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CAPITULO 1
INTRODUCCION

Los fenoles son compuestos en los cuales los atomos de hidrogeno de
sistemas aromaticos han sido reemplazados por uno o mas grupos

hidroxilo (-OH). @

El fenol y los fenoles sustituidos, particularmente los clorofenoles son
contaminantes ambientales importantes debido a sus efectos toxicos sobre
los peces y otros organismos acudticos, asi como también, para muchos

. - 4,10,13,17
mamiferos incluyendo a los seres humanos. ‘ kD

Debido a su toxicidad potencial, tanto la Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos, US-EPA, por sus siglas en inglés, la
Comision Europea del Medio Ambiente, EEC, por sus siglas en inglés y
la Comision Nacional del Agua, CNA, por sus siglas en espaifiol, han
incluido al fenol y otros 10 fenoles sustituidos, principalmente

nitrofenoles y clorofenoles, en sus listas de “contaminantes prioritarios”.
(5,6,7,8,9,10,11,12, 14)

Estos compuestos son formados en el curso de muchos procesos
industriales, incluyendo los de la industria del petrdleo, pulpa y papel,
produccion de pléasticos, pinturas, explosivos, detergentes, estabilizantes,
antioxidantes y como resultado de la hidrélisis, oxidacion y degradacion

i 3,4,5,6,10,11, 12
de algunos pesticidas clorados. ¢ :
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También los fenoles pueden ser producidos en el proceso de cloracién
para la purificacion del agua potable formando clorofenoles. Los

clorofenoles tienen un efecto adverso en el olor y sabor del agua potable.
(6,4, 10, 13)

El nitrofenol se forma fotoquimicamente en la atmdsfera a partir de
emisiones de los escapes de los automoviles, motivo por el cual es

: i v i 6
encontrado en niveles de ppb en la neblina, lluvia y nieve. ©

Ademas de las fuentes industriales, los compuestos fendlicos son
formados naturalmente durante la descomposicion de la madera y las

hojas en los bosques. "

Su toxicidad y la influencia en el olor y el sabor son las razones por
las que estos compuestos son analizados en el agua potable y en aguas

. 10,17
superficiales. !> '”

La CNA establece las siguientes concentraciones maximas permisibles

de algunos fenoles en las fuentes descritas. ¥
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Usos

Compuesto 1 2 3
2-clorofenol 0.03 | 0.04 0.1
2.4-diclorofenol 0.03 | 0.02 NR
2.4-dimetilfenol 0.4 0.02 NR
2 4-dinitrofenol 0.07 | 0.002 | 0.05
Dinitro-o-cresol 0.01 | NR 0.01

Fenol 0.001] 0.1 0.06
2-nitrofenol 0.07 | 0.002 | 0.05
4-nitrofenol 0.07 | 0.002 | 0.05

Pentaclorofenol 0.03 [0.0005 | 0.0005
2.4.6-triclorofenol | 0.01 | 0.01 NR

Notas:

NR: No reportado en la Ley Federal de Derechos en Matenia de Agua.
Uso 1: Fuente de abastecimiento para uso piblico urbano.

Uso 2: Proteccion a la wida acuatica: Agua dulce

Uso 3: Proteccidn a la vida acudtica: Aguas costeras y estuarios.

La EEC establece que la concentracion maxima permisible de fenoles
en agua destinada para el consumo humano debe ser menor de 0.5 pg /|
para el contenido total y 0.1 pg / | para compuestos individuales: en agua
para el aseo personal la cantidad maxima permisible es de 5 pg / 1. Por lo
tanto para poder medir este tipo de compuestos se requiere de técnicas
altamente selectivas y sensibles, ademas de técnicas de preparacion de

muestra que permitan su concentracion, &' 1% 19)
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Existen numerosos métodos para analizar compuestos fendlicos en
muestras de agua. El método espectrofotométrico para la determinacion
de la concentracion de fenoles totales en agua ha sido usado durante
muchos afios, sin embargo los fenoles difieren considerablemente en su
toxicidad, y el método no los distingue particularmente. Esto acelero el
desarrollo de varios métodos para el analisis de fenoles individuales a
niveles de trazas, haciendo uso de la cromatografia de gases y la

cromatografia de liquidos &% &7 1116.17.19)

Aunque el método mas comunmente usado para la determinacion de
compuestos fendlicos incluyendo los enlistados por la US-EPA. es la
cromatografia liquida en fase inversa, la cromatografia de gases es
preferida debido a la alta resolucién y el facil acoplamiento con
detectores sensibles y selectivos. Sin embargo a bajas concentraciones
algunos fenoles no pueden ser analizados por cromatografia de gases
debido a que presentan descomposicion térmica en el inyector o
reaccionan irreversiblemente con los sitios activos de la columna
cromatografica, presentandose asi el fenémeno de coleo de pico o de

F L Al . 2,3,5,6,
descriminacion de pico. ¢ )

Aun con el uso de columnas capilares “inertes” el fendmeno de
“descriminacion” puede ser observado para el pentaclorofenol y para
algunos nitrofenoles a bajos niveles de concentracion. Para resolver este

tipo de problemas, los fenoles tienen que ser derivatizados con reactivos
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adecuados, tales como, anhidrido acético, cloruro de pentafluorobenzoilo

o diazometano.

La optimizaciéon de las condiciones para una mejor separacion
cromatografica es fundamental para el andlisis de contaminantes
ambientales especialmente en los casos en donde estos contaminantes se
encuentran presentes en un amplio intervalo de concentraciones, en

- . - & 5
mezclas complejas en varias matrices ambientales. ©

El presente trabajo comprende un estudio comparativo de las técnicas
cromatografia de gases / espectrometria de masas (CG/EM) y
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC por sus siglas en inglés)
para la separacion, determinacion y cuantificacion del fenol y 16
compuestos fenolicos sustituidos con distintos grupos funcionales de
diferentes polaridades entre los que se encuentran los clorofenoles,
nitrofenoles, fluorofenoles y aminofenoles, la mayoria de los cuales son

considerados por la EPA como contaminantes prioritarios.

En la primera parte del estudio se realiz6 la optimizacion de las
condiciones analiticas para obtener la mejor separacion de los 17
compuestos fenolicos basandose en parametros cromatograficos como
son eficiencia, resolucion y selectividad. Con las condiciones Optimas
encontradas en cada técnica se determind el limite de deteccidon y

cuantificacion del método para cada compuesto.
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CAPITULO 2
OBJETIVOS

Optimizar los parametros cromatograficos para la separacion y
determinacion de fenoles en distintas matrices por CG/EM y por
HELC:

Encontrar el intervalo lineal de concentracion de 17 compuestos

fenolicos en la técnica de HPLC.

Determinar los limites de deteccion y cuantificacion de 17

compuestos fendlicos por las técnicas de CG/EM y HPLC.

Evaluar las ventajas y desventajas de ambas técnicas para la
separacion y determinacion de fenoles apoyandose en parametros

cromatograficos y limites de deteccion y cuantificacion.
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CAPITULO 3
MARCO TEORICO

3.1 Fenoles

3.1.1 Historia

El fenol fue aislado del alquitran de hulla en 1834 por Runge, quién le
dio el nombre de “acido carbdlico™.

Laurent lo obtuvo en forma cristalina en 1841, determind su
composicion y le llamo “acido fendlico™.

Antes de 1888, casi todo el fenol se obtenia del alquitran de hulla, y su
principal uso era como desinfectante. Una de las primeras preparaciones
antisépticas de fenol fue el “lisol”, el cual se obtiene hirviendo una mezcla
de aceites pesados de alquitran con aceites vegetales en presencia de un
alcali fuerte, como por ejemplo hidréxido de sodio o potasio.

En la Gltima década del siglo XIX, el derivado trinitro del fenol (acido
picrico) adquirié importancia como explosivo. Después de la primera
Guerra Mundial adquirié mucha importancia el uso del fenol en resinas
fendlicas y la produccion natural del fenol fue reemplazada por la sintesis.

En 1944 el doctor Heinrich Hock demostré que bajo condiciones
apropiadas el isopropilbenceno (cumeno) se puede oxidar a hidroperéxido
de cumeno, el cual, bajo la influencia de un catalizador acido, se puede
descomponer en fenol y acetona. ")

Actualmente el método de preparacion industrial de fenol mas

importante a nivel mundial, es la oxidacion del cumeno. La fusion de los
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acidos arenosulfonicos con hidroxido alcalino es otra ruta excelente para
la preparacion de fenol a nivel industrial y la hidrdlisis de las sales de

i i bl B 3 20
diazonio es principalmente una técnica de laboratorio. *”

3.1.2 Estructura Quimica

Los fenoles son compuestos en los cuales los atomos de hidrogeno de
sistemas aromaticos han sido reemplazados por uno o mas grupos
hidroxilo (-OH). Segiun el numero de grupos hidroxilo unidos
directamente al nucleo aromatico, los fenoles se llaman monohidricos,
dihidricos, trihidricos, etc..

En general, los fenoles reciben sus nombres del radical aromatico que
contienen. Los fenoles dimetilsustituidos y trimetilsustituidos se designan

frecuentemente por un nombre derivado de sus hidrocarburos precursores.
m

3.1.3 Propiedades Fisicas

El fenol puro y los fenoles sustituidos son compuestos generalmente
solidos, incoloros, de bajo punto de fusion, cristalinos y de olor
caracteristico.

Los fenoles son sensibles a la oxidacion y se deterioran rapidamente a
temperatura ambiente, segln el grado de exposicion a la luz y al aire, y
como resultado de ello, muchos fenoles son de color rosa o café debido a
las impurezas provenientes de la oxidacién. El curso de la descomposicion

es complejo e influye sobre ella la estructura del fenol.
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La solubilidad en agua de los fenoles disminuye rapidamente a medida
que aumenta el peso molecular y es insignificante por encima del Cs.

Al aumentar el numero de grupos —OH en el anillo aromatico
incrementa en gran medida la solubilidad en agua. Esto se atribuye al
puente de hidrégeno entre el agua y el grupo ~OH.

Entre un grupo cualquiera de fenoles isoméricos, los isomeros para
tienen generalmente el punto de fusion mas alto y los isémeros orto la
mayor volatilidad. Estas diferencias facilitan el fraccionamiento y la
purificacién de los fenoles. Por ejemplo el o-nitrofenol es un soélido de
bajo punto de fusién que puede destilarse sin dificultad. Asimismo
presenta una solubilidad muy baja en agua en comparacién con los
isomeros meta y para, lo cual sefiala que no experimenta un puente de
hidrogeno intramolecular en un grado considerable con moléculas
semejantes o con moléculas de agua.

La siguiente figura muestra la interaccion de los grupos —-NO, y —OH

en el o-nitrofenol y el p-nitrofenol
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Figura 3.1.1 Interacciones de los grupos -NO, y —OH en: a) o-nitrofenol (puente
de hidrogeno intramolecular), b) p-nitrofenol (puente de hidrégeno
intermolecular, ¢) p-nitrofenol disuelto en agua (puente de hidrégeno con el

agua).

Debido al puente de hidrégeno intramolecular (figura 3.1.1 (a)), el o-
nitrofenol, no puede enlazarse fuertemente con otras moléculas o con el
disolvente, reduciendo asi su solubilidad en agua, y sus puntos de fusion y
ebullicion.

Por otra parte, el m y el p-nitrofenol, dadas sus restricciones

geométricas, no tienen otra posibilidad mas que formar un puente de
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hidrogeno con el disolvente o entre si. Este puente mantiene unidas a las
moléculas en mayor grado, de modo que se debe proporcionar mas
energia para disociar estos enlaces; de esta manera, hierven y funden a
temperaturas mucho més altas. ®"

La propiedad mas caracteristica de los fenoles, es su naturaleza acida.
Las constantes de acidez de los fenoles a 25° C son del orden de 107,
Aunque estucturalmente los fenoles son similares a los alcoholes, son
acidos mucho mas fuertes, sus constantes de acidez son alrededor de 100
millones de veces mas grandes.

La acidez de los fenoles en relacion con la de los alcoholes se puede
explicar aplicando la teoria de resonancia. Sin embargo es conveniente
considerar primero en términos generales la teoria 4cido-base.

Las reacciones acido-base, son reacciones reversibles y las
concentraciones relativas del acido y la base conjugados que se forman
dependen del equilibrio quimico.

Por lo tanto, con las reacciones acido-base es posible confirmar los
efectos de las variaciones en la estructura sobre el K,. Los factores
estructurales que estabilizan a la base conjugada, A", en mayor medida que
al acido, HA, hacen que el valor de K, sea mayor. Entonces, HA sera un
acido mas fuerte.

Es frecuente que los efectos de resonancia sean un factor importante en
las reacciones acido-base, y por lo general dichos efectos estabilizan mas a
la base conjugada que al acido. En la figura 3.1.2, se observa que las
formas canédnicas del fenol requieren de la separacion de las cargas

opuestas, mientras que las formas canonicas correspondientes del ion
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fendxido no. Para separar cargas opuestas se necesita mas energia, y por lo
tanto se puede concluir que la resonancia estabiliza mas al ion fendxido

(base conjugada) que al fenol (acido).

5ot
5-yebrcd

Figura 3.1.2 Formas candnicas del fenol y su anién

La estabilizaciébn por resonancia del ion fendoxido posee una
importancia particular, porque la carga negativa se deslocaliza en los
atomos de carbono del anillo. **

Los fenoles que tienen sustituyentes que atraen electrones (—X, —-NO,,
-CN, -SO;H, -COOH, -CHO, -COR, -N(CH;);’) ayudan a Ila
deslocalizacion de la carga negativa de los aniones del fenol. Por lo tanto,

estos grupos ayudan a estabilizar al aniéon y aumentan la acidez del fenol.

Por otra parte, los fenoles que contienen sustituyentes que liberan
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electrones (—CHj;, -NH,, —-OCHj etc.) unidos al anillo reducen la acidez

debido al efecto inductivo.

. 1,21,22,23
3.1.4 Reacciones " )

Las reacciones de los fenoles se dividen en dos grupos: 1) Reacciones
del grupo hidroxilo; 2) Sustitucion en el anillo aromatico.
Reacciones del grupo hidroxilo.

e Formacion de la sal. Puesto que los fenoles son acidos débiles, solo

pueden ser neutralizados por los élcalis fuertes:

ONa
+ NaOH — @ + H,0O

Las sales de los fenoles estan en gran parte hidrolizadas en agua,

OH

pero pueden prepararse en estado puro por la reaccion de un fenol con
alcoxido de sodio o potasio. Las sales del fenol se llaman fendxidos,

fenolatos o fenatos.

® Oxidacién. Los fenoles son facilmente atacados por los oxidantes. El
paso inicial es la separacion de un atomo de hidrégeno del grupo

hidroxilo con formacion de un radical fenoxi, que existe en equilibrio

con el fenol.
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OH 0

Reduccion. Un fenol puede reducirse a el hidrocarburo

correspondiente por destilacién con Zinc.

Eterificacion y Esterificacion. Los fenoxidos de los metales alcalinos
reaccionan facilmente con haluros o sulfatos de alquilo para dar éteres
(Sintesis de Williamson):

OC_H

25
/\\ I NaOH
Calor

Los fenoles reaccionan con cloruros de acilo o anhidridos para

formar ésteres (Reaccion de Schotten Baumann):

5. 5= &C

Un ejemplo de la reaccion del fenol con un anhidrido de un acido
aromatico dibasico es la reaccion con el anhidrido ftalico para formar

fenolftaleina.
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Reacciones de sustitucion

e Halogenacion, nitracion y sulfonacién. En presencia de reactivos
electrofilos y bajo condiciones de reaccion suaves, empleando
reactivos diluidos, bajas temperaturas, etc., pueden obtenerse
derivados monoorto o monopara ya que estas posiciones se ven
favorecidas debido a que son centros de densidad electronica elevada.
Por ejemplo en la nitracion el paso esencial es el ataque de un ion
nitronio NO,™ , derivado del acido nitrico, en las posiciones orto y

para.

+ H
H5{>:/_H + NCZ — HO:C><NO—— HO-@—NO;, + H
2

En la nitracion directa del fenol con acido nitrico concentrado
se obtiene como producto de reaccion el 2,4,6-trinitrofenol (acido
picrico). En la sulfonacion interviene un mecanismo analogo.

La halogenacion se lleva a cabo tratando el fenol con un
halogenuro en presencia de disulfuro de carbono. Si se emplean
reactivos concentrados o si el producto es insoluble en el medio de

reaccion, se obtienen derivados disustituidos o trisustituidos.

