion incompleta de automotores, incineradores,
las pinturas en aerosol, produccién de polimeros y petroquimicos, etc. Uno de los
principales factores por los cuales los carbonilos han sido tan estudiados es que sélo los
aldehidos y cetonas alifaticas absorben energia de la radiacidén solar disponible en la

troposfera, A > 290 nm, y se disocian produciendo radicales libres'.

Formaldehido
HCHO + Av—> H +HC O
HCHO +hv— H,+ CO



Acetaldehido
CH;CHO + Av—» CHy + CO
CH3;CHO + Av— CH; + HC O
CH3CHO + Av—> CH;C O+ H

De modo que esta caracteristica les otorga un papel esencial en los procesos quimicos ya
que solo una docena de compuestos diferentes, como los dxidos y acidos de nitrégeno,
tienen un comportamiento similar.

Los carbonilos no alifaticos no se disocian en la troposfera. Sus procesos quimicos parecen

mas bien tener una tendencia a la oxidacién que a la produccion de fragmentos reactivos.

1.2.1 Carbonilos alifaticos.

Tanto los aldehidos como las cetonas de este tipo comprenden un grupo bastante numeroso.
Se sabe de al menos 25 aldehidos y otros tantos compuestos de cetonas que son emitidos al
ambiente’. Dentro de este grupo se encuentran compuestos de cadena lineal o bien
ramificados. También se tienen indicios de compuestos que tienen dos grupos funcionales
ya sean di-aldehidos hidroxi-aldehidos y con grupos acidos.

De todos los compuestos detectados el formaldehido es el mas abundante tanto en
ambientes urbanos como rurales. Las concentraciones mdas comunes de este compuesto
oscilan entre los 100 ppb en ambientes urbanos y 1 ppb en ambientes rurales. Por el lado de
las cetonas, los compuestos mas abundantes son la acetona y Ia butanona los cuales, en

ambientes urbanos, se han detectado en niveles de varios ppb®°.

1.2.2 Carbonilos olefinicos.
Este grupo estd compuesto por un conjunte de unos 15 aldehidos y 6 cetonas de diversos
pesos moleculares’. Es en este grupo donde se encuentra la acroleina, un importante
contaminante en los procesos de combustion e industriales; ademas, tiene la propiedad de
ser un irritante muy potente para los ojos.
Las cetonas con uno o mas grupos olefinicos no se fotodisocian en la troposfera pero

podrian reaccionar con el radical ‘OH en el doble enlace. Los aldehidos también reaccionan



con este radical y el oxigeno atémico y sus constantes de velocidad de reaccién han sido
estudiadas y reportadas por varios investigadores' '

Respecto a las concentraciones en las que se encuentran presentes en la atmésfera, sélo en
el caso de la acroleina existen estudios donde se reportan concentraciones de apenas

algunos ppb o bien cercanas al 15 % de la concentracidn de formaldehido detectado durante

el estudio®.

1.2.3 Carbonilos Aromaticos.
Existe también un buen nimero de compuestos de este tipo presentes en la atmoésfera, tanto
en ambientes urbanos como rurales. La mayoria son emitidos por la vegetacion o por
procesos de combustién. Sus reacciones en el aire son producidas por su interaccion con
radicales ‘OH u oxigeno atémico. No existen muchos reportes acerca de las concentraciones
de estos compuestos a excepcién de la acetofenona y benzaldehido’. Por otro lado, estos

reportes indican que estan presentes en muy pequefias cantidades.



Capitulo 2

TECNICAS DE COLECCION DE MUESTRAS DE AIRE.
Existen diversas formas de realizar el muestreo de aire para dgtcrminar carbonilos en la
atmosfera. Entre las diferentes técnicas utilizadas se mencionan los cartuchos de silica gel o
cadenas hidrocarbonadas C,g, los cuales tienen 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH por sus
siglas en inglés) ligado al adsorbente, o los burbujeadores (impingers) con soluciones de
2,4-DNPH como las mas usadas. Una técnica poco utilizada, o al menos reportada, es la de
recubrir despojadores (denuders) con 2,4-DNPH para la determinacién de carbonilos de
bajo peso molecular'?. El muestreo es el paso més critico para la exactitud y precision de
los métodos de cuantificacion, sean éstos del tipo cromatogréfico o del tipo continuo'’. A

continuacidn se describen de forma somera algunas de las caracteristicas de Jos métodos ya

mencionados.

2.1 Burbujeadores.
El empleo de esta técnica comenzo al final de la década de los afios setenta’”. En forma
general, la técnica ocupa soluciones Acidas, acuosas u organicas, de 2,4-DNPH. Desde su
implementacion se han llevado a cabo modificaciones como el empleo de diferentes acidos,
de solventes organicos o de sistemas que ocupan dos fases: una organica y otra acuosa. Las
razones principales por las cuales se han implementado las modificaciones son:
¢ Incrementar la eficiencia de coleccidn,
o reducir el volumen de la solucion colectora y
e minimizar el nimero de pasos de la manipulacién de las muestras.
Se ha observado que con los solventes organicos la eficiencia de la coleccidn es mejor que
usando soluciones acuosas debido a que la tensién superficial de los primeros permite un
mejor mezclado del aire con el reactivo en la solucién durante el muestreo. El empleo de
una solucion de 2,4-DNPH en acetonitrilo permite inyectar la muestra directamente al
cromatégrafo sin ningin tipo de manipulacién posterior'®. En el caso de el empleo de
diferentes acidos, De Bortoli, er. al, (1987) reportaron que, usando acido fosforico, se

. O ‘s 15
incrementaba la eficiencia en la coleccidn de cetonas .



La principal ventaja del empleo de sistemas de dos fases reside en que la velocidad de la
reaccion de derivatizacién se incrementa, esto es la cantidad de 2,4-DNPH convertida en
productos(hidrazonas de carbonilo). Por otro lado, los resultados han sido diversos: en tanto
que algunos investigadores han reportado que esta modificacion es buena para la coleccién
de carbonilos alifaticos y aromaticos, otros proclaman que los carbonilos de pesos
moleculares medios o mayores disminuyen el potencial de la técnica debido a su
hidrofobicidad'®.

Una desventaja de los burbujeadores es que éstos no son la mejor opcion para €l caso en
que se requiere hacer el muestreo en lugares apartados y en los cuales se necesita que las
muestras sean transportadas al laboratorio correspondiente para realizar el analisis por

cromatografia de liquidos.

2.2 Cartuchos de adsorbentes.
El método de cartuchos ha tenido un incremento muy importante en cuanto a su uso. Esto
es debido a que la técnica ha conseguido mejores resultados que los burbujeadores ya gue
los derivados son preconcentrados en un aito grado. Los adsorbentes empleados son
diversos: esferitas de vidrio, filtros de fibra de vidrio, silica gel y materiales enlazados con

Cis. La eficiencia de coleccion de las esferitas de vidrio y filtros se ve afectada por la

humedad'™"'®.

2.3 Despojadores.

Los despojadores fueron utilizados en principio para atrapar compuestos gaseosos que
podian interferir en muestreos con filtros'®, posteriormente se usaron también para el
muestreo de compuestos en fase gas.

Los primeros despojadores tuvieron como base un disefio cilindrico, lo cual tenia la
desventaja de que sélo se podian efectuar muestreos con flujos pequeiios, de 0.5 a 3 litros
por minuto, Por ello, sélo mediante muy largos tiempos de muestreo se podian obtener
muestras representativas de aire’’. El desarrollo de despojadores anulares permitié que el
flujo de muestreo tuviese un rango de 20 a 50 litros por minutozl, reduciendo con ello el

tiempo de muestreo. Los despojadores anulares consisten en un sistema de tubos



concéntricos que permiten una mayor superficie de contacto (Fig 2.1), lo cual les

proporciona las propiedades ya mencionadas anteriormente.

Flujo de
™ aire

Depésito de filtros

Despojador (vista superior)

Despojador 2 4-DNPE

Despojador KI

Fiujo de
are ——

Ciclén

Fig 2.1
E!l diagrama muestra la disposicion de los despojadores en forma vertical durante los muestreos realizados en
los aflos de 1996, 1997 y 1998, Por otro lado, se muestra la forma en la cual estdn colocados los 3 cilindros

concéntricos dentro del despojador.

El volumen de muestrco de los despojadores anulares permite la cuantificaciéon de
sustancias que se encuentran en muy bajas concentraciones, tales como H,O; y sustancias
organicas, que de otra forma solo mediante un sistema de muéstreo de alto volumen se
puede colectar suficiente cantidad de ellas.

Se debe evitar la acumulaciéon de particulas en el despojador. Algunos estudios han
mostrado que las interferencias por particulas no son significativas cuando se operan los

. . vy : 12
despojadores en posicion vertical .



Los sistemas de despojadores van incrementando su importancia en el analisis de
componentes gaseosos y particulas en la atmésfera. Una de sus ventajas es que en este
sistema se puede discriminar entre componentes en diferentes fases. Por otro lado, han
mostrado ser sistemas versatiles para la determinacién de varios componentes'?.

Se han descrito varios métodos a fin de caracterizar diferentes compuestos o para la
eliminacion de interferencias. Uno de ellos consiste en recubrir los despojadores con una

solucidn de 2,4-DNPH en medio 4cido con acetonitrilo a fin de determinar carbonilos'?.

2.4 Cinética de reacciéon de derivatizacion con 2,4-DNPH.

El conocimiento de las variables que pueden afectar el proceso de derivatizacion en la
coleccién de muestras es de suma importancia para los objetivos de una campaiia de
muestreo para la determinacién de carbonilos en aire.

La reaccidén de derivatizacién con 2,4-DNPH en solucion depende de muchas variables
como el pH de la misma, la concentracion del reactivo y la temperatura. Se han reportado
estudios acerca del efecto del pH en la determinacién de formaldehido y acetaldehido®®. En
general, se puede decir que no existe un cambio significativo de la reaccién en un rango de
pH entre 3 y 5 para formaldehido; en el caso de acetaldehido se observé que el rango de pH
donde existe poca variabilidad fue, también, entre 3 y 5. Esto contrasta con el hecho de que
la mayoria de los estudios fueron realizados a un pH < 3.

Se han reportado algunos experimentos disefiados para determinar el efecto de la
temperatura. A pH=3 y 25°C la reaccidén para formaldehido requirié de 20 minutos para

4
completarse23 2

. Por otro lado, existen reportes que indican que a pH=2 se requiere de un
mayor tiempo (cerca de 2 horas) para que la reaccion se complete.zs.

La cinética de la reaccion de derivatizaciéon con 2,4-DNPH en adsorbentes sélidos no esta
bien comprendida todavia. La reaccion puede darse en una pelicula de fase liquida o en la
interfase sélido-gas. En el primer caso, es probable que suceda un mecanismo analogo al
que se menciond previamente. El alto enriquecimiento de los cartuchos puede ser
determinante en la cinética. En estudios previos se ha comentado que la eficiencia de
coleccion es mas efectiva en €stos. En todo caso, la derivatizacién sobre una fase soélida

puede ocurrir méas rapidamente que en solucién. Ademas, el poco contenido de agua en los

cartuchos puede desplazar el equilibrio hacia la formacién de las hidrazonas'",



Capitulo 3

METODOS PARA LA DETERMINACION DE CARBONILOS DE BAJO
PESO MOLECULAR EN LA ATMOSFERA.
Los compuestos carbonilos participan en forma importante en reacciones fotoquimicas
contribuyendo a los procesos de formacion de esmog atmosférico. Este tipo de compuestos
incluye contaminantes tanto primarios como secundarios. La mayoria de los carbonilos,
particularmente los aldehidos, es conocida tanto por sus impactos fitotoxicos como por sus
efectos en la salud humana’®?”? E| formaldehido ha recibido especial atencion por su
posible efecto cancerigeno y la irritacion del tracto respiratorio que tiene sintomas
parecidos a los del asma®. Las concentraciones de carbonilos en la atmoésfera tienen un
rango desde algunas décimas de ppb en atmosferas limpias hasta concentraciones mayores
a 100 ppb en aire urbano y contaminado®®?'.
Antes del uso de cromatografos se utilizaron solamente métodos espectroscopicos para el
analisis en la determinacion de carbonilos en el ambiente. Dado que estos métodos son
usados en la deteccion de grupos funcionales, los primeros métodos se usaron para medir
las cantidades totales de carbonilos. Debido al papel principal del formaldehido en la
quimica atmosférica, los mayores esfuerzos se centraron en el desarrollo de métodos para la
determinacién de este compuesto. A
Fue en la década de los setenta cuando con el uso de cromatografos, junto con técnicas de
derivatizacion, se hizo posible tener una mayor sensibilidad y determinaciones mas
selectivas de carbonilos en aire. Incluso algunos problemas de interferencias se han
solucionado con el uso de la cromatografia. Aunque se han propuesto una gran cantidad de
métodos cromatograficos, la derivatizacion con 2,4-DNHP acoplada con cromatografia
liquida ha sido la mas aceptada'’. A pesar de las ventajas de los métodos cromatograficos,
éstos alin no se han adaptado para realizar analisis continuos; es en este caso, donde los
métodos de fluorescencia para formaldehido se siguen utilizando®>*.
Aunque existe un gran numero de estudios sobre métodos analiticos para la determinacién
de carbonilos atmosféricos, aun se tienen demasiados problemas en el muestreo,
interferencias y sistemas de andlisis de muestras que no han sido resueltos. Los métodos

espectroscopicos se ocupan para la deteccion in situ de formaldehido. Todos ellos son mas

simples y también mas practicos para mediciones en tiempo real.