OH OH

Br
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e Alquilaciéon. Los alquilfenoles se obtienen de la reaccion de los
fenoles con olefinas, catalizada con un acido:
OH OH
H+

+ R—CH=CH, — ™

R— HCH3

Dependiendo de las condiciones experimentales y el
catalizador empleado, se pueden producir alquilfenoles disustituidos o

trisustituidos.

e Reaccion de Kolbe. Los fenoles pueden ser -carboxilados
introduciendo diéxido de carbono en fendéxido de sodio seco a

temperaturas y presiones controladas:

ONa OH

COONa
125°C
5 atm

® Reaccion de Reimer-Tiemann. En esta reaccion se produce un
aldehido aromatico por la reaccion del cloroformo con una solucién
concentrada de un fenoxido:

ONa ONa ONa ONa

CHCI CH(OC.H CHO
CHCl, ? CHOK e + C.H.OH
— —— e 65

16 Marco Tedrico



Reacciones de copulacion. Las sales de diazonio se combinan con los
fenoles en condiciones muy suaves, siempre que el pH de la solucion
se mantenga en alcalinidad apropiada usando sales amortiguadoras

como acetato o carbonato de sodio

O e Oron s Qi

La copulacion se produce preferentemente en la posicion para
del fenol; pero si esta posicion esta ocupada, el grupo diazo entra en la
posicion orto.

Con la reaccion diazo se relaciona la reaccion de nitrosacion,
en la cual el acido nitroso reacciona con el fenol para dar p-

nitrosofenol.

OH OH
+ NaNO, + H,SO0, —» @
NO

Condensacion. La condensacion con formaldehido es una de las
reacciones mas importantes del fenol desde el punto de vista
industrial, porque sirve de base para la fabricacion de las resinas del

tipo baquelita.

OH
OH OH
CH, CH,+—OH
+ CHO —>
n
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Por reaccion con oxidos de alquileno en exceso, los fenoles
producen éteres glicolpolietilénicos, algunos de los cuales poseen alto

grado de actividad superficial y son utiles como detergentes y como
agentes remojantes.

0

OH O’FA}?CHZCHQOH

P A —

n

Sulfuracion. La reaccion de los fenoles con cloruros de azufre
conduce a la formacion de monosulfuros, disulfuros y polisulfuros,
segun las condiciones de reaccion. Las sales metélicas de los fenoles

sulfurados son utilizados como estabilizadores para los aceites

lubricantes.

OH OH OH

N
scl,
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3.1.5 Usos
Los principales usos de los fenoles son los siguientes:

e Fabricacion de plasticos de fenol-formaldehido y de resinas de fenol-
formaldehido para revestimientos y como agentes de union en
productos laminados. Los cresoles son utilizados en la fabricacion del
fosfato tricresilico, que es un plastificante 0til para el acetato de
celulosa, la nitrocelulosa, la etilcelulosa y los plasticos de vinilo.

e Preservadores para la madera, desinfectantes e insecticidas. Los
nitrofenoles principalmente se usan como insecticidas.

e Los fenoles clorados son bactericidas y funguicidas activos. El
pentaclorofenol es un importante preservador para la madera; se usa
también para suprimir las algas en los canales y acequias, en
insecticidas y en la curticién de pieles. El 2,4,5-triclorofenol se usa
principalmente en la fabricacion de herbicidas.

e Refinacion del petrdleo. La extraccion con fenol como disolvente es
un método importante para la refinacion de aceites lubricantes.

e Hormonas vegetales y detergentes. Grandes cantidades de fenol se
utilizan en la fabricacion de herbicidas del tipo 2,4-D.

e Medicamentos, perfumes y saborizantes.

e Colorantes, fotografia y explosivos. Algunos aminofenoles son utiles
como colorantes y reveladores fotograficos. Los cresoles butilados
son antioxidantes y estabilizadores para grasas no comestibles y
aceites aislantes. Los anisoles se usan como estabilizadores en la

industria alimenticia.
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3.2 Cromatografia

3.2.1 Historia

La cromatografia fue empleada por primera vez por Ramsey en 1905
para separar mezclas de gases y vapores, los cuales eran adsorbidos en
carbon activado. Al ano siguiente el botanico ruso Mikhail Tswett empled
la cromatografia de elucion para separar la clorofila de extractos
vegetales. En una columna de vidrio rellena de carbonato de calcio
finamente dividido, introdujo el extracto vegetal disuelto en éter de
petroleo. Las especies separadas aparecian como bandas coloreadas en la
columna, lo que justifica el nombre que eligié para el método (del griego
chroma que significa “color” y graphein que significa “escribir”).

En 1941, Martin y Synge, introdujeron la “cromatografia de reparto
gas-liquido”, lo que les vali6 el premio Nobel de Quimica en 1952.

En 1952, Martin y James, introdujeron la cromatografia de gases, la
cual se ha convertido en una de las técnicas analiticas mas utiles para el
analisis de gases y compuestos organicos volatiles.

A pesar de que el primer experimento sobre cromatografia fue una
forma de cromatografia liquida, no fue sino hasta 1968 que se produjo un
avance considerable en esta técnica, surgiendo asi lo que actualmente se
conoce como cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, acrénimo

del inglés High Performance Liquid Chromatography). **
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3.2.2 Definicion

Segun define la IUPAC, “La Cromatografia es un método, usado
primariamente para la separacion de los componentes de una mezcla, en la
cual los componentes se distribuyen entre dos fases, una de las cuales es
estacionaria, mientras la otra es movil. La fase estacionaria puede ser un
solido, un liquido retenido sobre un sélido o un gel. La fase estacionaria
puede estar extendida como una capa o distribuida como una pelicula. La

fase movil puede ser un liquido, un gas o un fluido supercritico”. ¢
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3.2.3. Modalidades de la Cromatografia

CROMATOGRAFIA

GASES FLUIDO SUPERCRITICO LIQUIDOS

Eriee =
CGS CGL COLUMNA PLANAR

CCF CP
CLS CFQU CLL cl CE
| | |

CFQU-FN CFQU-FR CPG CFG

Figura 3.2.1 Clasificacion de los métodos cromatogrdficos;, CGS =
Cromatografia de Gas-Solido; CGL = Cromatografia de Gas-Liquido; CCF =
Cromatografia de Capa Fina; CP = Cromatografia de Papel;, CLS =
Cromatografia de Liquido-Sélido;, CFQU = Cromatografia de fase
Quimicamente Unida, FN = Fase Normal, FR = Fase Reversa; CLL =
Cromatografia Liquido Liquido; CIl = Cromatografia de Intercambio Ionico; CE
= Cromatografia de Exclusion;, CPG = Cromatografia de Permeacion en Gel;

CFG = Cromatografia de Filtracion en Gel. )

o))
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3.2.4. Teoria de Cromatografia

3.2.4.1 Cromatograma *"

Un cromatograma es el registro grafico de la respuesta del detector en
funcion del tiempo. Cuando sélo sale de la columna el eluyente, aparecera
dibujada una linea recta, la linea base. Cuando se eluyen los primeros
picos de la muestra, se dibuja el perfil de su concentracion, obteniéndose
asi los parametros: tiempo de retencion'y drea del pico.

El tiempo de retencion (f,) es el tiempo transcurrido desde la inyeccion
de la muestra hasta el momento en que se obtiene el punto maximo de la
seiial o pico. (figura 3.2.2).

El tiempo de retencion ajustado (17) es el tiempo que la muestra
permanece retenida en la fase estacionaria. (figura 3.2.2).

El tiempo muerto (1) es el tiempo requerido para eluir un soluto no
retenido en la columna. Es una medida del tiempo que la muestra
permanece en la fase movil. (figura 3.2.2).

El area de pico permite determinar la concentracion de cada

componente separado en la columna. (figura 3.2.2).
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Area del Pico

Altura del Pico

Respuesta del detector

. —Wyl— —Wy2—*

Inyeccion Tiempo

Figura 3.2.2 Cromatograma tipico y algunos pardametros de medicion frecuente.

3.2.4.2 El Proceso Cromatogrifico

Dentro de la columna, la muestra se reparte entre las dos fases y es
arrastrada por la fase movil extendiéndose en una distribucion de
concentracion de tipo gaussiano o de campana (t, en la figura 3.2.3). A
medida que pasa el tiempo, el pico se ensancha y disminuye su altura (t,

en la figura 3.2.3) pero conserva su forma gaussiana. *”
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Figura 3.2.3 Dispersion de Pico.

3.2.4.3 Posicion de pico

La posicion del pico esta determinada por la velocidad del flujo y el
factor de capacidad £, el cual es el cociente entre el nimero de moles de
soluto en la fase estacionaria y el nimero de moles del soluto en la fase
movil

El factor de capacidad k se relaciona con el tiempo de retencion

mediante la siguiente ecuacion:

.=t +tok

El factor de capacidad k puede relacionarse con el coeficiente de

reparto K mediante la ecuacion:
K=kp
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donde S es la relacion de fases, que se representa por:
S = volumen de fase moévil / volumen de fase estacionaria

Por lo tanto el coeficiente de reparto K relaciona la concentracion de
la muestra en la fase estacionaria (Cs) entre la concentracion de muestra

en la fase mavil (Cy).

€

K=—5
Cy

El coeficiente de reparto K es una constante termodinamica que mide
la solubilidad de la muestra en la fase liquida. Depende de la temperatura
de manera inversa, al aumentar la temperatura disminuye K y reduce la

solubilidad y el tiempo pasado en la fase liquida. ¢”

3.2.4.4 Selectividad (o)

Es el cociente entre los factores de capacidad (k) de un par de picos
contiguos. Si no existe separacion, « es igual a la unidad y su valor
aumenta cuando aumenta la separacion. La selectividad « de dos picos A

y B se calcula como:

o _L'r_fi (A -1
0B (B~
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a no depende de la fuerza de elucion, sino de la afinidad del soluto
respecto de la fase movil y de la columna. Asi, una disminucion de la
fuerza de elucion de la fase movil produce un aumento de la retencion,
que en general no se acompana de cambios de selectividad. La variacion
de a puede lograrse variando el tipo de interaccion entre las variables del

i ¥ i " . 26
sistema, es decir, soluto - fase movil - fase estacionaria. **

3.2.4.5 Ancho de pico
Esta medicion se ha establecido para facilitar el uso de integradores y

programas computacionales para célculos de integracion y medicion de

parametros cromatograficos. Idealmente los picos cromatograficos son

gaussianos, sin embargo se presentan efectos en los que ¢l pico “colea” o

“cabecea”, generando un mayor ensanchamiento en la base y es por ello

que se ha convenido en medir el ancho a distintas posiciones:

e 60.7 % de la altura del pico (W;). En este lugar se encuentran los
puntos de inflexion y en una distribucién normal, la seccion horizontal
de la curva corresponde a dos desviaciones estandar (20).

e 50 % de la altura del pico (W ;).

e En la base del pico (W,). Este valor se obtiene prolongando la linea
base en la parte baja del pico y midiendo el segmento de esta linea,
delimitado por la extrapolacion de las ramas ascendente y descendente
del pico. Ver figura 3.2.4.
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60.7
50.0

Figura 3.2.4 Anchos de pico empleados para el cdlculo de N.

3.2.4.6 Eficiencia *"*

La columna puede subdividirse en cortes transversales imaginarios en
cada uno de los cuales se consigue un equilibrio de distribucion transitorio
de los analitos de la muestra entre la fase movil y la fase estacionaria.
Cada corte se llama “plato” y su largo “altura equivalente a un plato
tedrico” (H).

La eficiencia de una columna cromatografica y por lo tanto su “poder”
separativo se mide en funcion de el nimero de platos tedricos (V).

Un plato teérico evalia el ensanchamiento de la banda del soluto a
medida que pasa a través de la columna, y puede calcularse en funcién del

tiempo de retencién y el ancho de la base del pico como:
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2

Con frecuencia es preferible medir el ancho del pico a la mitad de su
altura pues esta medicion es menos sensible a la asimetria por coleo o

cabeceo de los picos.

2

14
N=554 L
w/2

La mayoria de los parametros operacionales de la columna pueden
evaluarse por su efecto sobre la altura equivalente a un plato teérico (H).
Entonces, para una columna de longitud L, con N platos teoricos, la altura

del plato resulta:

&

H=—

N
Donde L es la longitud de la columna expresada en centimetros o
milimetros. A indica la longitud de la columna necesaria para generar un
plato; mientras mayor sea el numero de platos, mas pequeiia es /'y mas

eficiente es la columna.

La ecuacion de Van Deemter, relaciona los parametros operacionales

de la columna con su eficiencia. En la forma simplificada:
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H=A+B/;_;+C,[z

Donde H es la altura equivalente a un plato teorico.

A es la difusion parasita o efecto de camino multiple, que es el
resultado de la heterogeneidad en las velocidades del flujo y en la longitud
de los caminos alrededor de las particulas del empaque, por lo que las
moléculas de la muestra se mueven a diferente velocidad lineal
provocando el ensanchamiento de los picos disminuyendo la eficiencia de

la columna.

INICIAL CAMA EMPACADA
Figura 3.2.5 Efecto de Camino Multiple.

B es la difusion molecular longitudinal o axial, es decir el soluto
emigra de las zonas de alta concentracion a las de menor concentracion

dentro de la fase movil, y depende de la velocidad media de la fase movil.
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La difusion provoca una dispersion gaussiana que disminuye la eficiencia

de la columna.

tl ts t3

Figura 3.2.6 Difusion Longitudinal.

C es la resistencia a la transferencia de masa del soluto. El
movimiento molecular lento dentro de la fase estacionaria significa un
mayor tiempo de residencia en esta fase mientras que otras moléculas
avanzan con la fase movil. Conforme la fase mévil se mueve mas répido a
través de la columna y mas lenta sea la transferencia de masa, mas ancha
serd la banda del soluto que eluye de la columna. C depende del factor de

capacidad y de la velocidad de flujo de la fase movil.
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Moléculas de Soluto

Figura 3.2.7 Transferencia de Masa Lenta.

4 es la velocidad lineal promedio de la fase movil, en la que la

columna funciona con su méxima eficiencia y puede determinarse a partir

de la longitud de la columna, L; y el tiempo muerto ;.
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valor de maxima eficiencia

A
1

L

Velocidad Lineal promedio (p)

Figura 3.2.8 Representacion esquemdtica de la ecuacion de Van Deemter.

La curva que se obtiene de la ecuacion de Van Deemter indica que
existe un valor de flujo 6ptimo en el cual H es minimo y por lo tanto se

obtiene la mayor eficiencia. (figura 3.2.5).

3.2.4.7 Resolucion " ***

La separacion de dos picos se mide por la resolucion Rs. La resolucion
esta determinada por dos factores: At y W. At es una medida de la
separacion de los maximos de dos picos y W (ancho de pico) es una

medida de la eficiencia de la columna.

1/2(wy +wy)
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La resolucion es una funcion de tres factores:

I + &k

Rs - :T”/_N [QJ [*’f_}
EFICIENCIA SELECTIVIDAD CAPACIDAD

La ecuacion anterior muestra que la resolucion es proporcional a la
raiz cuadrada de N. Por lo tanto, duplicando la longitud de la columna la

resolucién aumenta en raiz cuadrada de 2.

Por otro lado, la resoluciéon aumenta al aumentar el factor de
capacidad k. Aumentar el factor de capacidad es equivalente a aumentar la
fraccion de tiempo que pasa un soluto en la fase estacionaria. Hay un
limite practico de aumento del factor de capacidad, porque los tiempos de
retencion se hacen demasiado grandes y los picos demasiado anchos. Esta
ecuacion también nos dice que la resolucién aumenta al aumentar . Ya
que « esta relacionada con los coeficientes de reparto de los solutos en las
dos fases, para cambiar la retencion relativa, o, hay que cambiar la fase
estacionaria en cromatografia de gases y la fase estacionaria y la fase

movil en HPLC.
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3.3 Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia

La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en
inglés) es una técnica analitica de separacion de componentes no volatiles
o térmicamente inestables, entre los que se encuentran: aminoacidos,
proteinas, acidos nucléicos, hidrocarburos, acidos grasos, carbohidratos,
fenoles, pesticidas, antibidticos, etc.; los cuales son disueltos en un
disolvente adecuado y son forzados por medio de altas presiones a pasar a
través de una columna que contiene particulas muy finas, consiguiendo asi
separaciones de gran resolucion.

La HPLC ha tenido una creciente difusion desde comienzos de la
década de los 70's, y hoy representa una de las herramientas mas
empleadas en los laboratorios de andlisis modernos, ya sea esté dedicado a
la investigacion basica o aplicada, industrial o biologica.