3.1 Técnicas espectroscopicas in situ.
Usualmente requieren de caminos opticos largos o de celdas de paso multiple para tener
una sensibilidad adecuada. Se han utilizado cuatro técnicas especfroscépicas diferentes:
1. Espectroscopia de absorcion dptica diferencial (DOAS)
2. Absorcién IR con transformadas de Fourier.
3. Espectroscopia de fluorescencia inducida por laser.
4. Espectroscopia de absorcion laser por diodos.
El uso de este tipo de técnicas en la determinacion de carbonilos es especifica para el
formaldehido. Aunque algunos de cllos pueden ser muy sensibles, tienen la desventaja de
que los requerimientos del equipo son excesivos y la instrumentacion es muy cara. Entre las
ventajas que tienen algunos de ellos es que se pueden instalar en transportes como aviones

o instalaciones de monitoreo méviles?’.

3.2 Técnicas colorimétricas.
Estas se basan en la reaccién del compuesto de interés con un reactivo a fin de que se forme
una solucién coloreada y su cuantificacion se hace con un espectrofotometro. Las técnicas
mas usuales son:
1. Meétodo de acido cromotrépico.
2. Método de pararosanilina modificado (reaccién de Schiff).
En el primer caso, Altshuller, ef. al, (1961) concluyen que, para el caso del formaldehido,
las interferencias causadas por otros carbonilos, hidrocarburos aromaticos, fenoles, diéxido
de carbono, etc., no son signiﬁcativas“. Sin embargo otros investigadores como Katz
(1977) mencionan que tanto los fenoles como otros compuestos organicos si tienen
interferencia significativa en el andlisis™. Ei mayor problema en este método es que se
requiere de tiempos de muestreo largos, alin en ambientes contaminados, para obtener una
sensibilidad adecuada®. El mismo autor menciona un limite de deteccion cercano a 66 ppb.
Por otro lado, este método requiere del manejo de una sustancia en extremo peligrosa:
acido sulfurico concentrado y caliente.
En el segundo caso, Miksch, er. al, (1981) mencionan que los aldehidos de bajo peso

molecular y compuestos como sulfuros, cianuros y aminas hidroxiladas interfieren en la
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determinacién®®. Las comparaciones entre ambos métodos han tenido resultados diversos.
Mientras Miksch, et. al, (1981) mencionan que el método de pararosanilina es superior (con
un limite de deteccién cercano a 25 ppb), otros estudios proclaman que ambos métodos
tienen precisién similar, pero el método del dcido cromotrdpico tiene mayor exactitud®’.Por

su parte, Baez, et. @/, (1989) obtuvieron una sensibilidad del 0.1 ppb3.

3.3 Técnicas de fluorescencia.

El uso de este tipo de técnicas requiere que el compuesto de interés reacciones con ciertos

compuestos para formar un reactivo que sea fluorescente a cierta longitud de onda.

Las mas usuales son:

1. Formacién de diacetil-1,4-dihidrolutidina.- Este es un método muy selectivo para
formaldehido debido a que, aunque existen otros aldehidos que reaccionan de manera
similar con este compuesto, éste tiene una fluorescencia mucho mayor’®. Una de las
principales ventajas del método es que, debido a que éste utiliza una membrana, las
particulas quedan eliminadas. Kelly, et. al, (1989) realizaron una modificacién en la
longitud de onda de excitacién del compuesto, con lo cual obtuvo una sensibilidad tres
veces mayor>. Con esta modificacién el método tiene un limite de deteccién de 20x107
moles por litro (0.6 ppm) para formaldehido en solucién acuosa y 0.2 ppbv en fase gas.
Debido a interferencias ocasionadas por otros aldehidos, la determinacién del derivado
ha requerido de la combinacién de un HPLC con un detector electroquimico. Estos
estudios indican que la sensibilidad se ha aumentado hasta 5 veces'.

2. Derivatizacion con enzimas de catalizacion fluorescente.- El uso de enzimas ofrece fa
ventaja de una deteccién selectiva en una mezcla muy compleja. El método, ademas de
selectividad, ofrece un limite de deteccién de cerca de 0.2 ppb. Sin embargo, su mayor
desventaja es el elevado costo de la enzima, ademas de que no es muy estable y puede
precipitar, con lo cual se reduce la respuesta4°.

Existen ademas técnicas de deteccién por quimicoluminiscencia.

3.4 Técnicas de analisis de carbonilos por cromatografia.
Como se ha mencionado anteriormente, la derivatizacidén de compuestos carbonilicos con

2,4-DNPH acoplada con HPLC es el método mas utilizado para la determinacién de



aldehidos. Existen otros tipos de derivatizaciones, las cuales se mencionan mas adelante,

pero no son tan versatiles como la primera. También con el uso de estas técnicas se han

eliminado algunas interferencias, como la causada por ozono*'.

La derivatizacién quimica se utiliza con varios propositos:

o Reducir el “coleo” de los picos en el cromatograma y favorecer la linearidad de la
respuesta del cromatografo en compuestos polares.

+ Mejorar la resolucién de compuestos semejantes en el cromatograma.

* Permitir el andlisis de compuestos de poca volatilidad.

+  Mejorar la deteccidén en detectores especificos tales como el detector de captura de
electrones (conocido por sus siglas en inglés como ECD), el detector de nitrogeno-

fosforo (cominmente llamado NPD), etc.

3.4.1 Derivatizacion con 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazina (MBTH).
El MBTH es un reactivo especifico para aldehidos alifaticos. lgawa, et al, (1989)
recientemente utilizaron esta técnica como una reaccidon post-columna en determinaciones
de HPLC con columnas de fase reversa para nubes y neblinas*.
Este método no puede ser usado para la determinacion de cetonas debido a que el MBTH
reacciona con €l acetonitrilo y por ello no se pueden usar gradientes de elucion y, entonces,
la linea base se ve afectada. Por otro lado, el método ofrece algunas ventajas en la

e , 1
determinacion de aldehidos en muestras acuosas .

3.4.2 Derivatizaciéon de vinil aldehidos con antrona.
Este método de derivatizacion selectiva ofrece ventajas si éste tipo de compuestos son los
de interés o en el caso de rescluciones bajas de aldehidos saturados y sus correspondientes

insaturados (propanal y acrolina). Los productos de la reaccion pueden ser determinados

.1
con un detector de fluorescencia'’.

3.4.3 Derivatizacion con 2,4-DNPH
La reacciéon de derivatizacién de carbonilos con 2,4-DNPH es la conocida para la
determinacion de éstos. Ocurre por medio de una adicién nucleofilica y la eliminacion de

agua. Esta reaccion da como producto una hidrazona y es util para determinaciones por
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cromatografia de gases o HPLC. No obstante, los métodos de cromatografia de gases no
han encontrado mayor aceptaciéon debido a la poca volatilidad del derivado, la relativa
insensibilidad del detector de ionizacion de flama y la formacién de picos dobles en

isdmeros cis- y trans-.

e

HI\ _ R,
NO, O NH—NH, + Rz/C-O — NO, NH—:-.:C‘R + HO
2
NG,

NG,

En el caso del acoplamiento con HPLC, el método mas popular consiste en utilizar
detectores U.V., pero también se han usado otros detectores, como espectometros de masas,
para el analisis de picos poco resueltos o no identificados®. El rango de longitud de onda
utilizado en la deteccidn por U.V. es entre 360 y 375 nm. La Iong-itud de onda utilizada para
el analisis depende de cada investigador, ya que los compuestos difieren significativamente
en la longitud de onda en la cual tienen su absorciéon maxima. En estudios recientes de
Druzik, et. af, (1990) ** y Kiebel y Mopper (1990)45, el uso de detectores U.V. de arreglo
de diodos ha permitido el almacenamiento y procesamiento posterior de espectros
completos, lo cual es una herramienta en la identificacién de compuestos. Sin embargo, los
detectores de arreglo de diodos tienen, actualmente, limites de deteccién mas pobres.

Uno de los principales problemas de esta técnica es la falta de resolucién de ciertas
combinaciones de compuestos como la acroleina, acetona, propionaldehido y furfural; iso-
butanal y 2-butanocna; e iso-valeraldehido y 2-metil-butanal. Smith, et ol (1989)
demostraron que el uso de gradientes con mezclas ternaras de agua, metanol y acetonitrilo
pueden resolver algunos de estos problemas*®. Puputti y Lehtonen (1986) mostraron que la
temperatura de la columna también es otro factor que puede modificarse para resolver
algunos de los picos®’.

Existen otras reacciones de derivatizacién acopladas a HPLC. Sin embargo, éstas no se
mencionan porque son muy especificas 0 no tienen demasiada utilidad. A continuacién se
mencionaran algunas de las caracteristicas de los métodos que utilizan la reaccién con 2,4-

DNPH, los cuales difieren en la preparacidn de reacciones y las condiciones de analisis.
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1).- Uso de una solucion de 2,4-DNPH para la determinaciéon de carbonilos.

[La 24-DNPH reacciona con los compuestos carbonilicos para formar
2. 4-dinitrofenilhidrazonas, las cuales son denominadas cominmente como hidrazonas. Las
hidrazonas formadas son separadas y analizadas por cromatografia de liquidos (HPLC) que

pueden tener diferentes variantes en la preparacion de soluciones o en el analisis mismo.

Preparacion de soluciones de 2,4-DNPH

Generalmente se utilizan soluciones acidas de este reactivo. Las soluciones pueden
contener agua y son hechas con solventes orgdnicos a fin de que se puedan colectar varios
carbonilos de diversos tipos. Si la solucidn es hecha con agua solamente, entonces solo se
colecta formaldehido.

a).- 10 ml de solucién acuosa (2N HCI) de 2,4-DNPH y 10 ml de una mezcla ciclohexano-
iso-octano (9:1 v/v).

b).- Pesar 0.25 g de 2,4-DNPH vy disolverlos en acetonitrilo. Agregue 0.2 ml de H,SO,

concentrado y afore a un litro con acetonitrilo. El acetonitrilo utilizado debe ser de grado
HPLC.

Después de obtener las soluciones, éstas se utilizan para impregnar o recubrir los
instrumentos de muestreo de aire, ya sea que se utilicen filtros, despojadores o algin otro
instrumento. Realizado lo anterior se procede a obtener las muestras para el andlisis de las

mismas por HPLC.

Obtencion de muestras de carbonilos.

Existen también diversos procedimientos por los cuales se pueden adquirir las muestras.
Entre ellos, lo mas generalizado es la extraccion con acetonitrilo grado cromatografico. La
extraccion puede hacerse con diversos volimenes del solvente mencionado, el rango varia
desde los 3 hasta los 20 mililitros. En el caso de que las muestras se obtengan a partir de
filtros, se agrega el solvente y se pone en un bafio de ultrasonido durante algunos minutos.
Se pueden ocupar, ademds de acetonitrilo, mezclas de este solvente con agua destilada y
deionizada en diversas proporciones.

También existen otros métodos de extraccion con otros solventes: Una técnica consiste en

obtener las muestras con una solucion de hexano y cloruro de metileno, agregar un estandar



(o]
v

interno y dejar evaporar el solvente de extraccién. Una vez que ha sucedido lo anterior,
entonces los residuos se vuelven a disolver con metanol. Las muestras deben mantenerse en
refrigeracion y oscuridad hasta el momento de su analisis.

Otro método es empleado en el caso de los cartuchos empacados, aunque se puede usar
también la extraccidén liquida, como es la termo-desorcién para que la muestra pase a un

cromatégrafo de gases.

Analisis de muestras por HPLC.

Como en el caso de la extraccion en solucidn, pueden existir varias formas o variedades de
realizar el analisis de las muestras dependiendo de las posibilidades del equipo utilizado o
de la forma en como se extraen los analitos.

a).- La siguiente configuracidn se ocupa para hacer las inyecciones de las extracciones con

metanol en un cromatdgrafo con las siguientes caracteristicas:

Columna : Fase reversa.

Fase Movil: Mezcia CH30H-H,0.
Elucién : [socrética.

Detector : UV-Visible

Longitud analitica: 360 nm.

Mediante este sistema se pueden determinar formaldehido, acetaldehido, propanal, butanal,

2-butanona y benzaldehido®®.

b).- Otra variante®’, para filtros impregnados con 2.4-DNPH y extraidos segin lo

mencionado anteriormente, es:

Columna: Fase reversa Cig. 250 x 4 mm; S5p

Fase mévil: Acetonitrilo-H,O (55/45) a 1.2 ml/min.
Elucién: Isocratica.

Detector: UV-Visible

Longitud analitica: 365 nm.

¢).- Otras configuraciones para el analisis de carbonilos consisten en modificaciones en el
equipo por diferencias en las columnas, que por lo general son columnas ligadas con
cadenas de hidrocarburos de 18 carbonos y que se denominan comunmente C,g, volimenes

de inyeccion (10 6 20 pl); composicidn en la fase movil acetomtrilo-agua o, a veces,
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poniendo un tercer componente en la misma como tetrahidrofurano o metanol; flujo de fase
movil; longitud analitica del detector; etc.

d).- Se pueden utilizar sistemas HPLC con uso de la técnica de gradiente, por ejemplo:

Columna : Fase reversa ODS a 40°C
Volumen de inyeccidn: 20 pl
Fase movil: Acetonitrilo-agua a 1.4 ml/min. con el siguiente programa:

49:51 (v/v) durante los primeros 26 minutos,

de 49:51 a 100:0 en forma lineal y 14 minutos y continuar

a 100:0 hasta el final del andlisis.
Detector : UV-Visible con arreglo de diodos con lecturas en barrido

desde 290 hasta 600 nm.
¢).- También se han utilizado equipos de cromatografia de liquidos acoplados con
espectrometros de masas como detectores (conocidos por sus siglas en inglés como

"HPLC-MS), los cuales pudieran contener los mismos elementos que los ejemplos anteriores

pero el detector se usa con el modo de ionizacidn quimica con metano como gas reactivo en
la camara del MS. Con éstos equipos se puede tener limites de deteccidon de hasta
nanogramos de carbonilos en aire,

Con los dos tltimos ejemplos se determinan carbonilos en aire con un nimero de carbonos
desde C; hasta C4.

3.5 Limites de deteccion.

En todos los métodos que involucran 2,4-DNPH ya mencionados, los limites de deteccion
para los diferentes carbonilos son acotados tanto por los equipos con los cuales se realiza la
cuantificacion como por la calidad de los blancos utilizados. Para la gran mayoria de los
compuestos carbonilos; en especial para formaldehido, acetaldehido y acetona, los niveles
de!l blanco son los que determinan los limites de deteccion.

De este modo, al reducir los niveles del blanco, se aumenta el limite de deteccién. Lo
anterior puede realizarse cuidando algunos factores como son los reactivos, solventes y
aparatos utilizados durante toda la técnica de muestreo y andlisis asi como la preparacion de
las soluciones. Las soluciones de 2,4-DNPH son en extremo reactivas con el ambiente y los

materiales donde se almacenan, lo cual implica que la eliminacion de carbonilos en el
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blanco es muy dificil. Sin embargo, se pueden minimizar de modo que pueden alcanzarse
niveles de deteccion de hasta ppt. Algunas de las formas en las cuales puede lograrse o
anterior se mencionan a continuacion:

+ utilizar reactivos de alta pureza, en especial para 2,4-DNPH y los solventes,

« ocupar soluciones de reciente preparacidn, y

e evitar el contacto de la solucién de 2,4-DNPH con el ambiente o la luz'.

Ademids, es siempre indispensable trabajar con sumo cuidado y en laboratorios adecuados
para obtener buenos resultados.

Debido a lo reactive de la solucién de 2,4-DNPH existen también algunas sugerencias
realizadas como que el evitar el uso de utensilios de baquelita (que es un polimero
preparado de formaldehido y fenol) porque podrian contener suficiente cantidad de
formaldehido libre que no permita obtener blancos de bajos niveles™. Las botellas de vidrio
requieren de un acondicionamiento previo con 2,4-DNPH debido a que puede haber una
disminucién de la adsorcion del compuesto de interés cuando se usan materiales nuevos. El
polietileno no presenta estas interacciones, pero parece que la sefial en el formaldehido se
incrementa con el tiempo de almacenamientoSI, aun asi parece ser el material mas viable si

los andlisis se realizan en el menor tiempo posible.

3.6 Interferencias.

Debido a la compleja mezcla de gases y particulas que existen en el aire existe, siempre, la
posibilidad de que algunos de los compuestos presentes en el ambiente no permitan que se
observen resultados reales. Para el analisis y determinacidn de carbonilos existen algunos
compuestos que pueden interferir potencialmente en la determinacion; algunos de ellos se
han estudiado y existen procedimientos por los cuales se puede eliminar estos problemas.

Entre los posibles compuestos que pueden ocasionar interferencias en el muestreo estan los
oxidos de nitrogeno, dioxido de azufre y ozono. No obstante, los. resultados a los que se ha
llegado en los estudios realizados han sido, en algunos casos, contradictorios y parecen

depender de la técnica y la manipulacion realizada por el investigador.
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3.6.1 Didxido de nitrégeno (NO3).
Atn cuando se conoce que el NOj reacciona con la 2,4-DNPH y los productos generados™,
diversos trabajos han mostrado que este compuesto no produce alguna interferencia

significativa en la determinacidn de carbonilos en el ambiente>*.

3.6.2 Oxido nitrico(NO).
No existe alguna evidencia de que el NO reaccione con la 2,4-DNPH dado que al realizar
experimentos no se producen picos extrafios en los cromatogramas. Tampoco hay un
decremento en la intensidad de los picos observados, por lo tanto, aun en ambientes
extremadamente contaminados no existe la posibilidad de resultados erréneos en la

determinacion de carbonilos en el ambiente.

3.6.3 Didxido de azufre (SO;).
La interferencia por este compuesto es producida por la formacion del compuesto de
adicién carbonil-bisulfato (acido hidroxialcanosulfénico) el cual puede reducir el desarrollo
del compuesto carbonilico®. Sin embargo, bajo condiciones Aacidas, la reaccién de
derivatizacion del formaldehido se lleva a cabo sin problemas a pesar de que existan altas
concentraciones de SO, *°. Esto indica que en las condiciones en las cuales se realizan los
muestreos de aire, es decir a un pH < 3, hay muy poca probabilidad de que exista
interferencia. No ocurre lo mismo en el caso de que se realicen muestreos de agua en la
atmosfera, en este caso la formacién de SO,-HCHO puede afectar la reaccion de
derivatizacion o bien si el hidrometanosulfonato se ha formado previamente, éste se debe

disociar primero a un pH de 13 antes de intentar la reaccién con 2,4-DNPH”.

3.6.4 Ozono (O3).
El ozono es uno de los gases mas reactivos que existen en la atmosfera terrestre. Existen
numerosos estudios en los cuales se han determinado las posibles formas en las cuales este
compuesto produce interferencias en las mediciones de acuerdo con la técnica utilizada
durante el muestreo. También existen trabajos mediante los que se sugieren procedimientos
para eliminar estas interferencias o, al menos, minimizarlas.

Los efectos por ozono pueden clasificarse en tres:



1. Formacién de carbonilos por reaccién con los materiales de muestreo,

2. degradacidn de las 2,4-DNPHidrazonas y

3. formacién de otros compuestos que causan interferencias.

La 2,4-DNPH reacciona de forma rapida con el ozono atmosférico. Como las hidrazinas no
se fotolizan en la region de radiacién solar que llega a la superﬁcie58 (A > 290 nm), un
probable mecanismo de reaccién en la atmdsfera seria la reaccidén con ozono y el ataque de
un radical hidroxi, los cuales son generados tanto en el esmog fotoquimico como en
ambientes poco contaminados o rurales®®.

En un estudio de Arnst y Tejada (1989) se observé que, al realizar muestreos con cartuchos
de silica impregnada con 2,4-DNPH, la pérdida de la hidrazona formada por el
formaldehido aumentaba proporcionalmente con la concentracién de ozono en el ambiente.
En contraste, al realizar muestreos con burbujeadores, no habia pérdida de la hidrazona del
formaldehido pero decrecia considerablemente la cantidad de 2,4-DNPH en la solucion®'.
Esto redundaria en problemas de resolucién del pico del formaldehido dado que los
productos de la reaccion de 2,4-DNPH-ozono pueden interferir en la separacion
cromatogréfica.

También en el caso de los cartuchos de Cg se observa que no hay pérdida de la hidrazona
del formaldehido. En este caso se ha sugerido que los radicales generados por el ataque del
ozono a la 2,4-DNPH pueden ser atrapados por los grupos de Cz previniendo asi la
desaparicién de las hidrazonas o de mas 2,4-DNPH. Sin embargo, tales radicales pueden
reaccionar también con las cadenas de Cg lo cual resultaria en la formacién de compuestos
carbonilicos de mayor longitud'".

Los mecanismos de reaccidn mencionados anteriormente no han sido plenamente
comprendidos. Atkinson y Carter (1984) han propuesto que se puede iniciar una cadena de
reacciones por radical libre cuando el ozono reacciona con las hidrazinas, ya sea por la
adicion al nitrogeno o la sustraccion de un hidrogeno en alguno de los enlaces débiles de
N-H . Arts y Tejada (1989) han puntualizado que bajo las condiciones acidas del
andlisis, la adicion del ozono al nitrogeno protonado estd restringida y entonces la
sustraccion del hidrogeno podria ser el camino mas probable®!.

Lo mencionado anteriormente nos da una idea mas precisa de lo importante que es la

interferencia causada por el ozono durante las mediciones de carbonilos. Es por ello que
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diversos investigadores se han dado a la idea de buscar procedimientos o aditamentos
mediante los cuales eliminar las interferencias.

Uno de los procedimientos més aceptados por la comunidad es el colocar trampas de
yoduro de potasio (KI) antes de los sistemas que contienen DNPH para eliminar el ozono,
La trampa puede consistir de despojadores o simples tubos de cobre recubiertos por una

solucién de KI.

El mecanismo bajo el cual actia el KI para eliminar el ozono se representa por la

reaccion'’:

03 +2KI +H,O — Oy +1; +2KOH
Sin embargo, se ha propuesto otro mecanismo, el cual no requiere agua, mediante el cual se
elimina el ozono®":
03 +KI —» O, +KOI
Aunque el primero es mas probable debido a la humedad presente en el ambiente.
Las trampas de KI han mostrado ser muy efectivas tanto a flujos elevados de muestreos
como en diversas condiciones de humedad. Sin embargo, se ha reportado que debido a que

las sales de yodo son muy higroscépicas el analisis se puede ver afectado®.
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Capitulo 4

CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS.

¢Qué es la cromatografia? Aunque existen varias definiciones, en este trabajo sélo se
escribird aquella que proporciond el comité especial de la Union Internacional de la

Quimica Pura y Aplicada (por sus siglas en inglés, [IUPAC):

“La cromatogralfa ¢s un mdétodo utilizado principalmente para la separacion de los
componentes de una mezcla, en dicho método los constituyentes de la mezcla son
distrii:uidos en dos fases, una de las cuales es estacionaria mientras la otra se mueve. La
fase estacionaria puede ser sélida, o de un liquido soportado en un so6lido, o un gel. La fase

estacionaria puede ser empacada en una columna o distribuida como una pelicuia63.”

Pero la cromatografia es una técnica muy versatil y de gran aplicacion en los laboratorios
quimicos y bioquimicos modernos en diversas dreas como el control de calidad, analisis.
investigacion y mediciones fisicoquimicas por mencionar algunas. Industrialmente, se
utiliza para la purificaciéon de farmacos, tierras raras y azucares. En los laboratorios de
investigacion se utiliza para la separacion de cantidades minimas de sustancias en una

mezcia compieja.

La mayoria de los procedimientos en cromatografia de liquidos estan basados en una forma
solido-liquido, en la cual la fase estacionaria es esencialmente una superficie. En estos
sistemas, el espacio que ocupa una molécula retenida de soluto estaba ocupado
anteriormente por una molécula de fase mévil. La retencién de un analito involucra por lo
tanto una competencia entre las moléculas de éste y de la fase mdvil por un espacio en la

fase estacionaria.