Entre las ventajas de la HPLC se encuentran:

e Rapidez de los analisis, ya que se usan columnas cortas de
particulas pequeifias.
e Altaresolucion.
e Versatilidad, cualquier muestra que se pueda disolver.
e Buenos analisis cuantitativos.
Las limitaciones de HPLC son:
e [nstrumentacién y consumibles costosos.
e No existen detectores universales / sensibles.
e Largos periodos de capacitacion para los analistas.
¢ Requiere de métodos complementarios (espectroscopias) para

la confirmacion.
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3.3.1 Formas de Cromatografia Liquida

(25, 28)

La cromatografia liquida puede clasificarse de la siguiente forma: (ver

figura 3.2.1)

Cromatografia Liquido-Solido (CLS) o de Adsorcion.

El mecanismo de separacion en este tipo de cromatografia, se
basa en la competencia que existe entre las moléculas de la muestra y
las de la fase movil (generalmente disolventes no polares) por ocupar
los sitios activos en la superficie de un so6lido. Algunos de los s6lidos
utilizados con mas frecuencia son alimina y silica gel.

Este tipo de cromatografia es aplicable a muestras no polares
y semi-polares, de peso molecular no mayor de 1000 uma. Las
columnas utilizadas normalmente varian entre 15 y 25 cm de longitud

y entre 2 y 3 mm de diametro interno.

Cromatografia Liquido-Liquido (CLL) o de Particion.

El mecanismo de separaciéon en este caso, se basa en la
distinta solubilidad que presenta una molécula de la muestra en la fase
movil y en la fase estacionaria. De ahi que los compuestos mas
solubles en la fase estacionaria sean selectivamente retenidos por ella
en tanto que los menos solubles son transportados mas rapidamente
por la fase movil.

La cromatografia liquido-liquido se utiliza para compuestos

moderadamente polares, cuyo peso molecular es inferior a 1500 uma.
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Las columnas cominmente utilizadas son de 15 a 50 cm de longitud y

de 3 a 4 mm de diametro interno.

Cromatografia de Fase Quimicamente Unida (CFQU).

Si las fases estacionarias se tratan quimicamente, es posible
hacer reaccionar diferentes grupos quimicos sobre la superficie,
inmovilizandolos y haciéndolos resistentes al desgaste mecanico por
la fase modvil de esta manera es posible obtener diferencias en la
selectividad. Dichos grupos pueden ser de naturaleza polar, como el
grupo amino (-NH,) y el grupo nitrilo (-CN) en el caso de la
cromatografia de fase normal, o bien no polar en donde los grupos
pueden ser: octilo (-CgHy), octadecilo (-CygHs,), fenilo (-Cg¢Hs), ete.
en el caso de la cromatografia de fase inversa.

La cantidad de fase estacionaria que es posible unir a la
superficie de un soporte (generalmente particulas de silice) es limitada
y como consecuencia la cantidad de muestra usada en estas columnas
es necesariamente reducida (<l mg).

El mecanismo de separacion de esta técnica no ha sido
completamente elucidado, sin embargo el 90% de las separaciones
modernas se efectia sobre material quimicamente modificado.

Este tipo de cromatografia es aplicable a compuestos solubles
en agua o metanol, proteinas, péptidos, azicares, acidos grasos y

farmacos.
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Cromatografia de Intercambio Ionico (CII).

En este caso se emplean rellenos en los cuales la particula esta
constituida por un polimero o por silicagel modificada, en cada caso
unida a un grupo funcional aniénico o catidnico (tipicamente
sulfonico, -SO5’, para el intercambio de cationes, amonio cuaternario,
-NH,", para el intercambio de aniones). La separacion se basa en la
adsorcion reversible de iones en la fase estacionaria con grupos
funcionales de cargas opuestas.

Este tipo de separacion se aplica a compuestos ionizados,

aniones, cationes, azucares, acidos carboxilicos, aminas, etc..

Cromatografia de Exclusion (CE).

En este tipo de cromatografia, la separacion se efectia de
acuerdo con el tamafio de las moléculas. En ella se emplean
materiales de porosidad controlada, que funcionan como un filtro o
tamiz que clasifica las moléculas de la muestra segin un orden
decreciente de tamafio molecular. El mecanismo de separacion es tal
que el tiempo de retencion es inversamente proporcional al volumen
de las moléculas en la fase movil y por lo tanto proporcional al peso
molecular; las moléculas mas grandes son las primeras en eluir, y las
més pequefias son las Gltimas. Si se dispone de estandares apropiados,
de peso molecular conocido, puede evaluarse el peso molecular de un
compuesto desconocido. Este tipo de cromatografia es aplicable a
compuestos de pesos moleculares elevados tales como los polimeros

organicos.
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3.3.2 Instrumental

Fuerte reguladora
de halio
—
Vilala de salida
) Bomba
Recipiertes de  Purgs Filiro l
l los disohrertes
—
Vilvula de mezcla de los disolventes
4— Al detector— eyt -
Columns Detector  Regulador de Filtro
de pﬁ'tsm'm Colmsm
Wiknala del fropector

Figura 3.3.1 Esquema de un Cromatografo de Liguidos.

3.3.2.1 Fase movil **

La fase mévil en HPLC cumple un papel fundamental, ya que puede
por si misma modificar la selectividad de las separaciones.

Las caracteristicas que debe presentar toda fase moévil para ser util en
HPLC son las siguientes:
e Alto poder solubilizante de las muestras.
e No degradar o disolver la fase estacionaria.

¢ Baja viscosidad.
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e Compatibilidad con el detector utilizado.

e Adecuado punto de ebullicion.

e Alto grado de pureza.

e Polaridad adecuada para permitir la retencion conveniente de la
muestra en la columna. Un valor de k (seccion 3.2.4.3) entre 2 y 10 es

aceptable.

Es esencial que la muestra sea soluble en la fase movil, si esto no es
posible, debe tenerse en cuenta la miscibilidad entre el disolvente de la
muestra y la fase mévil, ya que puede ocurrir precipitacion de la muestra
dentro del inyector o en la columna si el disolvente de la muestra y la fase
movil son muy diferentes en polaridad.

Los disolventes con un elevado grado de reactividad, tales como las
olefinas, nitrocompuestos, aldehidos o cetonas, deben evitarse, ya que
pueden reaccionar con la muestra, la fase estacionaria, o los componentes
del equipo cromatografico.

La viscosidad de la fase movil esta estrechamente relacionada con la
presion del sistema. Con disolventes viscosos, la eficiencia de la
separacion es menor debido a que el coeficiente de difusion de la muestra
se reduce, y se dificulta la transferencia de masa entre la fase movil y la
fase estacionaria.

El aumento de viscosidad reduce la permeabilidad de la columna, y al
mismo caudal la presion sera mayor que la producida por un disolvente de

baja viscosidad.
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La fase movil debe ser compatible con el detector empleado.
Considerando que el detector mas difundido es el espectrofotométrico de
UV-VIS, es habitual elegir un disolvente “transparente™ a la longitud de
onda de trabajo. Esa transparencia puede evaluarse por la longitud de onda
de corte Ac, que es la longitud de onda a la cual la absorbancia del
solvente, en una celda de 1 cm de paso Optico, es igual a | unidad de
absorbancia empleando aire como referencia.

La fase movil debe ser de alta pureza, usualmente grado
espectroscopico o bien grado cromatografico. La presencia de impurezas
puede, por un lado, inducir modificaciones de la selectividad de la fase

movil, y por otro contribuir a una sefial de base importante en el detector.

3.3.2.2 Recipiente de la fase movil *¥

Es el recipiente que contiene la fase movil, normalmente es un frasco
de vidrio o polimero resistente, con tapa adecuada para prevenir el ingreso
de particulas al sistema. Puede ubicarse dentro en un equipo integrado o
externamente en un equipo modular, y en general algunos centimetros
sobre el nivel de la bomba para que la fuerza de gravedad dirija el
disolvente hacia ésta, manteniendo llenas las conexiones.

Al extremo del tubo de salida del disolvente se conecta un filtro de
acero con 2 o 10 um de porosidad que impide el ingreso de particulas a la
bomba.

La capacidad del frasco varia de acuerdo al tipo de cromatografia que
se trabaje; 0.5 | en el modo microbore, 1 litro en los métodos

convencionales y hasta varios litros en cromatografia preparativa.
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Los sistemas que necesitan procesos de degasificacion continua estin
provistos de una tapa especialmente disefiada para tal fin, en la cual se
encuentra un orificio para la entrada del gas inerte de degasificacion, otro
para la salida del disolvente y una véalvula que permite una presion
positiva del gas sobre el disolvente venteando el exceso. Actualmente los

equipos estan provistos de degasificacion al vacio.

3.3.2.3 Tuberias *°

La fase movil empleada en HPLC debe circular por tuberias que
conecten el recipiente del disolvente con la bomba, la bomba con el
inyector, y éste con uno o mas detectores conectados en serie, y
eventualmente con un colector de fracciones o valvulas de distribucion.
Las tuberias deberan de ser inertes y de acuerdo a su ubicacion en el
sistema cromatografico, resistentes a altas presiones. Asi, se emplean
tubos de acero inoxidable (316 o 304) o poliméricas (polipropileno,
polietilencetona o teflon) siendo las tuberias de acero 316 y las de teflon
las mas cominmente utilizadas. Las tuberias de acero se utilizan para
conectar los componentes sometidos a alta presion (entre bomba e
inyector, inyector y columna, columna y detector y entre detectores
conectados en serie) y los materiales poliméricos para conectar los
componentes donde la presion es atmosférica o ligeramente superior
(recipiente de fase movil-bomba, tltimo detector-frasco de residuos).

Las tuberias de acero tienen un diametro externo estandarizado: 1/16
pulgadas. Sin embargo su didmetro interno es variable y se selecciona la

de seccion mas fina para conectar los instrumentos por los cuales circula
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la muestra (entre inyector y detector, de modo de no provocar dilucion de
la muestra) y la de seccion mas gruesa para conectar aquellos
componentes del sistema por los que no circula la muestra, y en los cuales
un diametro interno delgado s6lo aumentaria la presion del sistema. Las
conexiones por donde no circula la muestra son de diametro interno entre
0.5 y 0.7 mm, y aquellos por donde circula la muestra son de hasta 0.2

mm.

3.3.2.4 Uniones *°

Las uniones permiten conectar las tuberias, y con ellas, los distintos
componentes del sistema cromatografico. Basicamente, existen dos tipos
de uniones: convencionales y universales:

Una unién convencional consiste en dos piezas de acople perfecto, la
union “macho”, consiste en una férula que se afirma a la tuberia conectora
y un tornillo que se ajusta a la union “hembra”, presente en un conector o
componente de un médulo, dejando un volumen interno libre al disolvente
practicamente nulo (volumen muerto cero).

En una unién universal la férula estd constituida por un polimero o
metal (Bronce) deformable y el tornillo posee una cabeza mayor y fresada,
de manera que permite el ajuste manual de la union.

Las uniones deben reunir determinadas caracteristicas, entre ellas:

* Deben ser inertes a fases moviles y muestras.

e Deben cerrar herméticamente.
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3.3.2.5 Bomba *>*°

Las bombas de HPLC impulsan la fase movil proveniente del
recipiente del disolvente hacia el inyector, y desde alli hacia la columna.
Su caudal de trabajo puede ser muy variable. De acuerdo con las
caracteristicas de funcionamiento y de disefio, se pueden considerar
basicamente dos tipos de bombas: Bombas mecéanicas y Bombas

neumaticas. En lo que atafie a las primeras, las hay de dos tipos distintos:

1. Bombas reciprocas.
Existen varios tipos de bombas reciprocas: de un solo piston, de dos

pistones, de tres pistones, bomba Tandem, y bomba a piston y diafragma.

Son bombas que desplazan flujos de volumen constante en forma no
continua, sino mas bien pulsante. La forma en como operan estas bombas
es la siguiente: Mediante el movimiento de un piston, y a través de un
sistema de valvulas que alternadamente se abren y se cierran, se llena y se
vacia, de modo alternativo, una pequeiia camara. Normalmente la valvula
de entrada se ubica en la parte inferior y la de salida en la parte superior
del cabezal de la bomba. Este disefio permite que las burbujas que
accidentalmente entren al sistema sean facilmente eliminadas.

Las bombas reciprocas permiten variar el caudal entregado por alguno de
los siguientes mecanismos:
e Variando el recorrido del piston.

e Variando la velocidad de movimiento del piston.
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El volumen de la cdmara del pistén es pequeiio, normalmente entre 35
y 400 pl. Este volumen permite cambiar facilmente la fase movil, y
disminuye el tiempo de demora para hacer efectivo un cambio de la
composicion del disolvente durante un gradiente de elucion.

La bomba de un solo pistén es el modelo mas sencillo de las bombas
reciprocas. Esta bomba impulsa a la fase movil en ciclos alternados dados
por los ciclos de llenado y vaciado de la camara de bombeo. En uno de los
ciclos el piston entrega el disolvente contenido en la camara y en el ciclo
complementario cierra su comunicacion con la columna y toma disolvente
del recipiente.

El empleo de bombas de dos pistones de funcionamiento sincronico
reduce los pulsos en los cuales no circula fase mévil, En este caso, los
pistones estan montados sobre engranes individuales a una distancia de
180° pero movidos por un solo engrane central que provee el sincronismo,
de modo que cuando un piston llena su camara el restante entrega
disolvente, y cuando el primero entrega disolvente, el segundo llena su
camara. Sistemas mas sofisticados emplean incluso tres pistones en fase
de 120°.

Otra alternativa para la reduccion de pulsos estd dada por la bomba
Tandem. Esta bomba contiene un cabezal con dos pistones de diferente
tamaiio, movidos a distinta velocidad. Por ejemplo, el piston inferior es de
mayor didmetro y se mueve al doble de velocidad que el superior. Cuando
el piston superior entrega disolvente, el inferior llena su camara. Cuando
el piston superior retrocede para llenar su camara, el inferior impulsa la

fase movil, tanto hacia la camara superior como hacia la columna.
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* Bomba a diafragma.

La bomba a diafragma es un tipo particular de bomba reciproca. En
lugar de pistén, contiene un diafragma que separa el mecanismo de la
camara de bombeo.

El disolvente llega a la cdmara impulsado por una bomba de baja
presion, a través de la valvula de entrada. Luego. un piston bombea aceite
que presiona sobre el diafragma, el que impulsa el disolvente contenido en
la camara hacia la valvula de salida. Al reducirse la presion de la camara
por salida de la fase movil, se reduce paralelamente la presion del aceite y
se abre la véalvula de entrada. En este punto, la bomba de baja presion

llena nuevamente la camara, iniciando otro ciclo.

2. Bomba de desplazamiento continuo.

Llamada también bomba de émbolo o bomba de tipo jeringa, es a
diferencia de las bombas reciprocas, un dispositivo de desplazamiento
continuo. Es decir, el disolvente contenido en un cilindro es impulsado
hacia el inyector por medio de un movimiento continuo y hacia delante
del piston. El recorrido del piston, y el volumen desplazado es, en los
casos en que se aplica, suficiente para efectuar un niimero determinado de
ensayos completos, sin necesidad de recargar su camara.

La principal ventaja de estas bombas es la total ausencia de pulsos ya
que la camara no necesita ser recargada, mientras que la principal
desventaja estd dada por el tiempo necesario para recargar esa camara

cuando se vacia.
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Bomba neumdtica.

En este sistema de bombeo el liquido es desplazado mediante la
presion ejercida por un gas inerte , ya sea en forma directa sobre el liquido
o bien sobre el recipiente comprimible que lo contiene.

Los flujos obtenidos estan libres de pulsaciones y son de presion
constante, lo cual significa que si la caida de presion de la columna
cambia, el flujo también cambiara.

Las desventajas de este tipo de bomba son la capacidad limitada en el
volumen total que pueden bombear y la difusién que presenta el gas en el

liquido.

3.3.2.6 Inyector

El inyector es el dispositivo que permite introducir la muestra en
disolucién sin interrumpir el caudal del disolvente a través del sistema.

Los inyectores de HPLC son vélvulas que orientan el caudal hacia la
columna, pasando o no segin su posicion, a través de un bucle (loop) en el
cual se introduce la disolucion a inyectar. Las véalvulas pueden accionarse
manual o automaticamente.

Estan constituidas por un cuerpo fijo, un rotor con un sello que gira y
un “loop” de muestra externo que contiene la muestra. El “loop” es
intercambiable, de modo que la cantidad de muestra inyectada puede
escogerse entre una serie de medidas estandar (en los inyectores
convencionales, entre 5y 2000pul). ®9

La figura 3.3.2 muestra la secuencia de muestreo e inyeccion de

muestra de un inyector automatico. Antes de iniciar la secuencia de
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inyeccion, la valvula de inyeccion se encuentra en posicion “mainpass™
(figura 3.3.2 (b)), en la cual, la fase movil fluye a través del “loop™ de
muestra y aguja, asegurando que todas las partes que estan en contacto
con la muestra, se laven durante el analisis. Cuando la secuencia de
muestreo se inicia, la valvula cambia a la posicién “bypass”, en la cual el
disolvente, desde la bomba, entra en la valvula por la via 1 y fluye
directamente a la columna a través de la via 6.