Ademas de esto, existen interacciones entre las moléculas de los componentes de la mezcla

y de la fase mévil. Entre las mas importantes se encuentran:
1. Fuerzas de dispersion o London (P-P)

2. Fuerzas Keeson (D-P o P-D)

3. Fuerzas de Debye o de orientacidn dipolar (D-D)

4. Enlaces de hidrégeno (A-B y B-A)
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Los términos P,D,A y B se refieren a la polaridad, momento dipolar, acidez y basicidad,
respectivamente. Esto es muy 1til para caracterizar a las moléculas de analito y solvente de
acuerdo a su polaridad, la cual es una medida total de estas fuerzas. Se han propuesto
algunas clasificaciones para los solventes mas comunes en HPLC con base en su polaridad.
No obstante, existen otros parametros que deben tomarse en cuenta para la eleccidn de un
solvente adecuado para lograr la separacion. Como se menciond anteriormente, basandose
en la naturaleza polar o apolar de la fase estacionaria las moléculas tendran una preferencia
para quedarse retenidas o no. La fuerza del solvente puede ser entonces controlada al

ajustar la polaridad de la fase movil mediante la mezcla de diferentes solventes.

4.1 Clasificacion de la Cromatografia.

El realizar una clasificacion de la cromatografia facilita y simplifica el estudio del método.
La clasificacion se puede realizar basandose en uno o varios de los factores que afectan la
separacion de los componentes de una mezcla. Para el objetivo propuesto en este trabajo, la
clasificacion se basa en la fase mévil utilizada®. La clasificacion, mostrada en la siguiente
figura (Fig 4.1), hace notar la importancia de la fase mdvil en el mecanismo de la
separacion y divide a la cromatografia en tres grandes ramas: cromatografia de liquidos,
cromatografia de gases y cromatografia de fluidos supercriticos. La misma figura muestra
que dependiendo del tipo de fase estacionaria y la configuracién del equipo se da un
nombre especifico al método cromatografico empleado durante un analisis. La
configuracion se refiere al equipo y procedimientos operacionales de desarrollo del proceso
cromatogréafico. En este caso existen dos formas principales: en columna o plana. Esto se
refiere a la forma en la cual puede encontrarse la fase estacionaria. Cuando la fase
estacionaria estd empacada dentro de una columna o en forma de una pelicula uniforme en
las paredes de la misma se habla de una configuracion en columna. Por otro lado, si la fase

estacionaria se distribuye sobre una placa plana de vidrio, aluminio u otro material, se habla

de una configuracion plana o en placa.

El desarrollo del analisis se puede efectuar de tres distintas formas: frontal, desplazamiento

o elucidn, siendo éste ultimo el mas importante.
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4.1.1 Elucion.
Esta técnica es la méas empleada en los métodos cromatograficos y representa el fenémeno
basico de las separaciones. Para explicar adecuadamente lo que sucede, imaginese una
mezcla que contenga sélo dos sustancias (A y B) que se introducen en la parte superior de

una columna empacada y que, mientras pasa un disolvente, se van separando.

Tras la introduccion de una porcion de la mezcla, el agregado de una cantidad de disolvente
hace avanzar hacia abajo de la columna una parte de la muestra,. la cual esta disuelta en el
disolvente, donde se producen interacciones entre la fase estacionaria, la muestra y el
disolvente que avanza. Las adiciones continuas de disolvente desplazan a las moléculas de
los solutos a través de la columna en una serie de interacciones entre las fases mévil y
estacionaria. Debido a que el movimiento de los solutos puede tener lugar sélo en la fase
moévil, la velocidad media a la que emigra un soluto depende de la fraccidn de tiempo en el
que permanece en esa fase. Esta fraccidn de tiempo es pequefia para los solutos con
relaciones de particion que favorecen la retencion en la fase estacionaria y grande para
aquéllos en los que la retencidn en la fase movil es mas importante. En condiciones ideales
las diferencias resultantes en estas velocidades hacen que los componentes de la mezcla se

separen en bandas localizadas a lo largo de la columna. Todo este procedimiento se

esquematiza en el esquema (Fig. 4.2) ®.

4.2 La cromatografia de liquidos de alta resolucién.

La instrumentacién necesaria para la cromatografia de liquidos se ha desarrollado
constantemente durante las dos ¢ltimas décadas hasta el punto de lograr configuraciones
muy diferentes a las de los primeros equipos que utilizaban columnas abiertas. La
cromatografia de liquidos de alta resolucidn, o de alta presién como aparece en algunos
textos (HPLC es la abreviacién en el idioma inglés de High Performance Liquid
Chromatography), ha revolucionado el campo de las separaciones. Los compuestos y
mezelas que en alguna ocasion fueron considerados muy dificiles de separar por sus
condiciones de polaridad, volatilidad o inestabilidad térmica pueden actualmente ser
facilmente separados mediante el uso de esta técnica. El mayor desarrollo en este campo ha

sido logrado por la elaboracion de columnas empacadas con materiales de tamafo de
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particula pequefio (5 6 3 pm son las mas pequeiias en el mercado actual) y uniforme que
pueden ademas tener cadenas de hidrocarburos enlazadas en la superficie de dichas

particulas.
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Fig. 4.2
Representacion esquemdtica de los diferentes modos de desarrollo mostrando e}
efecto en la migracidn de los componentes de la mezcla y los perdiles resultantes.
Los componentes de la mezcla son representados por las letras A y B y la fase
mévil por la letra C.

Los componentes bésicos de un sistema de HPLC consisten de un solvente (el cual se
denomina fase mévil o eluente) en un contenedor, un sistema de bombeo para el mismo, un
sistema de inyeccién de muestra (inyector) que puede operarse en forma manual o
automatica, una columna, uno o mas detectores y un sistema de integracién de los datos. La
columna, que contiene a la fase estacionaria sobre la cual la separacién se llevara a cabo,
esta conectada tipicamente al inyector por medio de tubos de didmetro muy estrecho
(0.1 pulgadas o menos) a fin de minimizar el efecto de ensanchamiento de bandas. Los
compuestos separados pasan después al detector donde generan una sefial, la cual es

guardada por el sistema de integracién. Se puede emplear mas de un detector en un mismo



sistema para maximizar la informacién de la muestra en una misma inyeccion, para ello los
detectores son conectados en serie. La sefial de deteccién es generada sobre la base de
alguna propiedad del soluto o de la fase movil, por ejemplo absorbancia de luz,
fluorescencia, conductividad u otra. El sistema integrador puede ser desde un simple

graficador a una computadora.

Por medio de una computadora se puede manejar, actualmente, todo el sistema

cromatografico, como la bomba, ¢l volumen de inyeccién o la longitud de onda del detector

y su sensibilidad.

Las separaciones de mezclas a través de sistemas de HPLC se pueden clasificar en tres
categorias: separaciones por adsorcion o fase normal, separaciones en fase reversa y

separaciones por intercambio 16nico.

Las separaciones en fase normal requieren que la fase estacionaria sea mds polar que la fase
movil. Esta modalidad fue la primera en utilizarse; sin embargo, actualmente no es la mas
usada en HPLC. Las separaciones i6nicas aprovechan la propiedad de algunas sustancias
para formar iones al cambiar el pH de la solucion en la cual se encuentran inmersos. La fase
reversa es utilizada en aproximadamente el 65% de las separaciones de HPLC® y es
actualmente la mds importante de las tres categorias mencionadas anteriormente. No
obstante, este mecanismo de separacion no es conocido del todo y sélo se acepta que

ocurren interacciones entre el soluto y la fase mévil para lograr la separacién.

4.3 Cromatografia en fase reversa.

Dado que esta modalidad de HPLC es la mas comun, se explicardan brevemente los
principios involucrados:

La cromatografia en fase reversa se caracteriza por el uso de una fase movil polar y una
fase estacionaria no polar. La fase movil mas comin es una mezcla de agua con algin
solvente de tipo organico y miscible en un amplio rango. Los solventes mas comunes son
metanol, acetonitrilo y tetrahidrofurano. La fuerza de la fase moévil aumenta con el
porcentaje de solvente organico empleado en el desarrollo del andlisis. También el empleo

de solventes menos polares aumenta la fuerza de elucién.
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Aunque el mecanismo de separacién no se ha comprendido perfectamente, es comtinmente
aceptada la teoria de interacciones solvofobicas. En la mayoria de los casos, y
especialmente cuando se separan compuestos muy poco polares, la separacidn es debida a
la fuerte afinidad del soluto por la fase estacionaria. Entre mayor sea la afinidad del soluto
por la fase estacionaria y menor por el solvente de la fase movil, mayor es el tiempo que
permanece en la columna. Se dice entonces que el soluto es mas ‘retenido cuanto mas afin
es por la fase estacionaria.

A continuacién se describiran algunos de los componentes mas importantes del sistema de
HPLC.

4.4 Componentes de un sistema de HPLC.

4.4.1 Bombas.

La principal funcién del sistema dosificador del solvente al equipo es bombear la fase
movil de la manera més reproducible como sea posible. Para los trabajos comunes en
HPLC el flujo comun proporcionado por una bomba es del orden de hasta 10 ml/min.
Debido al tamafio de particulas empleadas en las columnas, las bombas de equipos HPLC
pueden trabajar hasta con presiones de 41.4x10° Pa (6000 psi) y dosificar ¢l eluente de
forma precisa. Sin embargo, generalmente no se trabaja a presiones mayores que 35.88x10°
Pa (5200 psi) a fin de evitar dafios en la bomba. La bomba debe proporcionar, ademas, un
flujo libre de pulsaciones para que no se vea afectada la seiial registrada por el integrador y
debe tener un volumen minimo para que sea capaz de proporcionar cambios de fase de
forma rapida. Los materiales de los cuales la bomba es construida deben ser inertes, o

resistentes quimicamente, a los componentes de la solucién del eluente,

4.4.2 Columnas para HPLC.

Existen diferentes clasificaciones para el material de empaque de las columnas modernas de
HPLC de acuerdo al tamaiio, tipo y material de la particula, entre otras caracteristicas. En la
actualidad se emplean muchos materiales en el empaque de columnas cromatograficas de
modo que se amplian las posibilidades para lograr un objetivo, pero también se tienen

mayores problemas en la seleccién de la mas adecuada. Al igual que cuando se requiere



elegir el tipo de cromatografia, la eleccién de una columna requiere que se respondan
ciertas preguntas muy sencillas que nos puedan conducir a una buena eleccién. La
figura muestra el camino a seguir (Fig 4.3); sin embargo, también es indispensable la

experiencia y un juicio l6gico para obtener resultados y optimizar el sistema de separacidn.
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Gufa para la selecién del método cromatografico ¥ emparues de columnas a utilizer (Ref 64)



4.4.3 Detectores.

Actualmente no existe un detector universal para todas las determinaciones de HPLC. Es
por ello que en algunas ocasiones se ocupan detectores en serie. Existen detectores que
miden alguna propiedad intrinseca de los solutos o bien de la fase movil. Aquellos
detectores que miden la propiedad de un soluto son mis selectivos que aquéllos que se
basan en propiedades de la fase movil.

El modo normal de operacion de un detector de HPLC es medir una sefial proveniente de la
fase movil que se toma como base. Al pasar un compuesto dentro de la solucidn, la
propiedad que se mide cambia y esto es medido como un aumento o disminucion de la
sefial que es registrada por el integrador con lo que se obtiene una grafica caracteristica en
este tipo de analisis a la que se llama cromatograma.

Un detector para HPLC debe cumplir con las siguientes caracteristicas: alta sensibilidad a
los cambios de la propiedad de interés, bajo nive!l de ruido, un rango de respuesta lineal,
bajo volumen muerto, estable al trabajar durante periodos largos, que la respuesta que
proporcione no sea dependiente de los cambios de los parametros de operaciéon (como
presion, temperatura, flujo o composicién de la fase movil). Aunque no todos los detectores
cumplen con todos las caracteristicas, los mas comunes cumplen con la mayoria de ellas y

con eso es suficiente.

4.5 Comparacion de las técnicas.
La eleccién de una técnica apropiada es una cuestion muy importante. Sin embargo, existen
ciertas preguntas que, al responderlas, nos pueden proporcionar la técnica mas idénea para

la realizacion de nuestro objetivo (Fig. 4.4).

La nafuraleza del analito y la matriz son las primeras consideraciones asi como la
disponibilidad de alguna pieza particular del equipo. Algunas veces puede ser obvia la
eleccion de la técnica pero en otras no es asi, de modo que la experiencia del operador es

importante.