Posteriormente, se eleva la aguja y el vial es colocado debajo de la
aguja. La aguja se inserta en el vial y se introduce la muestra en el “loop™.
(figura 3.3.2 (a)). Cuando el “loop” es llenado, la aguja se levanta y el vial
vuelve a colocarse en la bandeja. La aguja desciende a su asiento y la
valvula de inyeccion vuelve a la posicion “mainpass"”, introduciendo la

30
muestra en la columna. ®”
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Inyeccion de muestra.
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3.3.2.7 Columna >

La columna es la parte del sistema cromatografico en donde se lleva a
cabo la separacion de los componentes de una mezcla. Consiste en un
segmento de tubo de material inerte, de didmetro uniforme y capaz de
resistir altas presiones.

Algunos equipos cuentan con un termostato para controlar la
temperatura de la columna a unos cuantos grados por encima de la
temperatura ambiente. Esto mejora la reproducibilidad de los tiempos de
retencion y las dreas de pico.

El calentamiento de la columna disminuye la viscosidad del
disolvente, reduciéndose asi la presion del sistema. Al aumentar la
temperatura se acortan los tiempos de retenciéon y mejora la resolucion
porque la desorcién es mas rapida.

En HPLC se emplean columnas de acero empacadas comunmente de
silica gel. La longitud de éstas es de 5-30 cm y el diametro interno de 1-5
mm. El tamafio tipico de las particulas de la fase estacionaria en HPLC es
de 3-10pum. La eficiencia de una columna empacada aumenta al disminuir

el tamano de las particulas de la fase estacionaria (figura 3.3.3).
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Figura 3.3.3 Ensanchamiento de banda en funcion del flujo para un tamaio

de particula de 10, 5 y 3 um

Una razéon de por qué las particulas pequefas originan mejor
eficiencia es que permiten un flujo mas uniforme a través de la columna,
reduciendo asi el término de camino multiple (4) de la ecuacion de Van
Deemter (seccion 3.2.4.6). Otra razon es que el camino que debe recorrer
el soluto en su difusion en la fase mévil que hay entre las particulas es del
orden del tamafio de las particulas. Cuanto més pequeiias son las
particulas, menor es la distancia en la que debe difundirse el soluto en la

fase movil.

3.3.2.7.1 Fase estacionaria
La fase estacionaria comprende un soporte de particulas de silica gel
de diversas formas (figura 3.3.4), que son permeables al disolvente, y que

. . . . 2 R
tienen un éarea superficial de varios centenares de m’/g. La silica se
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disuelve en agua a pH superior a 8 por lo que no puede utilizarse por

encima de ese pH.

A.MACROPOROSA B.PELICULAR CMICROPOROSA
IRREGULAR ESFERICA o >

Esferade Silica — .

vidrio porosa

50-100pm 37-44pum 5-10pum

Figura 3.3.4 Formas de particula de silica gel. **

La superficie de la silica (figura 3.3.5) tiene hasta 8 pmoles de grupos
silanol (Si-OH) por m” Todos los grupos silanol estan practicamente
protonados si el pH es ~2 - 3. Se disocian formando Si-O" en un amplio

intervalo de pH por encima de 3. ®”
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Figura 3.3.5 Esquema de la estructura de un polimero de silica gel.

Los grupos residuales de silanol se recubren con grupos de trimetilsilil
por reaccion con CISi(CHjs)s, eliminando asi los puntos de adsorcion polar
(figura 3.3.6). ®

CH, CH,

] 2HCI 4
Si+OH + CISiR —= —II—R

LH3 CH,

Figura 3.3.6 Sintesis de empaques de cromatografia quimicamente unida.

53 Marco Teorico



Tabla 3.3.1 Fases estacionarias comunes en HPLC.,

Fases polares comunes Fases no polares comunes
R = (CH2);NH, Amino R = (CH,),7CH; Octadecilo
R = (CH,);C=N Ciano | R = (CH,);CH; Octilo
R = (CH,),;OCH,CH(OH)CH,0H  Diol | R = (CH;);CsHs Fenilo

El enlace siloxano (Si-O-Si-R) se hidroliza por debajo de pH = 2, de
modo que la HPLC con una fase enlazada en soporte de silice esta
limitada al intervalo de pH de 2 a 8. ®”
3.3.2.8 El proceso de elucién ®

En cromatografia de adsorcion el disolvente compite con las
moléculas del soluto por ocupar los sitios activos de la fase estacionaria.
La diferente capacidad de los distintos disolventes para eluir un
determinado soluto del adsorbente es practicamente independiente de la
naturaleza del soluto. Se puede describir la elucion como el

desplazamiento de un soluto de la fase estacionaria por un disolvente.

La cromatografia de adsorcién sobre silice pura es un ejemplo de
cromatografia de fase normal, que se caracteriza por usar una fase
estacionaria polar y un eluyente no polar. Un disolvente polar tiene mayor
fuerza eluyente. La fuerza eluyente (¢°) es una medida de la energia de
adsorcion del disolvente. La cromatografia de fase inversa, que es la mas
utilizada, se caracteriza porque la fase estacionaria es no polar o

débilmente polar y el disolvente es polar.
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La elucion de los componentes se puede llevar a cabo de forma
isocractica (con un unico disolvente o una mezcla de disolventes fija), o
bien si un disolvente no permite una elucion suficientemente rapida de
todos los componentes, se puede usar una elucion gradiente. En este caso,
se van afiadiendo cantidades crecientes de un disolvente B a un disolvente
A de manera que vaya aumentando la fuerza de elucién. En una
separacion con fase inversa, la fuerza eluyente disminuye a medida que el

disolvente se hace mas polar.

3.3.2.9 Detector *¥

El detector es la parte del equipo cromatografico que permite detectar
y ubicar en tiempo y espacio la posicion de cada componente de una
muestra a la salida de la columna cromatografica.

Los detectores pueden clasificarse en universales y selectivos. Los
detectores universales miden el cambio de alguna propiedad fisica de la
fase mévil que contiene el analito en comparacion con la misma fase
movil pura. Ejemplos tipicos son el detector de indice de refraccion y el
de conductividad. Los detectores selectivos son aquellos sensibles a
alguna propiedad fisica caracteristica del soluto, por ejemplo el detector
de UV, que produce una sefal proporcional a la absorbancia del soluto a
una longitud de onda dada. Otro ejemplo es el detector de fluorescencia,
empleado para la deteccion de solutos con fluorescencia natural o

conferida por reaccidn con un reactivo fluorogénico.
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Detectores Universales

Detector de Indice de Refraccion

Este detector mide la diferencia de indice de refraccion entre el
disolvente puro y el disolvente que contiene la muestra. Es un detector
universal y no destructivo. Es muy poco sensible, lo cual limita su campo
de aplicacion y es muy afectado por cambios de temperatura. No puede
utilizarse con gradiente de elucion porque el cambio de la composicion de

la fase movil se acompaiia del cambio de su indice de refraccion.

Detectores selectivos

Detector UV

Es el detector mas empleado en HPLC. Posee buena sensibilidad e
intervalo lineal, y permite detectar analitos en el orden de los nanogramos.
No es destructivo y puede emplearse con gradientes de disolventes, con la
tinica limitacion de que estos sean transparentes en la longitud de onda de
trabajo. En general permiten cambiar el volumen de su celda, tipicamente
con volimenes de 1 a 12 pl. Es un detector muy poco sensible a los
cambios de caudal y temperatura. El detector UV opera en el intervalo de
190 a 350 nm, y en algunos equipos se puede extender a la zona del
visible del espectro (350 a 700 nm) recibiendo asi el nombre de detector
UV / Visible. La concentracion del analito en la muestra se determina por

aplicacion de la ley de Beer A=£*b*c, donde A4 es la absorbancia, ¢ es la
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absortividad molar del analito, b es la longitud de la celdaencm y c es la
concentracion de analito en la muestra expresada en moles / I.
Existen dos tipos de detectores UV; los de longitud de onda fija y los de

longitud de onda variable.

Detector de onda fija o fotométrico

Este detector opera a longitudes de onda predeterminadas por las
lineas de emision de su lampara, habitualmente de mercurio de baja
presion. Como longitudes de onda de trabajo se utilizan las bandas de
emision de la lampara de mercurio, especialmente la fuerte linea de 254
nm. El verdadero monocromador del instrumento es la propia emision de
la lampara pero, para eliminar lineas de otras longitudes de onda lejanas a
la linea de trabajo se utilizan filtros de interferencia. Ademas de la
longitud de onda de 254 nm, suelen emplearse filtros que permiten
trabajar a 313, 334, 365 nm. El empleo de filtros de 6xidos de fosforo
permite trabajar incluso a 280 nm. La lampara de mercurio no emite a 280
nm, pero estos filtros, al ser irradiados con la lampara de mercurio emiten
a esa longitud de onda.

El cambio de lampara permite incluso trabajar a otras longitudes de
onda, por ejemplo a 214 nm con una lampara de Zn, y a 229 nm con una

lampara de Cd.

Detector de onda variable o espectrofotométrico
Este detector es simplemente un espectrofotometro, en el cual se

reemplaza el compartimiento de cubetas por una celda de flujo.
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Es mucho mas versatil que el detector de longitud de onda fija ya que al
tener red de difraccion permite seleccionar libremente la longitud de onda
de trabajo, asi se puede escoger la longitud de onda de maxima absorcién
del analito para aumentar la sensibilidad de medicion. Emplea una
lampara de emision continua, de Deuterio o de Xendn. La luz emitida por
la lampara se enfoca en un monocromador, habitualmente una red
holografica de difraccion, y la luz monocromatica escogida se dirige hacia
la celda de medida y de alli hacia el fotomultiplicador.

Otro detector de UV es el denominado de arreglo de diodos, en este
detector se emplea un sistema Optico invertido: la celda se ilumina con luz
“blanca”, es decir, no monocromada y la luz emergente de la celda llega a
la red de difraccion, la cual esta ubicada antes de la celda, y alli es
dispersada hacia el elemento fotosensible. En lugar de una fotocélula se
emplea un conjunto de fotocélulas o fotodiodos montados en un chip de
silicio. De esta forma, se consigue medir no solo la luz transmitida a una
longitud de onda, sino todo el espectro de absorcion del eluido en tiempo

real.
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Figura 3.3.7 Sistema éptico de un Detector de UV de arreglo de diodos.

Detector de Fluorescencia

El detector de fluorescencia se utiliza para el analisis de sustancias que
presentan fluorescencia “natural” o conferida por derivatizacion con un
reactivo fluorogénico. Su alta sensibilidad y selectividad lo convierte en
un detector adecuado para el analisis de trazas. La selectividad se debe a
dos factores:
e Existen pocas sustancias de fluorescencia nativa y las reacciones de
derivatizacion implican la presencia de un grupo funcional derivatizable
en la molécula del analito.
e Se utilizan dos longitudes de onda, una de excitacion y otra de
emision. Al excitar la muestra a una longitud de onda dada, varios
componentes de la muestra podrian absorber energia, pero pocos emitiran

ademas a la longitud de onda elegida.
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En un detector espectrofluorométrico tipico, la luz emitida por la
lampara de Xenon se dirige al monocromador de excitacién por medio de
un espejo concavo, a través de una ranura de entrada. El haz
monocromador sale por una segunda ranura, se focaliza en un espejo
esférico e incide en un separador de onda. De aqui casi la totalidad de haz
luminoso entra en la celda de medida y un 7% incide en un
fotomultiplicador para el control de la intensidad. La emision del haz
luminoso que sale de la celda pasa al monocromador de emision, formado
por una tercera ranura de salida y un espejo plano, una red de difraccion
concava y una cuarta ranura de salida siendo detectado por el
fotomultiplicador que va a generar la sefial de salida. La lampara de
Xenon es la fuente de emision mas ampliamente difundida por producir

un espectro continuo en el intervalo de 260 a 660 nm.

Detector Electroquimico

Es un detector muy sensible, unas 1000 veces mas sensible que el
detector de UV, y altamente selectivo. La selectividad se debe, no solo a
que detecta compuestos capaces de ser oxidados y reducidos, sino que
puede reducirse el nimero de esos compuestos detectados por una
cuidadosa eleccion del potencial aplicado.

La deteccion ocurre en la superficie de un electrodo interpuesto en el
paso del eluido de la columna. Este detector emplea tres electrodos: el
electrodo de trabajo, el de referencia y el auxiliar. La reaccion redox es
inducida en el electrodo de trabajo, mientras el electrodo auxiliar provee

la carga de neutralizacion complementaria. Entre estos electrodos se fija el
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voltaje apropiado para la deteccion. El electrodo de referencia, por su
parte, produce un potencial fijo y estable contra el cual se mide el
potencial del electrodo de trabajo, y un potenciostato provee una
diferencia de potencial estable entre el electrodo de trabajo y el auxiliar, el
cual es monitoreado por el electrodo de referencia. Un amplificador de
corriente de nanoamperes produce una sefial de salida, proveniente del
flujo de corriente entre los electrodos auxiliar y de referencia, causada por
la transferencia de electrones del proceso de 6xido-reduccion.

Su principal limitacién esta dada por el tipo de fase movil a emplear,
que necesariamente debe ser conductiva, limitando su campo de
aplicacion a la cromatografia de fase reversa e intercambio idnico. Por
otra parte, es evidente su naturaleza destructiva respecto al analito.

La degasificacion es muy importante en el modo “reductivo”, ya que
la presencia de aire disuelto en la fase movil da lugar al gasto de potencial
en la reduccion de este oxigeno, generandose senales ruidosas y baja
sensibilidad de deteccion. En estos casos se recomienda la degasificacion
continua, en general por burbujeo de Helio. Esta precaucion no reviste la
misma importancia en la deteccion en modo “oxidativo”, pudiendo
emplearse los métodos convencionales de degasificacion.
3.3.2.10 Sistema de registro y procesamiento de datos *%

El resultado del ensayo cromatografico es, por un lado, la obtencion
de fracciones separadas de los componentes de la muestra, y por el otro, la
de un grafico o cromatograma (seccion 3.2.4.1), de cuya interpretacion

pueden extraerse conclusiones cualitativas y cuantitativas. Este registro se
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obtiene a partir de las sefal proveniente del detector por medio de un

sistema de registro y procesamiento de datos, entre los que se pueden

citar:

Registrador grafico, que convierte la senal en un grafico del tipo
X-Y.

Integrador, que permite no solo obtener un registro grafico
(cromatograma) sino también su tratamiento matematico para el
célculo de las concentraciones.

Computadora. Con un software apropiado es posible obtener tanto
el registro grafico del cromatograma como los calculos
correspondientes, la manipulacion de datos, el almacenamiento de
ensayos, generacion de reportes, e incluso el manejo global de

varios cromatografos.
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3.4 Cromatografia de Gases

La Cromatografia de gases (CG) es una técnica que permite la
separacion de mezclas que contienen compuestos organicos volatiles, que
fluyen en una corriente gaseosa a través de una fase estacionaria fijada a
un tubo largo y fino.

Entre las principales desventajas de esta técnica se encuentran la
identificacion cualitativa de los componentes separados, dificultades para
analizar muestras que no son volatiles, que se descomponen a altas
temperaturas o poseen alto peso molecular, asi como, muestras complejas
que requieren de extraccion, limpieza o derivatizacion o poseen elevada
polaridad. Se ha estimado que sélo un 20% de las sustancias organicas

conocidas pueden separarse por CG sin tratamiento previo.

3.4.1 Tipos de cromatografia gaseosa

Existen dos tipos de cromatografia de gases: la cromatografia gas-
solido y la cromatografia gas-liquido. (ver figura 3.2.1)

La cromatografia gas-solido se basa en una fase estacionaria solida en
la cual se produce la retencion de los analitos como consecuencia de la
adsorcion fisica.

La cromatografia gas-liquido se basa en la distribucion del analito
entre una fase movil gaseosa y una fase liquida inmovilizada sobre la
superficie de un sélido inerte.

En la cromatografia gas-liquido, la fase movil se denomina gas

portador, ya que es un gas inerte (nitrogeno, helio o hidrégeno) cuya
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finalidad es transportar las moléculas de la muestra a través de la
columna.

Los liquidos organicos de alto punto de ebullicién constituyen la fase
estacionaria. La fase liquida se extiende como una pelicula delgada sobre
un solido inerte llamado soporte solido. La base para la separacion es la

particion de la muestra dentro o fuera de esta pelicula liquida.