En principio, la eleccion entre la cromatografia de gases, la de liquidos y la de fluidos
supercriticos es relativamente facil. Si el analito es volatil, es decir, que tiene un punto de
ebullicién menor a 500°C, la eleccion seria en favor de la cromatografia de gases. La

versatilidad de la cromatografia de liquidos estriba en que se pueden detectar una gran



gama de sustancias que van desde organicas hasta inorganicas, con alto o bajo peso
molecular, si son especies i6nicas 0 no, a través de diversos detectores. Ademas de lo
anterior, se pueden realizar derivatizaciones de los analitos para modificar sus propiedades

y asi poder ocupar otra técnica que incremente el panorama del analisis.
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Fig. 44
Diagrama de seleccidn de técnica cromatografica.



Capitulo S

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS.

5.1 Muestreos y analisis.
Los muestreos realizados desde 1996 han sido con base en lo propuesto por Possanzini y
colaboradores (1989) "2 De esta forma se utilizan despojadores concéntricos de 3 tubos de
25 c¢m de largo impregnados con una solucién de 1% en peso de 2,4-DNPH y 1.5% de
acido fosférico (H3PO4) en acetonitrilo (que sera representado por MeCN) grado
cromatografico. Ademas del despojador con DNPH se coloca debajo de éste otro con una
solucion de KI al 10 % en agua para eliminar las interferencias causadas por el ozono. Los
despojadores se secan pasando una corriente de aire cero a una velocidad de 2 6 3 litros por
minuto durante 5 minutos aproximadamente, Una vez listos se colocan en el sistema de
muestreo para que pase aire del ambiente a través de los despojadores a un flujo de 10 litros
por minuto durante periodos de 6 y 12 horas (6600 y 13200 litros de aire por periodo,
respectivamente).
Una vez concluido el tiempo de muestreo, se retiran los despojadores y se extraen con
20 ml de una solucién H;0-MeCN (1:1 en volumen) realizando dos extracciones de 10 ml
cada una. El volumen total se deposita en frascos de polietileno hasta el momento de su
analisis.
El analisis de las muestras en los afios de 1996 y 1997 se realizé inyectando 20 Ol de la
solucién de extraccidon en un cromatdgrafo Perkin Elmer con bomba isocratica y un
detector de UV de longitud variable marca GBC. La columna cromatografica usada era del
tipo usado en cromatografia de fase reversa, marca Spherisorb ODS (ODS se refiere a que
tiene cadenas de octadecilsilano o C,g ligadas a la superficie de las particulas de silice del
empaque de la columna), de 15 cm de largo y 4.5 mm de diametro con particulas de SOm
de didmetro. Como fase moévil se utilizaba una solucién de H,O-CH;CN (45:55) a un flujo
de 1 ml/min.
El ntimero de muestras fue de al menos 100 durante 1996, 90 durante 1997 y al menos 76
durante 1998. De todas ellas, s6lo se tomd un grupo representativo de ellas (20

aproximadamente) y se muestran los mejores ejemplos en este trabajo (Apéndices A y D).
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5.2 Experimentacion.
Para comenzar el trabajo experimental fue necesario tomar decisiones sobre cdmo formar
los estandares, es decir las hidrazonas correspondientes, y cudles de ellos serian los més
probables de encontrar en las muestras de los afios mencionados.
Para formar los estdndares correspondientes se tomd como plinto de partida lo que se
realiza en el Laboratorio de Quimica Atmosférica del CCA de la UNAM. En el laboratorio
mencionado se utiliza una técnica de derivatizacion de los carbonilos con 2,4-DNPH en
solucion®™. No obstante, se hizo una modificacion del método para preparar algunos de los
estandares. Dicha modificacién se menciona durante la descripcidn de la recristalizacion de
las hidrazonas obtenidas.
Después de ello se seleccionaron los compuestos con los cuales ampliar el espectro de los
carbonilos estudiados hasta ese momento. Dichos compuestos son listados a continuacién:
1. 2-butanona

2. 3-metil-2-butanona.

Ll

2-pentanona
3-pentanona
4-metil-3-penten-2-ona

3,3-dimetil-2-butanona

N e

Acetofenona

Estos compuestos se sumarian a la lista de los primeros cinco carbonilos:
¢ Formaldehido

s Acetaldehido

* Acetona

e Propanal o propionaldehido

« Butanal o butiraldehido

5.2.1 Preparacion de los estindares (derivados).
El procedimiento propuesto, basado en el de Shiner, er. al, (1965) ®, es el siguiente:
Se pesa aproximadamente 0.8 gramos de DNPH en un matraz Erlenmeyer, se agregan 6
mililitros de agua deionizada y 4 mililitros de &cido sulfurico concentrado y al final se

adicionan 20 mililitros de etanol grado cromatografico.
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Por otro lado, en un matraz Erlenmeyer de 125 mililitros se ﬁesa aproximadamente un
gramo del carbonilo que se desea derivar y se diluye con 40 mililitros de etanol grado
cromatografico. Se combina el contenido de ambos matraces vy se espera hasta que la
reaccion se complete dejando la solucién durante toda la noche a temperatura ambiente y
protegida de la fuz. _

Al dia siguiente, se filtra el contenido del matraz y se realiza una recristalizacion
disolviendo los cristales con etanol caliente o, en casos como 4-metil-3-penten-2-ona y
acetofenona, con acetonitrilo y agua (maximo 10 mililitros) para después filtrar la solucién
caliente y dejar reposar el filtrado durante la noche.

Finalmente, al dia siguiente se filtran al vacio los cristales obtenidos y se lavan con un poco
de etanol. Los cristales obtenidos se dejan en frascos de vidrio color &mbar dentro de un
desecador. Los cristales tienen, en general, un color naranja a rojizo y son de aspecto

fibroso, es decir, largos y delgados.

5.2.2 Obtencion de las condiciones de separacion por HPLC.
Una vez obtenidos los cristales de los derivados de interés, se procedi6 a realizar pruebas
cualitativas en el equipo de HPLC. Para ello se prepararon soluciones de los derivados con
acetonitrilo para inyectarse en el cromatdgrafo. Nuevamente se tomd como punto de partida
el método utilizado en el laboratorio ya mencionado para obtener los tiempos de retencion
correspondientes a los nuevos compuestos, los cuales se fueron agregando a la mezcla
original de carbonilos poco a poco. El procedimiento cromatografico original era de la

siguiente manera:

Columna: Hypersil ODS-2 de 25 cm. de largo y con tamafio
de particula de 5 pm.

Fase movil: Acetonitrilo-agua (45-55) a 1.5 mli/min.

Elucion: Isocratica.

Deteccién: UV-Vis a 360 nm. con un detector marca GBC de

longitud variable.
Sin embargo, se noté que el sistema original no lograba separar los derivados de C,

(butanal y 2-butanona), ademés de los de Cs (3-metil-2-butanona, 2-pentanona y 3-

A




pentanona). Esto dio paso a que se realizaran pruebas de elucién en gradiente variando la
composicion de la mezcla eluente y, después, el solvente orgénico en la fase movil.
Haciendo uso del disefio de experimentos, se establecié un diagrama para realizar las
pruebas basandose en lo que se menciona en el parrafo anterior. El disefio se basé en la
técnica de disefio factorial, que tiene las ventajas de poder estimar la respuesta de todos los
factores a evaluar en diferentes niveles. Por otro lado, se pueden determinar interacciones
entre los factores, en caso de que éstas ocurriesen, y se minimiza el nimero de
experimentos u observaciones realizados para determinar resultados.

Como se conocia de la fuerza de elucion de la fase apoyandose en un diagrama
proporcionado por Ahuja® (1989), el factor de fuerza se establecio alrededor del valor
conocido (la fuerza de elucion era aproximadamente igual a 2 para la fase mévil original).
El segundo factor fue el tipo de solvente empleado en la preparacién de la fase mévil, esto |
implica que el tipo de interacciones analito-solvente usadas en el proceso de separacién son
diferentes por la naturaleza del solvente utilizado.

Sé6lo fue necesario ocupar dos niveles para cada factor. Ello permitié realizar pruebas con
dos solventes y usar dos soluciones de diferente composicidon para cada solvente (los
nimeros en el interior del cuadrado muestran la composicion de la fase moévil). Los
solventes empleados fueron acetonitrilo y metanol (MeOH).

El diagrama utilizado quedd de la siguiente forma:

‘C

-8 23 om0 80:20|
2 .
1] |
O f
© |
o} i
o

:D._._, 1.75 400 60:40

MeCN MeOH

Componente orgdénico

x.y X = porcentaje orgdnico
' Y = porcentaje agua

La evaluacion se realizé por medio de la forma de los cromatogramas obtenidos. En

ninguna ocasion fue necesario el evaluar la resolucion obtenida por el uso de la fase mévil

empleada.
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Las pruebas realizadas con una fase moévil de metanol-agua (60-40) dieron una buena
separacion de los carbonilos de Cq4 (butanal y 2-butanona) y las pentanonas (2-pentanona y
3-pentanona) pero no se lograba separar la acetona del propanal. En los casos con fase
mévil agua-acetonitrilo si se identificaron acetona y propanal, pero el resto de los
compuestos en la mezcla no fue posible separarlos.

En ninguna de las pruebas realizadas se logré la separacién de 2-pentanona y 3-metil-2-
butanona.

Dados los datos mencionados, se procedié al desarrollo df: una técnica de elucidn por
medio de un gradiente ternario; esto es, un gradiente que involucrara los tres solventes que
se habian utilizado en las pruebas anteriores: metanol, acetonitrilo y agua.

El desarrollo de un gradiente de este tipo se baso en el hecho de que ya en la literatura se
tenfan antecedentes de que otros experimentadores habian logrado la separacion de los
carbonilos de C4 gracias a una mezcla ternaria®’, de modo que se comenzd a delinear cuales
serian los parametros del gradiente.

En primer lugar se establecié que en el inicio de la corrida debia de haber acetonitrilo en la
fase movil, para después ir decreciendo en su concentracidn dentro de la fase movil a
medida que el sistema se fuera desarrollando. Esto era con el fin de que la separacion de los
compuestos mas pesados que Ci pudiesen separarse adecuadamente. Por otro lado, la
proporcidn organica de la fase mévil no debia ser mayor a la de las pruebas en las cuales se
habia logrado una buena separacion, por 1o que se decidié que la proporcion organica de la
fase movil al inicio de la corrida no debia ser mayor al 60 % en volumen.

A continuacioén se procedi6é a determinar la proporcion inicial de acetonitrilo en la fase
mévil y se obtuvieron resultados aceptables con 20 y 25 % en volumen de acetonitrilo y
30% de metanol. Posteriormente se realizaron prucbas para determinar el gradiente con el
cual la proporcion de acetonitrilo iria decreciendo y, de ser necesario, se eliminara.

De acuerdo con los datos que se obtuvieron, el acetonitrilo tenia que eliminarse uno o dos
minutos después de que eluyeran los carbonilos Cs. Se iniciaria con una proporcién de 20%
de acetonitrilo para que fuese disminuyendo hasta que la mezcla se volviese binaria

después de los 15 6 20 minutos de iniciada la corrida con un flujo de 1.0 ml/min.
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Después de esto, se procedid a optimizar el gradiente, quedando de la siguiente forma:

Min 0 10 (20 {25
% MeOH 35 |50 |70 |80
% MeCN 20 |10 |0 |O

% HR0 45 140 (30 |20

Después de 25 minutos, la proporcién quedaria igual hasta el final de la corrida. Con el .

programa anterior se obtuvo el siguiente cromatograma denominado e-150 (Fig. 5.1).
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Fig. 5.1

Cromatograma de la mezcla con 20 mg de compuesto por litro de solucién de los estandares de carbonilos
obtenido con el primer gradiente antes de la falla del equipo.

Al empezar a realizar la curva de calibracion el sistema comenzo a dar sefiales falsas en los
cromatogramas, haciendo imposible la cuantificacién de las areas de los picos de los

compuestos de interés. Por otro lado, la bomba y la columna tuvieron también problemas en

€&

C>»3
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su funcionamiento. Todo esto tuvo como consecuencias cambios en el sistema,
principalmente en la bomba, en la cual se tuvo que hacer una modificacién en la camara de
mezclado de solventes. Dicha modificacioh fue la cancelacién de una de las vélvulas que
controlan el flujo de alguno de los solventes que componen la fase mévil y el cambio de
otra de ellas.

Otro factor que cambid fue la columna dado que se tuvieron que limpiar los filtros de la
cabeza de la columna Hypersil de 25 cm. de largo. Esto provocd un cambio en su capacidad
para resolver los picos correspondientes a los componentes de la mezcla a separar.

Sin embargo, el problema de las sefiales falsas siguié presentdndose hasta que, finalmente,
se descubrié que la calidad del agua utilizada no era la adecuada para el analisis. Esto se

resolvid al usar agua grado cromatografico.

5.3 Resultados.
Todo lo anterior provocd que el desarrollo del sistema cromatografico cambiara
significativamente, de tal modo que fue necesario volver a buscar condiciones adecuadas de

separacién y cuantificacién de los compuestos. Asi, el sistema que mejor funciond fue

empleando las condiciones siguientes:

Columna: Hypersil ODS-2 de 25 cm. de largo y 4.4 mm de
didmetro y con tamaiio de particula de 5 pum.
Volumen de inyeccién: ‘ 20 pl.
Deteccibn: a). UV-Vis de longitud variable a 360 nm.
b). Detector de diodos GBC.
Gradiente:
Comp |Min|0 {12 |20 |28 |45 |55 |56 {65
% Agua 50 (45 [40 |35 |30 |30 |50 [50
%MeOH 30 |45 {60 |65 |70 {70 {30 |30
% MeCN 20 |10 |0 (O |O (O |20 |20
Flujo de eluente: 1 ml. / min.

Bajo estas condiciones se lograron obtener tiempos reproducibles y correr una curva de

calibracién de los compuestos antes mencionados a excepcion del 3-metil-2-butanona. El
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perfil tipico de los cromatogramas se muestra en el siguiente cromatograma (Fig 5.2), pero

los resultados de la calibracién se muestran en el apéndice B.
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Cromatograma obtenido de la mezcla de estindares con concentracion de 20 mg de compuesto por litro de
solucién utilizando el programa de elucién definitivo después de corregir los errores en el sistema.

Por otro lado, en el apéndice C se muestran los espectros de los compuestos determinados
en el detector de arreglo de diodos, asi como algunas imdagenes tridimensionales del
cromatograma obtenido para el estandar de 100 mg de compuesto por litro de solucidn.

Una vez obtenida la curva de calibracién, se volvieron a realizar inyecciones con las
soluciones de estandares, ocupando fase moévil de acetonitrilo y agua solamente. Se
ocuparon dos fases, variando solamente las proporciones del solvente orgénico (se usaron

las fases ya mencionadas anteriormente). Por otra parte, también se cambié de columna,
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una Spherisorb ODS-2 con particulas de Sum y de 15 cm. de largo. El cambio de columna
obedecid al hecho de que los cromatogramas obtenidos hace dos afios fueron realizados con
esta columna pero, debido a que en algin momento perdié selectividad al dejarse secar, se
cambié por una de 25 cm. de largo, aunque con las mismas caracteristicas. Después de
obtener los cromatogramas con la columna Spherisorb mencionada, se procedié a evaluar

los datos de picos o compuestos separados y los tiempos de retencidn en el sistema:
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Cromatograma que despliega los resultados del andlisis de picos para la muestra de la Fig. I.]1 tomada en
1996.

1. El pico obtenido alrededor de los 11.4 minutos se atribuye a la presencia de 2-butanona
en las muestras, suponiendo que la columna lograba la separacion entre el butanal (que
aparece a los 10.4 minutos) y la 2-butanona ya mencionada.

2. El pico correspondiente a los 15.5 minutos se atribuye a alguna de las pentanonas
estudiadas (2-pentanona, 3-pentanona ¢ 3-metil-2-butanona) o de todas ellas juntas,
dado que en los experimentos realizados no se logrd la separacion de ellas a menos que
se utilizara un gradiente ternario.

3. El pico observado en la cercania de los 19.2 minutos indica la presencia de los

carbonilos Cg, en especial al compuesto denominado 3,3-dimetil-2-butanona, por el
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perfil observado en los cromatogramas de m.012 y m.013 (Fig D.2 y Fig D.3 en el
apéndice D, respectivamente) obtenidos durante €l presente trabajo.

4. Respecto a los picos entre 22 y 24 minutos, €stos se pudiesen atribuir a la acetofenona.
Sin embargo, se desconoce cual de los dos es mas probable, ya que cualquiera de ellos
tiene la misma probabilidad.

Para los cromatogramas de 1997 y 1998 no se tiene tanta informacién, dado que el tiempo

de analisis se recorté por cuestion de recursos y tiempo. Aun asi, los posibles compuestos

presentes en la muestra y que no se cuantificaron se presentan en la siguiente tabla:

Tiempo de retencién 1997 | Tiempo de retencién 1998 Compuesto propuesto
12 15.3 2-butanona
143 18.7 Carbonilos C5

Los cromatogramas de los aftos 1996, 1997 y 1998 analizados se muestran en el apéndice D
junto con los obtenidos durante este trabajo y, los cuales, sirvieron como base en la

identificacion de otros constituyentes en las muestras obtenidas en los afios mencionados.

Precursores .

Todos los compuestos anteriores pueden ser producidos por diversos precursores y
procesos atmosféricos. Es claro que algunas de las posibilidades son las reacciones de los
alcanos o bien procesos que involucren alquenos o, en el caso de los carbonilos aromaticos,
compuestos de este ultimo tipo.

Aqui se muestran algunos de los procesos que pueden ocurrir con el radical alcoxi; el que

nos interesa sobremanera es el que ocurre por la presencia de oxigeno molecular para

formar la 2-pentanona y otro radical’.

0
CH;EHCHZCHZCHJ
descomposicion isoimerizacion
0,
CH,CHO + CH,CH,CH, CH,CHOHCH,CH,CH,
HO; -+ CHJCOCHZCHZCHJ
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Lo mismo puede ocurrir para el caso de la 2-butanona y 3-pentanona o bien para cualquier
otro de¢ los compuestos de cadena lineal propuestos, si consideramos como reaccion general
el esquema precedente.
¢ Q |
RICT-TR2 + O2 — R, CR, + H02

Tomando en cuenta lo anterior, algunos de los precursores podrian ser el n-butano (butanal,
2-butanona, acetaldehido), proveniente del gas LP que se vende para la mayoria de los
hogares; el n-pentano (pentanal, propanal, acetaldehido, 2-pentanona y 3-pentanona), que

es emitido a partir de los combustibles para automotores, ademas de otros hidrocarburos

lineales o ramificados.

Costos de andlisis.

El tiempo que se toma en realizar un analisis de gradiente se incrementa por el tiempo que
debe uno esperar para equilibrar la columna en las condiciones iniciales, lo cual también
aumenta el costo del analisis. A pesar de ello el costo del andlisis en las condiciones con las
cuales se trabajo en el equipo es ligeramente menor utilizando 'la técnica de elucién con
gradiente: $6.50 (pesos mexicanos) contra $6.60 para un andlisis de 30 minutos con fase
MeCN:H,0 [55:45]. Por otro lado, si consideramos los datos obtenidos en el cromatograma
denominado e.150 (Fig. 5.1), el cual tiene mucho mejor aspecto que los obtenidos para la
curva de calibracidn, el costo se aproximaria a los $ 4.12, lo cual hace que el anilisis de las
muestras utilizando un gradiente de fase movil para su elucién sea més productivo.

No obstante, no se debe perder de vista que lo mas interesante es que se ha logrado
incrementar la cantidad de informacién que se puede obtener de la técnica de andlisis

utilizada.



Capitulo 6

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

A pesar de las diferencias en algunas de las condiciones de trabajo como son el cambio de

columna, el cambio en el desarrollo del sistema después de abrir la columna para la

limpieza de los filtros y el uso de un gradiente ternarto para la elucién de la muestra, es

posible observar algunas regularidades en los resultados de los afios 1996, 1997 y 1998

debido a que el método de muestreo es especifico para carbonilos. Esto permite tener una

serie homéloga que presentara algunas similitudes al ser analizada por HPLC.

Es por ello que se pueden dar algunas hipotesis acerca de los crbmatogramas obtenidos en

los afios ya mencionados. También es justo decir que no se puede dar un diagnostico seguro

porque no se tienen los elementos suficientes pero, dados los antecedentes de la técnica de
determinacién de carbonilos por derivatizacién de los mismos con DNPH, podemos
proponer las siguientes conclusiones:

1. El uso de un gradiente de elucidn ternario permitié definir claramente un mayor nimero
de compuestos en los cromatogramas. Esto gracias a la diferencia de interacciones
soluto-fase movil que se presentan al cambiar la composicion del eluyente,
princiopalmente por €l cambio de solvente organico.

2. La técnica propuesta muestra que es posible la determinacién de carbonilos con un alto
grado de exactitud ya que todas las curvas de clibracion tienen coeficientes de

correlacién muy proximos a la unidad.

L

Se debe destacar que el nimero de compuestos que se pueden determinar con el nuevo
método se incrementd a mas del doble. Esto es, ahora se pueden determinar hasta 11
carbonilos en un solo andlisis.

4. Por otro lado se logré una pequefia reduccion en el costo del analisis, aun cuando el
tiempo del mismo no es el ideal, lo que hubiera sido diferente en el caso de no tener los
problemas de equipo.

5. El método de obtencién de los estandares produce cristales de alta pureza, como se

logrd ver al correr diversos cromatogramas cuando se realizaron las pruebas de elucion

para determinar los tiempos de retencion de las diferentes hidrazonas obtenidas. En los
cromatogramas que se mencionan no se observaron picos extrafios a los del derivado en

cuestion.
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6. La recristalizacion de los estandares de las hidrazonas de carbonilos con mas de 5
carbonos es posible mediante el empleo de acetonitrilo. No obstante, el rendimiento de
la reaccion se ve reducido ya que se obtienen pocos cristales.

Es justo decir que la técnica de cromatografia de liquidos no es suficiente para asegurar
plenamente que los picos de los cromatogramas sean por la presencia de los compuestos
que se mencionan en este trabajo; sin embargo, los espectros UV obtenidos del detector de
arreglo de diodos pueden ayudar a la plena identificaciéon de los compuestos presentes en
las muestras si se compara la longitud maxima de absorcion, que debe ser ligeramente
diferente para cada derivado.

Por otro lado, la forma de los espectros es muy similar debido a que la molécula de

2,4-DNPH es muy grande respecto a los carbonilos que se integran en la reaccidon de

derivatizacion. Esto implica que la absorcion de radiacion UV sea principalmente por parte
de la hidrazina.

Con respecto al disefic de nuevos muestreos, se pueden realizar experimentos

incrementando el flujo de aire al sistema de despojadores, una vez teniendo los nuevos

sistemas de eliminacién de particulas o ciclones que permiten ﬂujos de hasta 17 litros por
minuto, con 1o que el tiempo de muestreo seria reducido significativamente o bien colectar
una mayor cantidad de carbonilos en el mismo tiempo de muestreo.

Lo anterior no quiere decir que se haya obtenido toda la informacién posible de los

cromatogramas de los ailos 1996, 1997 y 1998, Existen atn algunos picos de los que no se

tiene un pardmetro que nos ayude a su identificaciéon y su cuantificacion -del benzaldehido
s6lo se tenia el tiempo de retencién, pero en realidad no se habia obtenido un estandar lo
suficientemente puro para correr una curva de calibracién-. Eso quiere decir que se deben
obtener mas estandares que nos permitan darnos una mayor idea acerca de lo que existe alli.

Un ejemplo de los estandares a producir es el derivado de la vinilmetilcetona, que es uno de

los productos de las reacciones del isopreno. Pero lo mds importante es que el incrementar

la cantidad de los estandares nos permitiria conocer mas acerca de la quimica atmosférica
de nuestro medio ambiente, ademas de conocer la concentracion de estos compuestos en el
aire.

En resumen, los objetivos planteados en este trabajo se lograron plenamente. Fl

Departamento de Ciencias Ambientales del CCA de la UNAM podré contar con un mejor



L
™~

método para la determinacidn de carbonilos sin que €ste tenga un costo mayor. Ademads,
una vez que la bomba este operando en mejores condiciones, se podran realizar las
modificaciones pertinentes al método para mejorarlo con lo que se optimizaran {os recursos

de este departamento.
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Apéndice A

Cromatogramas de los afios 1996, 1997 y 1998 que se
utilizan como referencia para este trabajo.
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Fig A.6 Cromatograma de la muestra AIS/D4-E1 tomada en 1998 en el volcan Ajusco.
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Apéndice B

Cromatogramas de las mezclas de estandares y curvas
de calibracién obtenidas.