3.4.2 Instrumental

Divisor i \\a Registrador o
de candal Sistema de computo

l

Figura 3.4.1 Esquema de un Cromatdgrafo de Gases.
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3.4.2.1 Gas Portador *"

El propésito primario del gas portador es transportar los componentes
volatiles de la muestra a través de la columna. El prop6sito secundario es
el de obtener una matriz adecuada para que el detector mida el
componente de la muestra.

El gas portador debera ser inerte y no reaccionar ni con la muestra ni
con la fase estacionaria.

Es importante que el gas portador sea de alta pureza, ya que impurezas
como el agua o el oxigeno pueden alterar quimicamente la fase
estacionaria y en consecuencia modificar los tiempos de retencion o
producir sefiales de fondo en el detector o picos fantasmas.

Los gases cominmente utilizados son: hidrégeno, helio y nitrégeno.

Se puede escoger entre optimizar la eficiencia de la columna o reducir
el tiempo de analisis. En una determinada columna, un gas portador de
peso molecular mas elevado generard mas platos tedricos, pero el tiempo

de analisis ser4 mayor.

Si se desea optimizar la velocidad del analisis, aunque disminuya la
eficiencia, es mejor escoger un gas portador ligero, como el helio o el

hidrogeno. (figura 3.4.2).
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Velocidad lineal promedio. cm/seg

Figura 3.4.2 Grdfica de Van Deemter para gases portadores.

En la figura anterior, el nitrogeno esta en un minimo de H a la
velocidad lineal del gas de 7.5 cm/seg. y el helio a 18 cm/seg. Si ambos
gases se desplazaran al minimo de H, el nitrégeno generaria alrededor de
15% mas de platos tedricos, pero con un tiempo de analisis 2.4 veces
mayor que con el helio.

Los caudales se controlan mediante reguladores de presion de dos
niveles colocados en el cilindro de gas y se determinan mediante un
rotametro situado en la cabeza de la columna o por medio de un
burbujometro. Actualmente los cromatografos de gases estan equipados
con medidores electronicos controlados por un ordenador para mantener

el caudal al nivel deseado.
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3.4.2.2 Sistema de Inyeccion de Muestra Y

El método mas comun de inyeccion de muestra implica el uso de una
microjeringa graduada (de capacidad de 0.5 a 10 pL) para inyectar una
muestra liquida o gaseosa a través de un diafragma o “septum” de goma
de silicon, en una camara de vaporizacion instantanea (inyector) situada
en la cabeza de la columna (el inyector normalmente esta unos 50°C por
encima del punto de ebullicion del componente menos volatil de la
muestra).

La cantidad de muestra inyectada depende del tipo de columna, de la
cantidad de fase estacionaria contenida en la columna o del espesor de la
pelicula en el caso de los capilares de pelicula fina, de la polaridad del
soluto y del disolvente y de la temperatura.

En las columnas empacadas, las cantidades Optimas de muestra se
encuentran entre 0.1 y 1 pl. Las columnas capilares exigen cantidades
mucho menores (=~ 107 pl); en estos casos se emplea la técnica de
inyeccion «split» (por su nombre en inglés) en la cual solo una pequeiia
fraccion de la muestra inyectada entra a la columna y la mayor parte es
desechada por un sistema de purga. (Figura 3.4.3). Normalmente la
proporcion del flujo de purga es 100 veces mas que el flujo de la columna,
por lo tanto, solamente 1/100 del total de la muestra entra en la columna.

La técnica de split es aplicable a muestras muy concentradas.
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flujo total
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Vilvula  Sensorde Controlador de presion
proporcional 1 flujo de la cabeza de la columna

[—

—1 . [] Salidadel
: —» ﬂj flujo de Split
ey
Trampa Vialvulade Vilvula

purga proporcional 2

abierta

Al detector

Figura 3.4.3 Diagrama de inyeccién en Split.

Un método de trabajo especial para el analisis de cantidades traza es la
inyeccion sin division de flujo «splitless» (por su nombre en inglés). Esta
técnica aumenta la sensibilidad ya que casi toda la muestra entra en la
columna. Durante la inyeccion, la valvula de purga permanece cerrada.
Después de que la muestra se vaporiza en el inyector y pasa a la columna,
la valvula vuelve a abrirse para purgar el inyector.

Inicialmente la cantidad de muestra que entra en la columna es muy
grande, esto se compensa porque la temperatura inicial del horno es de 25

a 40 °C menor que el punto de ebullicion del disolvente en el cual esta
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disuelta la muestra, por lo que el disolvente actia como fase estacionaria,
atrapando y concentrando los componentes de la muestra. Conforme la
temperatura de la columna aumenta se vaporiza el disolvente permitiendo
que los componentes de la muestra se separen.

En ambas técnicas un pequeiio flujo de gas portador (purga del
septum) pasa a través del septum para evitar que los componentes de la

. - 29
muestra sean absorbidos en él. *”

Controlador de presién
del invector

Fritado Sensor de Septum Regulador de la

limitador de flujo | flujo { Y purga del septum

=M >4 = T salida

Vilvula
proporcional 1

Sensor de
presion

L

Trampa Vilvulade Vilvula
purga proporcional 2
cerrada

| Al detector

Figura 3.4.4 Diagrama de inyeccién en Splitless. 62)
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Otra técnica de inyeccion es la llamada On Column (por su nombre en
inglés), la cual es particularmente utilizada para el analisis de compuestos
termoléabiles o mezclas que tienen un amplio intervalo de puntos de
ebullicion. Inicialmente el inyector se encuentra frio por lo que la muestra
no se vaporiza. La inyeccion se lleva a cabo por medio de una fina aguja
que entra directamente a la columna. Después de la inyeccion, el inyector

es rapidamente calentado y se lleva a cabo la separacion. ¥

Purga del septum | e Septum

4——Bolque caliente

Flujo en la columna
debido a la presion
del gas portador

Figura 3.4.5 Diagrama de inyeccion on Column. *®
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3.4.2.3 Horno **

El control de la temperatura de la columna es una variable importante
para promover la separacion, por ello la columna normalmente se
introduce dentro de un horno de temperatura controlada. La temperatura
Optima de la columna depende del punto de ebullicion de la muestra y del
grado de separacion requerido. Para obtener tiempos de retencion
reproducibles, la temperatura del horno debe ser controlada en un orden
de + 0.1 °C.

El analisis cromatografico puede realizarse a una sola temperatura de
la columna (analisis isotérmico) o bien con programaciéon de la
temperatura en el caso de muestras cuyos componentes presentan un
amplio intervalo de puntos de ebullicion.

En un andlisis isotérmico, los componentes de la muestra con puntos
de ebullicion bajos, salen de la columna con tal rapidez que varios picos
se superponen, mientras que los componentes de mayor punto de
ebullicion salen con mucho retraso como picos anchos.

Con la temperatura programada, se utiliza una temperatura inicial baja
y asi los picos iniciales quedan bien resueltos. A medida que aumenta la
temperatura, los compuestos de punto de ebullicion elevado salen como
picos bien resueltos, de forma bien definida y en un tiempo total de

analisis mas corto que en la operacion isotérmica.

3.4.2.4 Columna
La columna es la parte del cromatografo de gases en donde se lleva a

cabo la separacion de los compuestos. Es un tubo flexible que puede ser
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de acero inoxidable, vidrio o silica fundida; dentro de él se encuentra la
fase estacionaria. En cromatografia de gases se usan dos tipos generales
de columnas, las empacadas en las que la fase estacionaria es un sélido
adsorbente o un liquido poco volatil adherido a un sdélido inerte
(usualmente tierra de diatoméceas de procedencia natural). Generalmente
son de diametro interno grande (3 mm) y las tubulares abiertas o capilares
en las que la fase estacionaria se encuentra recubriendo, como una delgada
pelicula, el interior del tubo. Son de diametro interno muy pequeiio (0.2 —
0.4 mm). Actualmente, las columnas capilares son las de mayor uso

debido a la mayor eficiencia y rapidez en los analisis.

Las columnas capilares son de tres tipos basicos:

e Columnas Capilares Suport Coated Open Tubular, (SCOT, por
sus siglas en inglés). En este tipo de columnas, la superficie
interna esta recubierta de una capa delgada (~30 pum) de un
material de soporte tal como tierra de diatomeas, que se cubre a su
vez con la fase liquida.

e Columnas Capilares Wall Coated Open Tubular, (WCOT, por sus
siglas en inglés). Son capilares de silica fundida con la pared
interna recubierta de una fina capa de fase estacionaria.

e Columnas Capilares Porous Layer Open Tubular, (PLOT, por sus
siglas en inglés). La superficie interna esta recubierta por una fase

estacionaria adsorbente.
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Fase estacionaria liquida
Fase estacionaria liguida  sobre soporte sélide Fase estacionaria sdlida

Pared de la
columna

Columna abierta de Columna abierta Columna abierta
pared recublerta  recubierta con soporte de capa porosa
WCoT scoT PLOT

Figura 3.4.6 Seccion transversal de columnas de pared recubierta de fase

estacionaria liquida, sélida y de capa porosa.

3.4.2.4.1 Fase estacionaria *"

Las propiedades de una fase estacionaria en una columna
cromatografica gas-liquido comprenden: (1) baja volatilidad (idealmente,
el punto de ebullicién del liquido debe ser al menos 100 °C mayor que la
temperatura de trabajo maxima de la columna); (2) estabilidad térmica; (3)
quimicamente inerte; (4) caracteristicas de disolvente tales que los valores
de k y de o« de los solutos a resolver estén dentro de un intervalo
conveniente.

Para que una especie tenga un tiempo de residencia razonable en la
columna, debe presentar cierto grado de solubilidad en la fase
estacionaria. La polaridad es el efecto del campo eléctrico en la inmediata

vecindad de una molécula, y se mide por el momento dipolar de la
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especie. Las fases polares contienen grupos funcionales tales como —CN,
—CO y -OH. Las fases estacionarias del tipo hidrocarbonado y

dialquilsiloxanos son no polares, mientras que las fases poliéster son

altamente polares.

En la tabla 3.4.1 se muestran algunas fases estacionarias de uso

comun en cromatografia de gases capilar, asi como la polaridad de cada

una de ellas. b

Tabla 3.4.1 Fases estacionarias de uso frecuente en cromatografia de gases

capilar.

Estructura Polaridad [ntervalo de
Temperatura
O x=0 No polar -60°C - 320°C

O-I x =0.005 No polar -60°C — 320°C

@® x=035 Polaridad 0°C - 300°C

o o intermedia
x (difent) Ix (dimetil) | _ 065 Polaridad 50°C - 370°C

polisiloxano

N
L‘[HJL
;. Polaridad intermedia -20°C - 280°C

14 (cianopropilfenil)

86 (dimetil) polisiloxano

7
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forof-

Carbowax

Muy polar 40°C - 250°C

Polietilenglicol

3.4.2.5 Detector

El detector es un dispositivo que mide la concentracién de cada uno de
los componentes de la muestra y genera una sefial eléctrica proporcional a
dicha concentracion. Cuando la concentracion es alta tiende a ser no
lineal, pero a bajas concentraciones la cantidad minima detectable esta
definida como la concentracion cuya respuesta es tres veces mayor que su

nivel de ruido. Las caracteristicas de un detector son las siguientes:

1. Sensibilidad. Denota la cantidad de sefial generada para determinada
concentracion de una muestra, puede medirse como la pendiente de la
grafica de la respuesta del detector en funcion de la concentracion de
la muestra.

2. Ruido. Es la maxima amplitud de la combinacion de los términos de
ruido largos y cortos en un periodo de tiempo dado. Estas
perturbaciones que se producen en la linea base del detector se deben
a las propiedades eléctricas del instrumento, a problemas relacionados
con las variaciones de temperatura, oscilaciones de la tension de la

linea eléctrica, o a fluctuaciones en el caudal.
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3. Respuesta universal. Significa que el detector genera una respuesta
para todos los componentes de la muestra, exceptuando el gas
portador.

4. Respuesta selectiva: Significa que el detector solo responde a
determinados tipos de compuestos.

5. Intervalo lineal. En un grafico logaritmico de la respuesta del detector
en funcion de la concentracion de la muestra, es el intervalo en el cual

la curva es lineal y tiene una pendiente de 1.0 + 5%. ¥

e Detector de conductividad térmica (DCT). Fundamento
fisico. Cuando un gas se mezcla con otra sustancia gaseosa,
su conductividad térmica varia respecto al que poseeria
cuando estaba puro. Por otra parte, al variar la temperatura de
un filamento metalico, se modifica el valor de su resistencia.

Estos dos hechos fisicos son la base del detector de
conductividad térmica. Si en el interior de una celda, cuyas
paredes se mantienen a temperatura constante, se encuentra
un filamento calentado eléctricamente y por dicha celda
circula a flujo constante un gas puro, la disipacion de calor
por parte del filamento es constante y, en consecuencia,
también lo serd su temperatura y resistencia; en el momento
en que aparezca un vapor de distinta naturaleza, junto con el
gas, en el interior de la celda, se producira una variacion de la
conductividad térmica del gas, también la disipacion térmica

del filamento sera distinta y se modificara la temperatura del
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mismo, y, por lo tanto su resistencia. La variacion de esta
resistencia produce una sefial eléctrica, que es proporcional a

la cantidad de muestra que entr6 en la celda. "

Detector de ionizacion de Flama (DIF). Principio. El
funcionamiento de este tipo de detectores se basa en el
principio de que la conductividad eléctrica de un gas es
directamente proporcional a la concentracion de las particulas
cargadas dentro del gas.

El gas portador fluye desde la columna hasta una
flama de hidrégeno-aire, la cual ioniza algunas de las
moléculas organicas presentes en la corriente gaseosa. La
presencia de particulas cargadas (iones positivos, iones
negativos y electrones) en el espacio entre dos electrodos
origina una corriente de ionizacion que fluye en éste y a través
de una resistencia que los mide. La magnitud de esta
resistencia esta determinada por el namero de particulas
cargadas que contiene. Con un flujo constante de gas portador
puro habra entre los electrodos una concentracion muy baja de
particulas cargadas, origindndose asi una corriente constante.
Esta corriente constante se llama corriente de fondo, y se
establece al someter la flama a una diferencia de potencial.
Cuando un componente organico entra en la flama, se quema
y se forman particulas cargadas, lo cual produce un aumento

de la corriente de fondo que se traduce en una sefal
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amplificada y dibujada como un pico sobre un registrador

grafico. ®

Detector de captura de electrones (DCE). El detector de
captura de electrones mide las disminuciones de una seial en
vez del aumento de la corriente eléctrica. A medida que el gas
portador nitrogeno fluye a través del detector, una lamina de
tritio o ®Ni radioactivo ioniza las moléculas de nitrogeno y
forma electrones lentos. Estos electrones se desplazan hacia el
anodo de un electrodo, cuyo potencial es de 90 voltios
positivos. Al colectarse estos electrones lentos, se produce
una corriente constante que se amplifica por un electrometro.
Esta corriente de fondo es de unos 10 amperios. Si en ese
momento se introduce en el detector una muestra que
contenga moléculas que capturen electrones (haluros de
alquilo, carbonilos conjugados, nitrilos, nitratos y compuestos
organometalicos), se reducira esta corriente. La disminucion
de la corriente es una medida de la cantidad y afinidad
electronica de los compuestos de la muestra, por lo tanto
puede relacionarse la pérdida de la corriente con la

. 31
concentracion de la muestra. ®V

Detector de Nitrégeno-Fosforo (DNF). El detector de
nitrégeno y fosforo, también llamado detector termoidnico

(DTI), es un detector selectivo de los compuestos organicos
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que contienen foésforo y nitrégeno. Tiene una configuracion
similar al detector de flama. El efluente de la columna se
mezcla con hidrégeno, pasa a través de la flama, y se quema.
El gas caliente fluye alrededor de una bola de silicato de
rubidio calentada eléctricamente, la cual se mantiene a unos
180 V con respecto al colector. La bola caliente forma un
plasma que alcanza una temperatura de 600 a 800 °C,
resultando una gran corriente de iones, la cual se utiliza para
la determinacion de compuestos que contienen nitrégeno y

fosforo. GV

Detector Fotométrico de Flama (DFF). Es un detector
selectivo sensible principalmente a los compuestos que
contienen azufre y fésforo. En este detector, el eluyente se
hace pasar a través de una flama de hidrégeno-aire a baja
temperatura, la cual convierte parte del fosforo a una especie
HPO que emite bandas de radiacion centradas alrededor de
510 y 526 nm. El azufre de la muestra se convierte
simultaneamente en S,, el cual emite una banda en 394 nm.
Para aislar las bandas se emplean filtros Opticos que permiten
que la luz de la longitud de onda deseada, pase por un

fotomultiplicador y produzca una sefial. **

Detector de Conductividad Electrolitica (DCEL). Es un

detector selectivo usado para detectar compuestos que
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contienen, halégenos, azufre o nitrégeno. En este detector, se
mezcla el eluyente con un gas de reaccion en un tubo de
niquel en donde se lleva a cabo una reaccion de oxido-
reduccion provocando cambios en la conductividad de la
mezcla de reaccion. En el caso del analisis de haldogenos, el
eluyente es reducido con H, a 850°C, produciendo acidos
fuertes tales como HCI. Los gases producidos se disuelven en
propanol y el se determina el cambio en la conductividad del

disolvente. ©®

Detector de emision atomica (DEA). En este dispositivo, el
efluente se introduce en un plasma de helio obtenido con
microondas, que se acopla a un espectrémetro Optico de
emision de diodos en serie. El plasma es suficientemente
energético como para atomizar todos los elementos de una
muestra, excitarles, y asi obtener sus espectros de emision
atomica caracteristicos. Estos espectros son recogidos en un
espectrometro que utiliza una serie de diodos configurados en
un plano moévil, que es capaz de detectar la radiacion emitida

desde 170 a 780 nm. ©V

Detector de fotoionizacion (DFI). Este detector utiliza una
fuente ultravioleta al vacio para ionizar compuestos
aromaticos y no saturados. Los componentes de la muestra

son excitados por los fotones provenientes de la lampara de
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UV y se ionizan. Las particulas cargadas son medidas entre
dos electrodos con potenciales de 50 a 200 volts. El tipo de
lampara usada determina la energia del foton, y por lo tanto
los compuestos son detectados de acuerdo a su potencial de

ionizacion, ©%

Tabla 3.4.2 Caracteristicas generales de los detectores mds comunes en CG. *®

Rango dindmico
Detector Tipo Selectivo para:
lineal

Materiales ionizables por =
DIL Selectivo ) 10
una flama de H,/aire

Cualquier muestra de
DCT Universal | conductividad diferente a 10°

la del gas portador

Compuestos electréfilos,
) tales como carbonilos A
DCE Selectivo ) o 10
conjugados, nitrilos,

nitratos, etc.