File : cwinchromichrom\p.026

Method : cwinchrom\methods\drakken.met
Sample ID : STD-2 ppm

Acquired  : Apr 16, 1999 04:39:21

Printed : Jun 22, 1999 10:45:04

User . GMM-K

File Desc. : Punto de curva de calibracién con 2 ppm

Channel B Results

Page 1 or 1

Pico Tiempo <Compuesto Area Altura Anchura T. iniciec T. final
1 8.1 Formaldehido 21470 §01 1.18 7.52 B.70
2 11.4 Acetaldehido 25238 688 1.73 10.67 12.40
3 16.5 Acetona 21038 571 2.15 14.85 17.00
4 17.7 Propanal 21551 506 1.50 17.00 18.50
5 27.0 Butanal 18030 424 1.37 26,32 27.68
7 28.3 2-Butancna 29276 489 1.75 27.70 29.45
13 39.4 2-Pentanona ** 18999 428 1.38 38.52 39.90
14 40.4 3-Pentanona 18688 435 1.48 39.90 41.38
17 46.9 4Me=~3penten-2ona 19264 513 1.23 46.05 47.28
18 47.5 3,3diMe-2butanona 14569 330 1.23 47.28 48.52
20 50.5 Acetofencna 14564 267 2.07 49.45 51.52
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Fig B.1 Cromatograma de mezcla de calibracién con 2 mg. de compuesto por litro de solucion.

cCr3

(o]



g - -

File ;- ¢cAwinchromichroni\p.024
Method . chwinchromimethods\drakken. met
Sample ID : STD-5 ppm
Acguired  © Apr 16, 1999 02:29:10
Printed © Jun 22, 1999 10:47:49
User . GMM-K
File Desc.  : Punio de curva de claibracion con 5 ppm
Channel B Results
Pico Tiempo Compuesto Area Altura Anchura T. inicioc T. final
2 8.2 Formaldehido 45523 1762 1.87 7.50 9.37
3 11.5 Acetaldehido 69615 1753 2.83 9.45 12.28
5 16.6 Acetona 54792 1361 2.598 14.27 17.25
& 17.7 Propanal 41747 1115 1.42 17.25 18.67
8 27.0 Butanal 37576 772 1.92 25.63 27.55
g 28.2 2-Butanona 51020 S24 2.03 27.55 29.58
14 39.2 2-Pentanona ** 39140 848 1.50 38.22 39.72
15 40.2 3-Pentancna 44115 841 1.80 39.72 41.52
18 46.7 4Me-3penten-Zona 48546 886 1.72 45,33 47.05
20 47.5 3,3diMe-Zbutanona 45999 870 1.57 47.08 48.65
22 50.5 Acetofencna 42209 818 1.98 45.78 51.77
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is B.2 Cromatograma de mezcla de calibracién con 3 mg. de compuesto por litro de solucién.



Page 1 of 1

File . ¢\winchrom\chrom\p.025
Method : ¢\winchrom\methods\drakken. met
Sample ID : STD-10 ppm
Acquired  : Apr 16, 1999 03:34:32
Printed : Jun 22, 1999 10:46:19
User : GMM-K
File Desc. : Punto de curva de calibracion con 10 ppm
Channel B Results
Pico Tiempo Compuesto Area Altura Anchura T. iniciec T. final
1 8.2 Formaldehido 86441 3469 1.97 7.30 9.27
2 11.4 Acetaldehido 102393 3141 3.15 5.32 12.47
3 16.5 Acetona 112129 2788 4.68 12.47 17.15
4 17.6 Propanal 71711 2338 1.08 17.15 18.23
6 27.0 Butanal 78282 1575 2.68 24.92 27.60
7 28.2 2-Butanona 89313 1795 1.88 27.60 29.48
11 3%.2 2-Pentanona ** 99961 1784 3.42 36.27 39.68
12 40.1 3-Pentanona 87764 1727 1.85 39.¢€8 41.53
14 46.5 4Me-3penten-2ona 92615 1666 3.867 43.33 47.00
15 47.4 3, 3diMe-2butanona 85763 1603 1.58 47.00 48.58
16 50.3 Acetofenona 101586 1624 3.32 48.58 51.80
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IFig B.3 Cromatograma de mezcla de calibracién con 10 mg. de compuesto por litro de solucion.
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File
Method
Sample ID
Acquired
Printed
User

File Desc.

: ¢\winchrom\chrom'p.027

: ¢winchromymethods\drakken. met

. STD-20 ppm

» Apr 16, 1999 05:44:41

: Jun 22, 1999 10:42:14

: GMM-K

: Punto de curva de calibracion con 20 ppm

Channel B Results

Page 1 ot 1

Pico Tiempo Compuesto Area Altura Anchura T. inicio T. £final
1 .2 Formaldehido 18791¢ 6951 2.55 6.55 9.10
2 11.4 Acetaldehido 218296 6145 3.33 .10 12,43
5 16.7 Acetona 193415 5299 2.67 14.67 17.33
6 17.8 Propanal 160848 4394 1.53 17.33 18.87
8 27.0 Butanal 167167 3177 2.77 24.88 27.65
9 28.2 2-Butanona 184119 3720 2.82 27.65 30.47
12 39.2 2-Pentanona ** 165678 3351 3.67 36.02 39.68
13 40.1 3-Pentanona 160599 3372 1.93 35.68 41.62
15 46.5 4Me-3penten-2cna 158536 3400 2.07 44,92 46.98
16 47.3 3,3diMe-2butanona 149378 3113 1.43 46.98 48.42
17 50.2 Acetofenona 179555 3015 3.8B0 48.42 52.22
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Fig B.4 Cromatograma de mezcla de calibracion con 20 mg. de compuesto por litro de solucion.
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File : ewinchromichrom\p.021
Method : ¢winchromimethods\drakken.met
Sample ID : STD-50 ppm

Acquired 1 Apr 16, 1999 00:19:01

Printed »Jun 22, 1999 10:48:56
User : GMM-K
File Desc. : Punto de curva de calibracién con 50 ppm

Channel B Results

Pico Tiempc Compuesto Area Altura Anchura T. iniciec T. final
1 8.1 Formaldehido 419707 16803 3.08 6.37 9.45
2 11.3 Acetaldehido 483310 14952 3.13 2.45 12.58
5 16.5 Acetona 440453 12514 1.78 15,32 17.10
6 17.6 Propanal 385585 10243 2.03 17.10 19.13
7 27.1 Butanal 400876 6612 2.87 24.70 27.57
8 28.1 2-Butancna 449057 8806 2.00 27.57 29.57

14 39.0 2-Pentanona ** 412905 8331 3.00 36.48 39.48
15 39.9 3-Pentanona 399680 8262 2.30 39.48 41.78
18 46.4 4Me-3penten-2cna 390614 7771 3.03 43.88 46.92
19 47.3 3,3diMe-Zbutanona 371853 7268 1.63 46.92 48.55
20 50.3 Acetofencna 427583 7006 4.00 48.55 52.55

ci\wwinchromichromi\p. 021 — Channel B
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Fig B.5 Cromatograma de¢ mezcla de calibracton con 50 mg. de compuesto por litro de solucion.
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Fiie

Method
Sample 1D
Acquired

Printed

U

File Desc.

sCr

. c:\winchromichrom\p.028
» ¢Awinchromunethods\drakken. met

: STD-100 ppm
: Apr 16, 1999 06:49:25
: Jun 22, 1999 10:44:02

;. GMM-K

Channel B Results

c»3

. Punto de curva de calibracién con 100 ppm

Pico Tiempo Compuesto Area Altura Anchura T. inicio T. final
B.2 Formaldehido 839440 33870 1.87 7.40 9.27
11.4 Acetaldehido 968382 30198 3.63 10.22 13.85
16.6 Acetona 879664 26265 2.13 15.07 17.20
17.7 Propanal 777843 21850 2.10 17.20 15,30
26.7 Butanal 797423 15770 2.75 24.63 27.38
28.0 2-Butanona 887915 18435% 2.98 27.38 30.37
38.8 Z-Pentanona ** 835409 17022 3.97 35.42 39.38B
39.8 3-Pentanona 776874 16779 2.45 39.38 41.83
46.3 4Me-3penten-2ona 790075 16711 2.30 44,42 46.72
47.1 32,3diMe-Z2butanona 724713 15521 1.48 46.72 48.20
49.8 Acetofenona 869917 15004 3.67 48.20 51.87
c\winchrom\chrom\p.028 -- Channel B
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Iig B.6 Cromatograma de mezcla de calibracion con 100 mg. de compuesto por fitro de solucion.
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Method : c¢:\winchromi\methods\drakken.met * - Replicate Not Used
Printed : May 10, 1999 11:01:23
Channel : B
Peak : Formaldehido
Level Araa Amount Rep Area 1 Rep Area 2 Rep Area 3 Rep Area 4 Rep Area 5 Replic STD Replic 8RSD 0Old Area
1 415707 50 8394.14 419707 o}
2 45523 5 9104.60 45523 0
3 86441 10 B644.10 86441 1]
4 21470 2 10735.00 21470 0
5 187919 20 9395.95 187919 0
6 839440 100 8394.40 835440 0
Calib Flag: Replace
Average RF: 9111.36
RF StdDev: 890.3985
RE' 4RSD: 9.772
RF Definition: Area / Amount
Waighting Method: None
Fit Through Zero: No
Linear Fit: Amount = 0.000120073 x Area - (.862872
R*2 = 0.9%9502
External Standard Curve - Scaling: None
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0 n
] " a
or B ( ;
o 50 100
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Fig 3.7 Curva de calibracion obtenida para formaldehido.



Method : c:\winchrom\methods\drakken.met * - Replicate Not Used
Printed : May 10, 1999 11:01:23
Channel : B
Peak : hcetaldehido
Level Area Amount RF Rep Area 1 Rep Area 2 Rep Area 3 Rep Area 4 Rep Area S Replic STD Replic 8RSD 0Old Area
1 483310 50 9666.20 483310 0
2 69615 5 13923.00 £9615 b
3 102393 10 10239.30 102393 0
4 25218 2 12619.00 25238 0
5 218296 20 10914.80 218296 0
6 968382 100 9683.82 968382 0
Calib Flag: Replace
Average RF: 11174.4
RF StdDev: 1736.66
RF 8RSD: 15.541
RF Definition: Area / Amount
Weighting Method: None
Fit Through Zero: No
Linear Fit: Amount = 0.000104907 x Area - 1.48105
RA2 = 0.999368
Extemal Standard Curve - Scaling: None
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Fig 3.8 Curva de calibracion obtenida para acetaldehido.



Method : g:\winchrom\methods\drakken.met * - Replicate Not Used

Printed : May 10, 1999 11:01:24

Channel : B

Peak : Acetona

Level Area Amount RF Rep Area 1 Rep Area 2 Rep Area 3 Rep Area 4 Rep Area 5 Replic STD Replic #RSD 0Old Area
1 440453 50  £809.06 440453 o
2 54792 5  10958.40 54792 0
3 112129 10 11212.50 112125 0
4 21098 2 10549.00 21098 0
5 192415 20 9670.75 193415 0
6 879664 100 9796.64 879664 0

Calib Flag: Replace

Average RF: 9999.46
RF StdDev: 1064.51
RF #RSD: 10.646

RF Definition: Area / Amount
Weighting Method: None
Fit Through Zero: No

Linear Fit: Amcunt = 0,000115582 x Area - 1.61151
R*2 = 0.99%4
Extemal Standard Curve - Scaling: None
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Fig B.9 Curva de calibracion obtenida para acetona.
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Method : c:\winchrom\methods\drakken.met * - Replicate Not Used
Printed : May 10, 1999 11:01:24
Channel : B
Peak : Propanal
Level Area Amount RE Rep Area 1 Rep Area 2 Rep Area 3 Rep Arsa 4 Rep Area 5 Replic STD Replic 8RSD 0ld Area
1 385585 50 7M1i.70 385585 0
2 41747 5 B8349.40 £1747 0
3 71711 10 7171.10 71711 1]
4 21551 2  10775.50 21551 o
5 160848 20 B042.40 160848 0
6 117843 100 7778.43 777843 0
Calib Flag: Replace
Average RF: 8304.75
RF StdDev: 1271.95
RF BRSD: 15.316
RF Definition: Area / Amount
Weighting Method: None
Fit Through Zereo: No
Linear Fit: Amount = 0.000125088 x Area - 0.229363
R*2 = 0.99975
External Standard Curve - Scaling: None
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Fig B.10 Curva dc calibracién obtenida para propanal.