Compuestos aromaticos e

DFI Selectivo _ 10
insaturados
: N, P, 3 4
DNF Selectivo 10" (N)- 10" (P)
Heterodtomos

DCEL | Selectivo Hal6genos, N, S 10° (S) - 10° (X)
DFF Especifico P, S 10° (S) - 10" (P)
DEA Universal Cualquier elemento 10"
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3.5 Espectrometria de Masas ***%

La espectrometria de masas (EM, por sus siglas) es una metodologia
espectroscopica en la cual se generan espectros caracteristicos y nicos
para las moléculas de distintos compuestos.

El principio bajo el cual operan los espectrometros de masas es el de
promover la ionizacion de las moléculas de un compuesto y
posteriormente separar y cuantificar los distintos iones que se han
producido. Cuando una molécula interacciona con una fuente de alta
energia (ca. = 70 eV) se promueve la salida de un electron del orbital
molecular, con ello se genera un ion que se denomina ion molecular (M™);
si el ion queda con un exceso de energia que no es capaz de estabilizar, se
fragmenta expulsando un fragmento neutro (mx) y formando un

fragmento (A") de menor masa, como se muestra en la figura 3.5.1.

M +e —>» M-+ 20

M+'—)- A++ mx

Figura 3.5.1 Proceso de lonizacidn.

Si el ion fragmento A" ain posee un exceso de energia que no pueda
estabilizar, éste continuard fragmentdndose expulsando mas fragmentos

neutros y produciendo iones de masa cada vez menores.
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Figura 3.5.2 Obtencion de un espectro de masas.

Cualquiera de los iones formados puede seguir distintos mecanismos
de fragmentacion, sin embargo para un compuesto determinado existiran
ciertas estructuras ionicas que son mas estables y que generaran iones
preferentes. Esto depende solamente de la cantidad de energia que recibio
la molécula durante la ionizacion, todos los mecanismos de fragmentacion
que puede seguir una molécula constituyen un patron de fragmentacion y

éste es caracteristico y Ginico para una molécula (figura 3.5.3).
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Figura 3.5.3 Patron de Fragmentacion.

Los procesos en espectrometria de masas son unimoleculares,
consecutivos y competitivos, esto quiere decir que cada molécula de un
compuesto se comportara en una forma distinta e independiente de las
demas.

Si después de la ionizacion los iones formados son separados en
funcién de su masa, se obtendra la informacion de la masa molecular
original (definida por el valor de M") y también el registro de los distintos
fragmentos de dicha molécula.

Los espectrometros de masas estan disefiados para separar los iones
de distinta masa que se producen en la ionizacion segln su relacion masa
a carga (m/z); sin embargo la mayoria de los iones producidos en este tipo
de ionizacion se forman con una sola carga (Z=1), por lo que la relacion
masa a carga es igual a la masa (m/z = m). El otro valor que se registra en
los espectrometros de masas, es el del nimero de iones de un mismo valor
m/z que se generan y se define como la intensidad de las sefiales, el valor
de intensidad esta directamente relacionado con la estabilidad del ion

formado y esto es un reflejo de la estructura del mismo.
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Un espectro de masas esta constituido por una serie de sefiales en un
sistema de dos ejes, uno es la escala masica o de valores de m/z y el otro

corresponde a la intensidad de las sefiales o abundancia de los iones.

3.5.1 Equipo de Espectrometria de Masas
Los espectrometros de masas requieren de una fuente de produccion
de iones y un separador de iones de acuerdo a su relacién m/z, un detector

que permita registrar los iones y su intensidad y un registrador.

Al

.. Y, Detectar
Soema de o .:.. _.,. ﬂ_ﬂ_
s AR e Y
... Anabzader cuadrupabar Ampliicader

|

Cmars de iomizacin ™ {rode OOV

Figura 3.5.4 Esquema de un equipo de Espectrometria de masas de cuadrupolo.

3.5.1.1 Introduccion de muestra
Dado que el instrumento se encuentra al vacio, se requieren de

sistemas especiales de introduccién de muestras; primero que permitan
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gasificar los compuestos y después que no rompan el sistema de vacio del

equipo.

3.5.1.2 Sistema de vacio

El proceso requiere que los iones que se introduzcan puedan llegar
hasta el detector sin haber sufrido cambios, para esto se requiere que no
exista otro gas presente que pueda dar lugar a colisiones ion-molécula.
Esto se logra con alto vacio (de 1 x 10® al x 107 torr) y es por ello que los
espectrometros de masas cuentan con bombas mecanicas y bombas de

difusion o turbomoleculares que permiten alcanzar estos niveles de vacio.

3.5.1.3 Camara de ionizacion

La camara de ionizacion es el principal elemento de un espectrometro
de masas, ya que la obtencion de un buen espectro de masas depende de
que se haya realizado una buena ionizacion. La mayoria de los
espectrometros de masas cuentan con una camara de ionizacion por
impacto electronico (IE), a la cual fluyen las moléculas de muestra
gasificada y dentro de ella, interaccionan con un haz de electrones,
producido por al paso de corriente a través de un filamento de Renio o
Tungsteno, la energia de los electrones se establece por la diferencia de

potencial en el filamento.

3.5.1.4. Analizador
Este elemento, también conocido como separador masico, tiene la

funcién de separar el haz ionico en todos sus componentes segun su
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relacion m / z. Los analizadores cuadrupolares, son actualmente los mas
populares. Este separador consiste de cuatro barras metélicas paralelas a
las que se aplica un voltaje oscilante de radiofrecuencia. El campo
eléctrico desvia los iones, haciéndoles seguir trayectorias diversas a
medida que van de la camara de ionizacion hacia el detector, y
permitiendo que sélo lleguen al detector los que tienen una relacion m/z
determinada. Los demés iones chocan con las barras, y se pierden antes de
llegar al detector. Variando rapidamente los voltajes aplicados, se
seleccionan los iones de diferentes masas que llegan al detector.

Existen también otros tipos de analizadores, tales como, el analizador
de sector magnético, el cual separa los iones a medida que pasan por un
campo magnético perpendicular a la direccion de su trayectoria. El
analizador de tiempo de vuelo, mide cuanto tarda cada ion en recorrer una
distancia fija hasta el detector. El analizador de trampa de iones utiliza un
campo eléctrico de radiofrecuencia para atrapar todos los iones
haciéndoles seguir una trayectoria estable dentro de una cavidad metalica.
Aplicando otro campo oscilante entre los extremos de la cavidad se recoge
a los iones de un determinado valor de m/z a través de los agujeros que se

encuentran al final de la cavidad.

3.5.1.5 Detector
Es un dispositivo multiplicador de iones (o electrones) que permite
una respuesta rapida y ademas genera una sefal proporcional al nimero

de iones que llegan a él.
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3.5.2 Desventajas de la Espectrometria de Masas

El espectro de masas de un compuesto puro, es una grafica que
contiene una serie de sefales en un sistema de dos ejes uno de relacion
m/z y otro de intensidad. El nimero de sefiales en teoria seria una por
cada unidad de masa que la molécula posea, sin embargo no todas las
sefiales poseen la misma intensidad y un buen niimero de ellas es muy
pequena.

Los espectros de masas con los que se realiza la interpretacion estan
normalizados, esto es, se mide la intensidad del pico mas grande y se le
asigna el valor de 100% y las demas sefiales se refieren a él como un
porcentaje relativo, descartando las sefiales menores a un determinado
valor (por lo general de <1%) con esto un espectro de masas se simplifica.
Un espectro de masas de una mezcla presentaria sefales juntas de todos
los compuestos, de manera que seria casi imposible el asignar que senal
corresponde a que compuesto. Es por esto que es indispensable que las

muestras a analizar por EM sean de alta pureza.

3.6 Sistema acoplado Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas
Esta metodologia permite resolver el principal problema que se tiene
con la técnica de CG, que es la identificacion cualitativa de los
componentes separados, ya que esta no es absoluta y tan sélo se tiene
como parametros el tiempo de retencion (tr), las caracteristicas de
operacion y la fase estacionaria.
La Espectrometria de Masas nos permite la identificacion cualitativa

de los eluatos en cromatografia.
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El acoplamiento CG/EM ha dado como resultado una herramienta
analitica muy poderosa para el analisis de compuestos organicos y se ha
logrado que los niveles de sensibilidad se incrementen notablemente. Con
este sistema de acoplamiento es posible registrar sustancias en el nivel de
picogramos.

La principal ventaja de los equipos CG/EM radica en el poder
identificar y cuantificar los componentes de una mezcla compleja en un

tiempo corto y con cantidades muy pequefias de muestra.
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3.7 Limite de deteccién (LD). *”

Es conocido que la medicion de compuestos en bajas concentraciones
produce resultados muy variables por ello el reportar el valor de limite de
deteccion se ha convertido en una practica comin en los laboratorios
analiticos al pretender demostrar que un método se ha aplicado en forma
correcta y que por consiguiente los resultados obtenidos son
significativos.

En general, el limite de deteccion se define como un nimero
expresado en unidades de concentracion (o cantidad) que define la menor
concentracion (o cantidad) de un compuesto (o elemento) que un quimico
analitico puede determinar y que sea estadisticamente diferente de la sefial
generada por un blanco ®”. Segin la IUPAC; el limite de deteccion,
expresado como una concentracion C; (o cantidad Q) se deriva de la
medicion més pequeiia, X, que pueda ser detectada con un razonable
nivel de confianza, para un procedimiento analitico.

Para generar una curva de calibracion (recta de calibracién) con el
objeto de determinar el limite de deteccion, es practica comun el fortificar
un blanco o una matriz con el analito. La fortificacion se inicia en un valor
de concentracion cercano al valor esperado de limite de deteccion y se
incrementa la concentracién hasta por lo menos 10 veces ese valor
esperado. Cada matriz o blanco entonces se somete a todo el proceso
analitico.

Con los valores obtenidos se procede a construir una curva (recta) de
calibracién, y a través de un analisis de regresion se establece la ecuacion

de la curva (recta) de calibracion para el procedimiento analitico.
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En los casos en los que no se cuenta con informacion que permita
estimar el valor del limite de deteccion se procede en forma inversa, se
preparan blancos o matrices fortificadas con concentraciones de analito
altas y se someten a todo el proceso analitico, de igual forma por un
analisis de regresion se determina la ecuacion de la curva (recta) de
calibracion y a partir de ello se evalta el ajuste de la curva con el valor de
coeficiente de correlacion (r).

A partir de esa curva inicial se van afiadiendo puntos procesados de
igual forma pero de concentraciones continuamente menores, hasta
alcanzar el limite de deteccion.

Con el objeto de definir en forma clara el limite de deteccion y obtener
una evaluacion correcta de la curva, se utilizan en el analisis de regresion
tan solo los ultimos cinco puntos. De manera que al afiadir un punto de
menor concentracion se elimina el de mas alta concentracién y en cada
ocasion se evaliia r y se compara con el valor de r anterior; en el momento
en el que el valor de » cambia en mas de 5% esto indica que la curva de
calibracion pierde linealidad y que por lo tanto se esta cerca del valor de
limite de deteccion. En caso de requerirse una determinacion mas precisa
del valor de limite de deteccion se puede preparar otra matriz o blanco con
una concentracion de analito intermedia entre los valores en donde ocurrid
el cambio del valor de r.

Para la determinacion matematica-estadistica del limite de deteccion
se deberan considerar la curva (recta) de calibracion y los intervalos de
confianza de la misma. Los valores en el eje de las y's (intercepto) de las

rectas correspondientes a los intervalos de confianza de la curva (recta) de
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calibracion, representan los valores (probabilidad) de la sefial que seria
generada por un blanco o matriz sin fortificar. De manera que el
intercepto de la recta superior del intervalo de confianza en el eje de las
y's representa la altura maxima que podria ser generada por un blanco
(figura 3.7.1).

X=0 LD X=concentracién

Figura 3.7.1 Representacion grdfica de la sefial generada por un blanco.

El valor del intervalo de confianza superior para la recta de calibracion
se determina para una probabilidad del 95% que es suficiente para la
mayoria de los analisis que se realizan en laboratorios ambientales. Dado
que solo el valor superior es de interés y no el maximo y el minimo al
mismo tiempo, se tiene un estudio estadistico de una sola cola. De manera
que el valor estadistico se considera al 95% para una prueba de 1 cola y

para un Gnico analisis futuro.
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Las ecuaciones de los intervalos de confianza para la curva (recta) de
calibracion corresponden en realidad a funciones hiperbolicas, sin
embargo con un trabajo analitico adecuado y empleando un intervalo de
concentraciones corto, estas hipérbolas se comportan como lineas rectas,
paralelas a la curva (recta) de calibracion. Sin embargo esto no importa
cuando se realiza el tratamiento matematico-estadistico, ya que las
ecuaciones desarrolladas representan las caracteristicas hiperbolicas reales
de la calibracion.

El valor del intercepto del intervalo de confianza de la curva (recta) de

calibracién en algunas ocasiones llega a generar valores negativos.

3.7.1 Limite de deteccion efectivo
Cuando se repite el analisis de una muestra conteniendo trazas del

analito, se obtienen diferentes valores de concentracion debidas a la
dispersion en la medicion de las seiiales generadas. Los valores de
concentracion encontrados para esa muestra dan lugar a una distribucion
de tipo gaussiano. Si ahora se prepara un blanco o matriz fortificada a una
concentracion equivalente al valor de LD y se repitiera el analisis un
nimero grande de veces encontrariamos también que los valores de
concentracion calculados estarian dispersos (también con una distribucién
de tipo gaussiano) alrededor del valor de LD. Si se practicase un niimero
grande de repeticiones se encontraria que el 50% de los valores estarian
por debajo de LD y el otro 50% estaria por arriba de LD. De manera que
en un 50% de los casos el analito seria detectado y en otro 50% de los

casos se reportaria como no detectado. (figura 3.7.2).
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Y=A+BX
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X=concentracion

Figura 3.7.2 Distribucion gaussiana del limite de deteccion

Al fijar el limite de deteccion en el valor del intercepto de la recta
superior del intervalo de confianza hace que en un anélisis exista un error
de identificacion del 50%.

Lo que es deseable es disminuir la posibilidad de error en la deteccion
de la presencia de analitos en las muestras y para ello es necesario fijar un
nivel de confianza mas alto (95%). Al hacer esto entonces estaremos
asumiendo que para que una seiial real de un analito presente se distinga
inequivocamente de la sefial que podria generar un blanco, las curvas de
distribucién de probabilidad no deben de traslaparse como se muestra en
la figura 3.7.3.
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Figura 3.7.3 Definicion de limite de deteccion.

En la figura 3.7.3 se aprecia claramente que la interseccion del valor
de LD correspondiente a el punto de interseccion de la curva Y+
extrapolada a su interseccion con la curva Y- coincide con el valor
minimo de la curva de distribucion probabilistica de una seiial real en el
método. Es de esta forma que se evita el cometer un error del 50% en la
deteccion de un analito en la muestra.