1L



Method : c:\winchrom\methods\drakken.met * - Replicate Not Used
Printed : May 10, 1999 11:01:24
Channel : B
- Peak : Butanal .
Level Height Amount RF Rep Hgt 1 Rep Hgt 2 Rep Hgt 3 Rep Hgt 4 Rep Hgt 5 Replic STD  Replic 3RSD 0ld Height
1 6612 50 132.24 6612 0
2 772 5 154.40 7712 0
3 1575 10 157.50 1575 1]
1 424 2 212.00 424 0
5 3177 20 158.85 nn 0
6 15770 100 157.70 15770 0

Calib Flag: Replace

Average RF: 162.115
RF StdDev: 26.4273
RF #RSD: 16.302

RF Definition: Height / Amount
Weighting Method: None
Fit Through Zero: No

Linear Fit: Amount = 0.00644576 x Height + 0,731959
R*2 = 0.992394

Extermnal Standard Curve - Scaling: None
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Fig B.11 Curva de calibracion obtenida para butanal.
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Method : c:\winchrom\methods\drakken.met * - Replicate Not Used

Printed : May 10, 1999 11:01:27

Channel : B

Peak : 2-Butanona

Level Haight Amount RF Rep Hgt 1 Rep Hgt 2 Rep Hgt 3 Rep Hgt 4 Rep Hgt 5 Replic SID Replic 8RSD 0ld Height
1 BS06 50 176.12 8806 0
2 524 5 184.80 924 0
3 1799 10 179.90 1799 0
4 489 2 244.50 489 0
5 3720 20 186.00 3720 0
6 18435 100 184.35 18435 0

Calib Flag: Replace

Average RF: 192.612
RF StdDev: 25.6864
RF BRSD: 13.336

RF Definition: Height / Amount
Weighting Methed: None
Fit Through Zero: No

Linear Fit: Amount = 0.00546519 x Height + 0.0396776
R*2 = 0.909353

External Standard Curve - Scaling: None
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FFig B.12 Curva de caltbracion obtenida para 2-butanona.
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Methoda ! ci\wlnchromimethods\drakken.met
Printed : May 10, 1999 11:01:27
Channel : B

- Replicate Not Used

Peak : 2-Pentanona **
Level Height Amcunt RF Rep Egt 1 Rep Hgt 2 Rep Bgt 3 Rep Hgt 4 Rep Hgt 5 Replic STD Replic 8RSD 014 Beight
1 8331 50 166.62 8331 °
2 848 5 169.60 848 o
3 1784 10 178._40 1784 0
[ 428 2 214.00 428 0
5 3351 20 167.55 3351 0
6 17022 100 170.22 17022 0
Calib Flag: Replace
Average RF: 177.732
RF StdDev: 18.2512
RF SRSD: 10.269
RF Definition: Height / Amount
Weighting Method: None
Fit Through Zero: Ne
Linear Fit: Amount = 0.00590728 x Height - 0.106463
R*2 = 0.999796
Extermal Standard Curve - Scaling: None
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Fig B.13 Curva de calibracion obtenida para 2-pentanona.
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Method :
Printed :
Channel :
Peak :

Level Height

Calib Flag: Repl
Averaga RF: 176.
RF StdDev: 20.1
RF &RSD:

RF Definition:

¢c:\winchrom\methods\drakken.met * — Replicate Not Used

May 10, 1989 11:01:27
B
3-Pentanona

Rep Bgt 1 Rep Hgt 2 Rep Hgt 3 Rep Hgt 4 Rep Hgt 5§ Replic STD  Replic $RSD 01d Height

50 165.24 B262 0
5 168.20 841 0
10 172.70 1727 4]
2 217.50 435 [
20 168.60 3372 0
100 167.79 16779 0

aca

672
455

11.403

Height / Amount

Weighting Mathod: Nope
Fit Through Zero: No

Linear Fit:

X ~ Jif -0 T

OO0 -

Fig B.1

Amcunt = 0.00599177 x Height - 0.20621%
R*2 = 0.599888

External Standard Curve - Scaling: None

N
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0 50 100
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4 Curva de calibracion obtenida para 3-pentanona.



Method : c:\winchrom\methods\drakken.met * - Replicate Not Used

Printed : May 10, 1999 11:01:28

Channel : B

Peak : 4Me-3penten-2ona

Level Height Amount KF Rep Bgt 1 Rep Hgt 2 Rep Hgt 3 Rep Hgt 4 Rep Hgt 5 Replic ST  Replic $RSD 0Old Height
1 M 50 155.42 "M 0
2 836 5 177.20 846 B
3 1666 10 166.60 1666 0
4 513 2 256.50 513 0
5 3400 20 170.00 3400 0
6 16711 100 167.11 16711 0

Calib Flag: Replace

Average RF: 182.138

RF StdDev: 37.1013

RF §RSD:  20.370

RF Definition:  Height / Amount

Weighting Method: None
Fit Through Zerc: No

Linear Fit: Amount = 0.00606545 x Height - 0.117921
R*2 = £.998368
Extermal Standard Curve - Scaling: None
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Fig B.15 Curva de calibracién obtenida para 4-metil-3-penten-2-ona.



Method : c:\winchrom\methods\drakken.met * - Replicate Not Used
Printed : May 10, 1999 11:01:28
Channel : B
Peak 1 3,3diMe-2butanona
Level Beight Amount RF Rep Hgt 1 Rep Hgt 2 Rep Hgt 3 Rep Hgt 4 Rep Hgt 5 Replic STD  Replic #RSD Old Height
1 7268 50 145.36 7268 0
2 870 5 174.00 870 1]
3 1603 10 160.30 1603 0
] 330 2 165.00 az 0
5 3113 20 155.65 3113 1]
6 15521 100 155.21 15521 0
Calib Flag: Replace
Average RF: 159.253
RF StdDev: 9.73592
RF RRSD: 6.113
RF Definition: Height / Amcunt
Weighting Method: None
Fit Through Zero: No
Linear Fit: Amount = (,00651338 x Height + 0.00557041
R*2 = 0.998748
External Standard Curve - Scaling: None
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Fig B.16 Curva de calibracién obtenida para 3,3-dimetil-2-butanona.
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Method : c:\winchrom\methods\drakken.met
Printed : May 10, 19%9 11:01:28

Channel : B

Peak : Acetofenona

Level Height Amount RE

Rep Bgt 1 Rep Hgt 2 Rep Byt 3 Rep Hgt 4 Rep Egt 5 Replic STD

* - Replicate Not Used

Replic 8RSD 0ld Height

1 1006 L1 140.12 7006 0
2 818 5 163.60 818 0
3 1624 10 162.40 1624 0
4 267 2 133.50 267 0
5 3015 20 150.75 3015 o
6 15004 100 150.04 15004 0
Calib Flag: Replace
Average RF: 150.068
RF StdDev: 11.909
RF 3RSD: 7.936
RF Definition: Height / Amount
Weighting Method: None
Fit Through Zaero: No
Linear Fit: Amount = 0.00673555 x Height + 0.0308776
R*2 = 0.998571
Extemnal Standard Curve - Scaling: None
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Fig B.17 Curva de calibracion obtenida para acetofenona.
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Apéndice C

Espectros UV obtenidos con el detector de arreglo de
diodos y graficas tridimensionales de los
cromatogramas de mezclas de estandares con 20 y 100

ppm
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cwinchromichromyp. 028, Channel A - Time: 8.44 Min
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Espectro UV de la hidrazona de formaldehido.
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cwinchromichromip.028, Channel A - Time: 11.80 Min
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Espectro UV de la hidrazona de acetaidehido.
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c\winchromichrom\p.028, Channel A - Time: 17.08 Min
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c\winchrom\chrom\p.028, Channel A - Time: 18.20 Min
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Espectro UV de la hidrazona de propanal.
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cwinchrom\chrom\p. 028, Channel A - Time: 27.56 Min
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cwinchromichrom\p.028, Channel A - Time: 28.80 Min
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cwinchromichromip. 028, Channel A - Time: 40.04 Min
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Espectro UV de la hidrazona de 2-pentanona.

Fig C.7
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c\winchrom\chrom\p.028, Channel A - Time: 40.96 Min
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Espectro UV de la hidrazona de 3-pentanona.
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c:\winchrom\chrom\p.028, Channel A - Timea: 47.60 Min
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Espectro UV de la hidrazona de 4-metil-3-penten-2-ona.
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c:\winchrom\chrom\p.028, Channel A - Time: 48.368 Min
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cwinchromi\chromip. 028, Channel A - Time:
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Cromatograma en 3D de la mezcla de estandares con 20 mg de derivado por litro de solucion.
Fig C.12
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Cromatograma en 3D de la mezcla de estandares con 100 mg de derivado por litro de solucion.

Fig C.13



Apéndice D

Cromatogramas de resultados
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File : ¢\winchrom\chrom\m.004

Method . cwinchrom\methods\draken-a. met

Sample ID : STD- 20 ppm

Acquired  : Apr 19, 1999 11:29:46

Printed »Oct 29, 1999 15:03:48

User : GMM-K

File Desc. : Imveccion de STD-20 ppm con MeCN:H2O solamente.

Channel B Results

Pice Tiempo Compueste Area Altura Anchura T. inicio T. final
1 5.3 Formaldehido 120915 9060 1.23 4.93 6.17
2 7.3 Acetaldehido 133731 8252 1.15 6.73 7.88
3 10.2 Acetona 119162 6141 1.18 9.57 10.75
4 11.4 Propanal 111385 41766 1.70 10.75 12,45
5 17.0 Butanal 127653 4550 1.12 16.23 17.35
6 17.6 2-Butanona 102908 3629 1.15 17.35 18.50
8 26.3 Pentanonas ** 193707 4828 1.90 25.50 27.49Q
9 31.0 4Me-3penten-2ona 93509 1993 1.90 30.10 32.00

10 32.9 3, 3diMe-2butanona 86363 1716 2.52 32.00 34.52
11 39.5 Acetofenona 96208 1633 3.05 38.57 41.62

c:\Wwinchrom\chrom\m.004 — Channel B
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Fig D.1 Cromatograma obtenido de la inyeccién de la mezcla de calibracion con 20 mg de compuesto por litro de solucién con fase

mévil de acetonitrilo-agua en forma isocratica.
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File : ¢\winchromichrom\m.012

Sample ID : STD 20 ppm

Acquired : May 03, 1999 12:42:58

Printed © May 10, 1999 12:17:32

User : GMM-K

File Desc.  : Inyeccion con Hypersil 25 cm y mezcla preparada manualmente
MeCN:H20 (55:45) a 1.5 ml/min

Channel B Results

Pico Tiempo Compuesto Area Altura Ancho
2 4.483 Formaldehido 128038 10330 1.533
3 5.867 Etanal 138374 9740 1.383
4 7.967 Acetona 126884 7375 1.667
5 8.767 Propanal 115364 6148 1.183
6 12.583 Butanal 143863 6498 3.183
7 12.833 2-butanona 128861 6366 1.167
8 18.€600 2- y 3-pentancna 216495 6913 1.917
9 20.900 4Me-3penten-2ona 111854 3083 2.133
10 22.583 3, 3diMe-2Zbutanona 100710 2510 2.150

cwinchromichromim.012 — Channel B
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Fig D.2 Cromatograma obtenido de la inyeccién de la mezcla de calibracién con 20 me de compuesto por litro de solucidn con fase
movil de acetonitrilo-agua (55:45) en forma isocratica a un flujo de 1.5 ml/min utilizando una columna de 25 cms de largo.
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File : ¢\winchrom\chrom\m.013
Sample ID : STD-20 ppm
Acquired ; May 03, 1999 15:07:56

Printed : May 10, 1999 12:09:36

User : GMM-K

File Desc.  : Imyeccion con Spherisorb ODS-2 (15 cm) y 5 micras. Laq mezcla fue preparada manualmente
MeCN:H20 (55:45)

Channel B Results

Pico Tiempo Compuesto Area Altura Ancho
2 3.817 Formaldehido 189285 10999 1.233
3 4.633 Etanal 201003 10140 1.417
4 6.183 Acetona 186577 7625 0.983
5 6.683 Propanal 163341 6621 1.250
& 9.500 Butanal y 2-butan 387962 10556 2.267
7 13.667 2- y 3-pentanona 339809 7269 3.267
8 15.483 4-Me-3penten—-2cna 146244 3142 1.383
9 16.633 3,3-diMe-2butanon 158654 2659 1.950
10 15.387 Acetofenona 185086 2306 3.133

c:\winchrom\chromm.013 — Channel B
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Fig D.3 Cromatograma obtenido de la inyeccién de la mezcla de calibracion con 20 mg de compuesto por litro de solucién con fase
movil de acetonitrilo-agua (55:45) en forma isocratica utilizando una columna de 15 cms de largo.
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Cig D.5 Resultados de identificacion de picos en la muestra ALD195 tomada en febrero de 1996.
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FFig 2.7 Resultados de identificacion de picos en la muestra ALD715 tomada en marzo de 1997 en el volcan Ajusco.
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Fig D.8 Resultados de identificacion de picos en la muestra ALD718 tomada en marzo de 1997 en el parque nacional El Chico.
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