Definiendo asi el LD se tendra la certeza absoluta de que una seiial
generada por un analito en la matriz efectivamente corresponde al analito
y no es un efecto del blanco por co-extraccion de otros componentes de la

matriz.
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3.8 Limite de cuantificacion (LC)

El limite de cuantificacion se define como la menor concentracion de
un analito o sustancia en una muestra que puede ser cuantificada con
precision y exactitud aceptables, bajo las condiciones en las que se lleva a
cabo el método. Este limite depende de la relacion entre la magnitud de la
senal analitica y el valor de las fluctuaciones estadisticas de la seiial del
blanco. la definicion para el limite de cuantificacion se puede expresar de
(45)

la siguiente forma:

L€ =yg+ 10 Sk
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CAPITULO 4
DESARROLLO EXPERIMENTAL

El trabajo experimental de esta tesis se encuentra dividido en dos partes:

I

II.

Evaluacion del método de cromatografia de gases /

espectrometria de masas para la determinacion de fenoles.

* Optimizacion del programa de temperatura

e Técnicas de inyeccidn; split, split pulsado, splitless,
splitless pulsado.

e Evaluacion de parametros cromatograficos; eficiencia,
resolucion, selectividad.

e Determinacion de los limites de deteccion vy
cuantificacion.

Evaluacion del método de cromatografia de liquidos de alta

eficiencia para la determinacién de fenoles.

e Optimizacion del gradiente de elucion.

e Variaciéon de fase estacionaria (fase inversa y fase
normal).

e Evaluacion de pardmetros cromatograficos; eficiencia,
resolucion, selectividad y factor de capacidad.

. Determinacién. de los limites de deteccion vy

cuantificacion.
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4.1 EVALUACION DE CG / EM PARA LA DETERMINACION DE
FENOLES

4.1.1 Instrumentacion.

Sistema acoplado CG/EM

Cromatografo de Gases marca Hewlett Packard modelo HP 6890.
Detector Selectivo de Masas marca Hewlett Packard modelo HP
5973.

Inyector automatico marca Agilent modelo 7683.

Gas portador: Helio de ultra pureza marca Praxair.

4.1.2 Equipo y Material

Balanza analitica electronica marca OHAUS con precision de 0.1 mg.
Espatula.

Naves para pesar.

Vaso de precipitados de 100 ml.

Micropipeta marca GILSON de capacidad de 50 a 200 pl.
Micropipeta marca Labsystems de capacidad de 200 a 1000 pl.
Matraces volumétricos de 10 ml clase A.

Pipetas Pasteur desechables.

Viales de vidrio silanizado con tapa de PTFE de capacidad de 2 ml

marca Agilent.
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4.1.3 Reactivos

Tabla 4.1.1 Reactivos utilizados para la preparacion de disoluciones.

Company Inc.

Compuesto Estructura | Pureza Compaiifa Lote
H
4-acetilaminofenol é NR E. Merck AG 8484345
Darmstadt
NH
o)\
H
4-aminofenol é 98% Merck 2554526
NH,
OH
" NH, Matheson
o-aminofenol @’ NR Coleman & Bell P2753AX1080
H
Merck
- 0,
4-clorofenol é 98% Schuchardt 9153022
Cl
OH
Aldrich
4-cloro-3-metilfenol 99% Chemical 01727LY
CH, Company Inc.
Cl
OH
: Aldrich
2. 4-diclorofenol 99% Chemical 05729EZ
Company Inc.
Cl
OH
cl cl Aldrich
2,3,6-triclorofenol 99% Chemical 05030KK
cl
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OH
c
! Aldrich
2.4,5-triclorofenol - 99% Chemical 07126KY
& Company Inc.
OH
cl cl
Aldrich
2.4.6-triclorofenol 98% Chemical 01808EZ
& Company Inc.
OH
cl cl Aldrich
Pentaclorofenol 99% Chemical 07203TY
ci cl Company Inc.
cl
OH
E. Merck AG
Fenol @ NR Dt S/N
OH ;
F Aldrich
2-fluorofenol 98% Chemical 01516KY
Company Inc.
H
F 2 Aldrich
Pentafluorofenol 99% Chemical 01519]Y
E F Company Inc.
F
H
NO Aldrich
2-nitrofenol 2 98% Chemical 07615DZ
Company Inc.
OH
Aldrich
4-nitrofenol 98% Chemical 00605MT

Z—-{: :)—
O

Company Inc.

100
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H
NO, 1 )
2 4-dinitrofencl 90-95% | Sigma g;‘em"’a' 12H5001
NO,
oN CH, Aldrich
4.6-dinitro-o-cresol 90% Chemical 07025JX
A Company Inc.
OH
/k\ J.T Baker xﬁgg?ﬁ
Metanol H H 99.9% Mallinckrodt
H Baker (*) X41C21
*H488KPCJ
NO,
Aldrich
Nitrobenceno 99% Chemical 03807AZ
Company Inc.

Nota: NR: No reportado en la etiqueta, sin embargo se asume una pureza mayor al 99% debido a que en el

cromatograma obtenido para estos compuestos no se presentan sefiales atribuibles a impurezas.

4.1.4 Preparacion de Disoluciones

4.1.4.1 Disolucion madre de Nitrobenceno (Estandar Interno, EI) (1370

mg/l). Se pes6 aproximadamente y con precision 13.7 mg de

Nitrobenceno y se llevo al aforo con 10 ml de metanol.

4.1.4.2 Disolucién secundaria de Nitrobenceno (Estandar Interno, EI) (137

mg/l). Se tom6 una alicuota de 1 ml de la disolucion madre de

Nitrobenceno y se llevo al aforo con 10 ml de metanol.
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4.1.4.3 Disolucién madre de fenoles (aproximadamente 1000 mg/l). Se

pesé aproximadamente y con precision 10 mg de cada uno de los 17
compuestos fendlicos. La mezcla de fenoles se disolvié en metanol y se
llevé al aforo a un volumen de 10 ml. Las cantidades pesadas de cada

compuesto fenolico fueron las siguientes:

Tabla 4.1.2 Cantidades pesadas de los compuestos fendlicos para la preparacion

de la disolucién madre.

Compuesto Cantidad Pesada [mg]| Concentracién [mg/l]
4-acetil-aminofenol 10.5 1050
o-aminofenol 10.7 1070
p-aminofenol 10.7 1070
4-clorofenol 11.0 1100
4-cloro-3-metilfenol 10.2 1020
2.4-diclorofenol 11.0 1100
2,3,6-triclorofenol 10.5 1050
2.4 5-triclorofenol 10.1 1010
2,4,6-triclorofenol 10.2 1020
Pentaclorofenol 9.9 990
Fenol 10.1 1010
2-fluorofenol 12.4 1240
pentafluorofenol 12.9 1290
2-nitrofenol 11.3 1130
4-nitrofenol 10.7 1070
2.,4-dinitrofenol 10.9 1090
4,6-dinitro-o-cresol 10.3 1030
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4.1.4.4 Disolucién secundaria de fenoles (aproximadamente 100 mg/l). Se

tomé una alicuota de 1 ml de la disolucion madre de fenoles y se llevo al

aforo con 10 ml de metanol.

4.1.4.5 Disoluciones patron de fenoles I. De la disolucién madre de

fenoles se tomaron alicuotas de 1.0, 0.8, 0.6, 0.4, y 0.2 ml. Cada alicuota
se diluy6 en metanol y se le adiciond 0.365 ml de la disolucién madre de
nitrobenceno, finalmente cada disolucion se llevo al aforo con 10 ml de
metanol. La concentracion aproximada de cada compuesto fendlico en
estas disoluciones es de 100, 80, 60, 40 y 20 mg/l, respectivamente. La

concentracion del estandar interno en estas disoluciones es de 50 mg/I.

4.1.4.6 Disoluciones patron de fenoles I1. De la disolucion secundaria de

fenoles se tomaron alicuotas de 1.0, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2, y 0.1 ml. Cada
alicuota se diluy6 en metanol y se le adiciond 0.365 ml de la disolucion
intermedia de nitrobenceno, finalmente cada disolucion se llevo al aforo
con 10 ml de metanol. La concentraciéon aproximada de cada compuesto
fenolico en estas disoluciones es: 10, 8, 6, 4, 2 y 1 mg/l, respectivamente.

La concentracion del estandar interno en estas disoluciones es de 5 mg/l.
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4.1.5 Evaluacion de Pardmetros Cromatogrificos

Para evaluar los parametros cromatograficos, como son eficiencia,
resolucién, y selectividad, se utiliz6 la disolucién secundaria de fenoles
(aproximadamente 100 mg/l), utilizando una sola columna de polaridad
intermedia de fase estacionaria 5%fenil - 95%metilsiloxano.

Los estudios que se realizaron son los siguientes :

e Se optimizo el programa de temperatura para encontrar las
mejores condiciones de separacion de los 17 fenoles estudiados.

e Debido a que el cromatografo de gases cuenta con un sistema de
control electrénico de presion, se inyectd en los 4 modos de
inyeccion que se tienen (split, split pulsado, splitless y splitless
pulsado) buscando las mejores condiciones de inyeccion.

e Se realizaron calculos de numero de platos tedricos (N), altura
equivalente a un plato teodrico (H), resolucion (Rs) y selectividad

(@), de acuerdo con las siguientes ecuaciones:

Numero de platos tedricos (N)

. )2
N:S.S:{ = J
w1/2

Altura equivalente a un plato teérico (H)

H=2
N
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Resolucion (Rs)
1/2(wp +wp)
Selectividad ()

o trd 1o
4B (B~

Tabla 4.1.3 Condiciones analiticas del Cromatégrafo de Gases / Espectrémetro

de Masas.

CG(HP 6890)

Columna Capilar Silica fundida (WCOT) HP-5. 5%
fenil-metil siloxano 25m (L) x
0.2mm (di) x 0.33um(¢)

Programa de temperatura 100°C  (Imin) hasta 200°C a
10°C/min

Gas Portador Helio, 1.2 ml/min

Temperatura del inyector 250°C

Volumen inyectado 1ul

Relacion de Split 1:20

Split pulsado 30 psi por 0.5 min

Splitless 0.5 min

Splitless pulsado 20 psi por 1 min
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EM(HP 5973)

Tipo de ionizacién Impacto electronico
Analizador Cuadrupolar
Fuente de impacto electrénico 70 eV

Barrido masico 33-550 uma

Tiempo de retardo (solvent delay) |1 min

El tiempo muerto en la columna HP-5 fue determinado por inyeccion
de 1pl del disolvente con el cual estan preparadas las disoluciones, que en

este caso es metanol.

4.1.6 Determinacion de los limites de deteccion y limites de
cuantificacion (LD y LC).

Para la determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion se
analizaron por CG/EM los 17 fenoles, 11 de los cuales se encuentran en
las listas de contaminantes prioritarios de la US-EPA.

Se realizaron inyecciones por triplicado de las disoluciones patron de
fenoles I y II preparadas a partir de la disolucion madre de fenoles de
1000 mg/l (secciones 4.1.4.5 y 4.1.4.6), en las condiciones instrumentales
citadas en la tabla 4.1.3, utilizando la técnica de inyeccion de Split
pulsado. El intervalo de concentracion fue de 100 - 10 mg/l
aproximadamente de cada fenol en incrementos de 20 mg/l, con una
concentracion de 50 mg/l de Estandar Interno y de 8 - 1 mg/l
aproximadamente de cada fenol en incrementos de 2 mg/l, con una

concentracion de Estandar Interno de 5 mg/l.
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Por otro lado se realizaron inyecciones por triplicado de las
disoluciones patron de fenoles Il (seccion 4.1.4.6), con las condiciones
instrumentales mencionadas anteriormente y detectando en el
espectrometro de masas por el modo de monitoreo selectivo de iones
(SIM, por sus siglas en inglés). El intervalo de concentracion para este
estudio fue de 10 - 1 mg/l aproximadamente de cada fenol en incrementos

de 2 mg/l, con una concentracion de Estandar interno de 5 mg/1.

En la seleccion de los iones para la deteccion por SIM (Tabla 4.1.4),
se considerd el pico base de los espectros de masas de cada fenol.

(Apéndice 2).

Tabla 4.1.4.1ones seleccionados para la deteccion por SIM.

Compuesto Fendlico Lr. (min) | m/z
2-fluorofenol 1.86 112
Pentafluorofenol 2.36 184
Fenol 2.51 94
Nitrobenceno (EI) 3.71 77
2-nitrofenol 421 139
2.,4-diclorofenol 4.60 162
4-clorofenol 4.78 128
o-aminofenol 5.03 109
p-aminofenol 5.63 109
4-cloro-3-metilfenol 5.95 107
2,4,6-triclorofenol 6.86 196
2.4,5-triclorofenol 6.93 196
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2,3,6-triclorofenol 7.26 196
2,4-dinitrofenol 8.73 184
4-nitrofenol 8.92 139
4,6-dinitro-o-cresol 10.02 198
4-acetil-aminofenol 10.79 109
Pentaclorofenol 11.67 266

Con los datos obtenidos se construyeron las graficas correspondientes

a las curvas de calibracién para cada compuesto fendlico, siendo el eje de

las abscisas la relacion de concentraciones [Fenol/EI] y el eje de las

ordenadas la relacion de areas [Fenol/EI].

Se evaluaron los parametros de limite de deteccion y limite de

cuantificacion, estos ultimos parametros se evaluaron de acuerdo al

método descrito en el apéndice 4.
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4.2 EVALUACION DE HPLC PARA LA DETERMINACION DE
FENOLES

4.2.1 Instrumentacion

Cromatografo de Liquidos modular marca Hewlett Packard serie 1100.

Este equipo consta de los siguientes modulos:

Contenedor de cuatro botellas de un litro para disolventes.
Degasificador de vacio HP 1100.

Bomba de gradiente de cuatro canales HP 1100.

Inyector automatico HP 1100.

Compartimento termostatizado para columnas HP 1100.

Detector de arreglo de diodos HP 1100, con celda de micro flujo de

6mm de paso éptico y volumen interno de 1.7 pl.

4.2.2 Equipo y Material

Balanza analitica electronica marca OHAUS con precision de 0.1 mg.
Espatula.

Naves para pesar.

Vaso de precipitados de 100 ml.

Micropipeta marca GILSON de capacidad de 50 a 200 pl.
Micropipeta marca Labsystems de capacidad de 200 a 1000 pl.
Matraces volumétricos de 10ml clase A.

Pipetas Pasteur desechables.

Matraz volumétrico de 1000 ml clase A.
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Viales de vidrio silanizado con tapa de PTFE de capacidad de 2 ml
marca Agilent.

Pipeta volumétrica de 10 ml.

Embudo de vidrio.

Potenciometro marca Cole Parmer, modelo 05669-20 con electrodo

combinado de pH.
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4.2.3 Reactivos

Tabla 4.2.1 Reactivos utilizados para la preparacion de disoluciones.

Compuesto Estructura Pureza Compaiila Lote
A
4-acetilaminofenol E;I NR | B-Merck AG | g404345
Darmstadt
NH
o}\
H
4-aminofenol ﬁj 98% Merck 2554526
NH,
ik it Matheson
o-aminofenol z NR Coleman & |P2753AX1080
Bell
OH
Merck
= 0,
4-clorofenol @ 98% Schachaidi 9153022
Cl
OH
Aldrich
4-cloro-3-metilfenol 99% Chemical 01727LY
CH, Company Inc.
cl
OH
' Aldrich
2.4-diclorofenol 99% Chemical 05729EZ
Company Inc.
cl
OH
a . Aldrich
2,3,6-triclorofenol 99% Chemical 05030KK
cl Company Inc.
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o
=

Cl Aldrich
2.,4,5-triclorofenol 99% Chemical 07126KY
cl Company Inc.
cl
H
cl cl Aldrich
2.4 6-triclorofenol 98% Chemical 01808EZ
Company Inc.
cl
OH
cl cl Aldrich
Pentaclorofenol 99% Chemical 07203TY
cl cl Company Inc.
[of
OH
E. Merck AG
Fenol @ NR Darmstadt SIN
H .
& Aldrich
2-fluorofenol 98% Chemical 01516KY
Company Inc.
OH
F F Aldrich
Pentafluorofenol 99% Chemical 01519]Y
F F Company Inc.
F
OH
NO. Aldrich
2-nitrofenol ? 98% Chemical 07615DZ
Company Inc.
OH
Aldrich
4-nitrofenol 98% Chemical 00605MT
Company Inc.
NO,
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Sigma

H
NO,
1 gicy 5
2.4-dinitrofenol 90-95% Chéniical Gb: 12H5001
NO,
H
0. c
& i Aldrich
4,6-dinitro-o-cresol 90% Chemical 07025JX
NO, Company Inc.
OH
/J\\ 1.T.Baker &g(c:?i
Metanol H H 99.9% | Mallinckrodt
H i X41C21
Baker (") | wpug8kpCy
Agua H“‘-O/H ..... e e
CN
Acetonitrilo i H 99.99% J.T.Baker V36C53
H
HO.__O
Acido acético I 99.9% Mallinckrodt | 2504V02D53
H H H
Acetato de sodio CH;COONa NR J.T. Baker M-37074
Hidréxido de sodio NaOH 98.8% J.T. Baker K52477
Fosfato dibdsico de| y po 35,0 | NR | Mallinckrodt | 7088KJEY
potasio
Aldrich
Dietilftalato Ci,H,00, 99% Chemical 10924BZ
Company Inc.
Aldrich
Dimetilftalato CioHgO» 99% Chemical 05008EZ
Company Inc.
Aldrich
Dioctilftalato Cy3H1404 99% Chemical 033312KZ
Company Inc.
Hexano CsHg 95% Mallinckrodt | 4159T43E93
Diclorometano CH,Cl, 99 8% J.T. Baker T18282
Nota: NR: No reportado en la etiqueta.
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4.2.4 Preparacion de Disoluciones.

4.2.4.1 Disolucién madre de fenoles I (aproximadamente 1000 mg/l). Se

pes6 aproximadamente y con precision 10 mg de cada uno de los 17
compuestos fendlicos. La mezcla de fenoles se disolvié en metanol y se

llevo al aforo a un volumen de 10 ml.

4.2.4.2 Disolucion madre de fenoles II (aproximadamente 100 mg/l). Se

pes6 aproximadamente y con precision 1 mg de cada uno de los 17
compuestos fendlicos. La mezcla de fenoles se disolvié en metanol y se

llevo al aforo a un volumen de 10 ml.

Tabla 4.2.2 Cantidades pesadas de los compuestos fendlicos para la preparacion

de las disoluciones madre.

Disolucion Madre I Disolucion Madre 11
Cantidad | Concentracion| Cantidad | Concentracion
Compuesto
pesada [mg/] pesada [mgA]
[mg] [mg]
4-acetil-aminofenol 10 1000 1.2 120
o-aminofenol 10 1000 1.2 120
p-aminofenol 10 1000 1.4 140
4-clorofenol 10.4 1040 1.1 110
4-cloro-3-
10 1000 1.8 180
metilfenol
2.4-diclorofenol 10.1 1010 1.4 140
2,3,6-triclorofenol 10.3 1030 1.2 120
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2.4.5-triclorofenol 9.8 980 1.5 150
2.,4,6-triclorofenol 9.8 980 1.4 140
Pentaclorofenol 10.4 1040 1.0 100
Fenol 10.4 1040 1.7 170
2-fluorofenol 10.7 1070 1.4 140
Pentafluorofenol 9.9 990 1.4 140
2-nitrofenol 10 1000 1.1 110
4-nitrofenol 10.4 1040 11 110
2.4-dinitrofenol 9.8 980 10 100
4,6-dinitro-o-cresol 10 1000 10 100

4.2.4.3 Disolucién secundaria de fenoles I (aproximadamente 100 mg/l).

De la disoluciéon madre de fenoles I se tomo una alicuota de 1 ml y se

llevo al aforo con 10 ml de metanol.

4.2.4.4 Disoluciéon secundaria de fenoles II (aproximadamente 0.5 mg/l).

De la disolucién madre de fenoles Il se tom6 una alicuota de 0.05 ml y se

llevo al aforo con 10 ml de metanol.

4.2.4.5 Disoluciones patron de fenoles.

e De la disolucion madre de fenoles I se tomaron alicuotas de 0.8,
0.6, 0.4, y 0.2 ml. Cada alicuota se diluy6 en metanol y se llevo al
aforo a 10 ml. La concentracién aproximada de cada compuesto

fenolico en estas disoluciones es de 80, 60, 40 y 20 mg/l,

respectivamente.
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e De la disolucion secundaria de fenoles I se tomaron alicuotas de
1, 0.8, 0.6, 0.4 y 0.2 ml. Cada alicuota se diluy6 en metanol y se
llevé al aforo a 10 ml. La concentracion aproximada de cada
compuesto fendlico en estas disoluciones es de 10, 8, 6, 4 y 2
mg/l, respectivamente.

e De la disolucién madre de fenoles Il se tomd una alicuota de 0.1
ml, y se llevé al aforo con 10 ml de metanol. La concentracion
aproximada de cada compuesto fenolico en esta disolucion es de |
mg/l.

e De la disolucion secundaria de fenoles II se tomaron alicuotas de
1 y 3 ml. Cada alicuota se diluyé en metanol y se llevo al aforo a
5 ml. La concentracion aproximada de cada compuesto fenélico

en estas disoluciones es de 0.1 y 0.3 mg/l, respectivamente.

Mezcla de agua - 4cido acético al 1%. Se disolvieron 10 ml de acido
acético glacial en 500 ml de agua desionizada y se aforé a 1000 ml.

Mezcla de metanol - acido acético al 1%. Se disolvieron 10 ml de acido

acético glacial en 500 ml de metanol y se afor6 a 1000 ml.

Buffer de fosfato. Se pesé aproximadamente y con precision 2.311 g de

fosfato dibasico de sodio trihidratado y se aforé a un volumen de 1000 ml
con agua desionizada. El pH de esta disolucion fue de 9.09; se ajusté el

pH a 7.08 por adicion de HCI 1:1 en agua.
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4.2.5 Evaluacion de pardmetros cromatogrdficos.
Por la técnica de HPLC se realizaron los siguientes estudios:
e Se optimizé el gradiente de elucion para encontrar las mejores
condiciones de separacion de los 17 fenoles estudiados.
e Se probaron 8 columnas cromatogréficas, de las cuales 7 son de

fase inversa y | de fase normal

Tabla 4.2.3 Caracteristicas de las columnas cromatogrdficas utilizadas.

Fase Dimensiones Tamaiio
Marcs Estacionaria de
longitud di Particula
Zorbax  eclipse
1 C8 150mm 4.6mm Sum
XDB*
2 | Hypersil DBS* Cig8 150mm 4.6mm Sum
Waters Nova
3 Cl18 150mm 3.9mm Sum
Pack
Phenomenex
4 . CI8 150mm 4.6mm S5pm
Prodigy
Phenomenex IB-
5 Cl18 150mm 4.6mm Sum
SIL
6 | Whatman Partisil C18 250mm 4.6mm Spm
7 [JT Baker* Fenil 250mm 4.6mm Sum
8 | Hibar II Diol 250mm 4.6mm 10pm
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¢ En la columna 6 se modificé el valor de pH de la fase movil de 3
aSyT.

e Se realizaron calculos de nimero de platos teoéricos (N), altura
equivalente a un plato tedrico (H), resolucion (Rs), selectividad
(@) y factor de capacidad (k), de acuerdo con las siguientes

ecuaciones:

Numero de platos tedricos (N)

. 32
N:S.S{ Z ]
wl/2

Altura equivalente a un plato tedrico (H)

H=x
N

Resolucién (Rs)
1/2(wp +wp)
Selectividad (@)

A _t()~10
4B r(B)=1o
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Factor de capacidad (k)

k=1t"/1,

Las condiciones éptimas para cada una de las columnas fueron las

siguientes:

Tabla 4.2.4 Condiciones dptimas para cada columna utilizada.

Flujo
Fase Movil Gradiente | Temp. | pH | Detector
[ml/min]
de 60%B a
A:Metanol +1%AA uv
1.5 100%B en | 22°C | 3
B:Agua +1%AA ) 280nm
18 min.
A:Metanol 1%AA
de 60%B a 3.
B:Agua +1%AA uv
1.5 100%B en | 22°C | 5,
A:Metanol ) 280nm
18 min. 7
B:Agua + K,PO,
de 60%B a
A:Metanol +1%AA uv
1.5 100%B en | 22°C | 3
B:Agua +1%AA ) 280nm
18 min.
de 60%B a
A:Metanol +1%AA uv
1.5 100%Ben | 22°C | 3
B:Agua +1%AA . 280nm
18 min.
de 60%B a
A:Metanol +1%AA uv
1.5 100%Ben | 22°C | 3
B:Agua +1%AA ) 280nm
18 min.
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de 60%B a

A:Metanol +1%AA uv
6 1.5 100%B en | 22°C | 3
B:Agua +1%AA 280nm
18 min.
A:Metanol
de 80%B a 3
B:Agua +1%AA uv
G/ 1.5 100%B en | 22°C | 5,
A:Metanol 280nm
18 min. 7
B:Agua + K,PO,
de 100%A
A:Hexano uv
8 1.5 a 50%A 25°C. | 6
B:Diclorometano . 280nm
en 20 min

En las columnas de fase inversa, [0 fue determinado por la inyeccién de Nitrato de Potasio disuelto en agua y en el

caso de la columna de fase normal [0 se determing por la inyeccion de Benceno disuelto en Cloruro de Metileno.

4.2.6 Determinacion de los limites de deteccion y Ilimites de
cuantificacion (LD y LC).

Dado que la columna en la cual se logré la mejor separacion de los 17
fenoles fue la columna de fase estacionaria C-8 (seccion 5.2), se
determinaron los limites de deteccion y cuantificacion para los

compuestos fenélicos en esa columna.

Para determinar los limites de deteccion y cuantificacion de los 17
compuestos fendlicos por el método de HPLC se realizaron inyecciones
por triplicado de las disoluciones patrén de fenoles (seccion 4.2.4.5). Las
concentraciones aproximadas de cada fenol en estas disoluciones son de
100, 80, 60, 40, 20, 10, 8, 6, 4, 2, 1, 0.5, 0.3 y 0.1 mg/l. Por lo tanto el
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intervalo de concentracion para este estudio fue de 100 - 0.1 mg/l, con
incrementos variables.
Las condiciones a las cuales se llevaron a cabo todas las inyecciones

fueron las siguientes:

Columna: ZORBAX eclipse XDB C8.
Presion: 186 bar.
Fase movil:  A: Metanol + 1% éacido acético.
B: Agua + 1% acido acético.
Gradiente de elucion:
Tiempo (min) | 0 | 18 ’ 22 ’ 25 l
% B |60|0‘60‘60l

Flujo: 1.5ml/min
Volumen inyectado: 10pul
Detector: UV a A =280 nm, A,.r= 360 nm

Con los datos obtenidos se construyeron las gréaficas correspondientes
a las curvas de calibracion para cada compuesto fendlico, siendo el eje de
las abscisas los valores de concentracion de cada fenol y el eje de las

ordenadas el valor del 4rea de pico de cada fenol.

Se evaluaron los pardmetros de limite de deteccion y limite de
cuantificacién, estos ultimos parametros se evaluaron de acuerdo al

método descrito en el apéndice 4.
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CAPITULO 5
RESULTADOS
Y
DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Cromatografia de Gases / Espectrometria de Masas (CG/EM)

El programa de temperatura en el cual se logré la mejor separacion de

los compuestos fenolicos en los primeros estudios realizados fue el

siguiente:
220°
PE
3
Figura 5.1.1 Programa de temperatura utilizado para las 4 técnicas de inyeccion
en CG/EM.

Por la técnica de split se registré seiial para 12 de los compuestos
fendlicos. Los compuestos fenol y pentafluorofenol coeluyen en un
tiempo de retencion de 4.63 minutos. Los compuestos que no generan
sefial son: 4-nitrofenol, 2,4-dinitrofenol, 4-acetil-aminofenol, 4,6-dinitro-

o-cresol y pentaclorofenol. (figura A1-1).
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Por la técnica de split pulsado se observé seial para 16 compuestos
fenolicos, excepto para el 2.4-dinitrofenol. Los compuestos fenol y
pentafluorofenol coeluyen en un tiempo de retencién de 4.29 minutos.
(figura AI-4).

Por la técnica de splitless se registr6 sefial para 12 compuestos
fendlicos, sin embargo por esta técnica los picos presentaron asimetria
principalmente los dos primeros. Los compuestos fenol y pentafluorofenol
coeluyen en un tiempo de retencion de 4.81 minutos. No se observo sefial
para 4-nitrofenol, 2,4-dinitrofenol, 4-acetil-aminofenol, 4,6-dinitro-o-

cresol y pentaclorofenol. (figura 41-3).

Por la técnica de splitless pulsado se registré sefial para 13
compuestos fendlicos, al igual que por la técnica de splitless, los picos
presentan asimetria principalmente los dos primeros. Los compuestos
fenol y pentafluorofenol coeluyen en un tiempo de retencion de 4.76
minutos. No se registrd sefial para 2,4-dinitrofenol, 4-acetil-aminofenol,

4,6-dinitro-o-cresol y pentaclorofenol. (figura A1-2).

La técnica de inyeccion por la cual se registraron un mayor niimero de
sefiales de compuestos fenolicos y que se acercan mas a la forma

gaussiana fue por split pulsado. (figura 5.1.2).
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Figura 5.1.2 Cromatograma de la separacion de fenoles por 4 técnicas de

inyeccion.
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Los parametros cromatograficos calculados para cada una de las

técnicas de inyeccidn se presentan a continuacion.

Tiempo muerto determinado para la columna HP-5: 0.84 min.

Tabla 5.1.1 Parametros cromatogrdficos calculados por la técnica de split

Nota:

pulsado.

Compuesto t.r (min) H Rs a
2-fluorofenol 2.50 0.64 | 38.16 | 0.48
Pentafluorofenol 4.29 0.23 | 64.41 | 0.55
Fenol 4.29 0.23 | 64.41 | 0.55
2-nitrofenol 7.05 0.06 | 14.15 | 0.91
2.4-diclorofenol 7.62 0.06 | 11.01 | 0.93
4-clorofenol 8.10 0.05 | 5.85 | 0.96
o-aminofenol 8.36 0.06 | 14.08 | 0.91
p-aminofenol 9.12 0.09 | 7.44 | 0.96
4-cloro-3-metilfenol 9.49 0.03 | 24.63 | 0.90
2,4,6-triclorofenol 10.41 0.02 | 1.89 | 0.99
2.4,5-triclorofenol 10.48 0.03 | 8.67 | 0.96
2,3,6-triclorofenol 10.84 0.03 | 39.91 | 0.84
4-nitrofenol 12.71 0.03 | 20.78 | 0.92
4,6-dinitro-o-cresol 13.72 0.02 | 1555 | 0.93
4-acetil-aminofenol 14.62 0.05 [ 12.43 | 0.95
Pentaclorofenol 15.34 0.01

:‘ Los compuestos coeluyen en una sola sefial.

125" Resultados y Discusion de Resultados



Tabla 5.1.2 Pardametros cromatogrdficos calculados por la técnica de split.

Compuesto t.r (min) H Rs o
2-fluorofenol 2.96 0.63 | 31.86 | 0.56
Pentafluorofenol 4.63 0.23 | 45.76 | 0.58
Fenol 4.63 0.23 | 45.76 | 0.58
2-nitrofenol T2 0.16 | 9.42 | 0.92
2,4-diclorofenol 7.87 0.07 | 9.08 | 0.94
4-clorofenol 8.32 0.07 | 479 | 0.97
o-aminofenol 8.58 0.08 | 12.08 | 0.91
p-aminofenol 9.32 0.10 | 6.68 | 0.96
4-cloro-3-metilfenol 9.70 0.04 [ 21.39 | 0.90
2,4,6-triclorofenol 10.63 0.03 [ 1.36 | 0.99
2.4, 5-triclorofenol 10.70 0.05 | 532 | 0.96
2,3,6-triclorofenol 11.07 0.11

Nota: :] Los compuestos coeluyen en una sola sefial.
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Tabla 5.1.3 Pardmetros cromatogrdficos calculados por la técnica de splitless.

Compuesto t.r (min) H Rs o
2-fluorofenol 3.32 1468 6.9 | 0.62
Pentafluorofenol 4.81 1.63 | 22.91 | 0.61
Fenol 4.81 1.63 | 22.91 | 0.61
2-nitrofenol 7.40 025 7.09 | 0.93
2.,4-diclorofenol 7.91 0.11 | 7.87 | 0.94
4-clorofenol 8.34 0.07 | 5.16 | 0.97
o-aminofenol 8.59 0.06 | 15.88 | 0.91
p-aminofenol 9.32 0.04 | 8.98 | 0.96
4-cloro-3-metilfenol 9.70 0.03 | 19.41 | 0.90
2.4,6-triclorofenol 10.64 0.05| 096 | 0.99
2,4,5-triclorofenol 10.71 0.10 | 3.44 | 0.96
2,3,6-triclorofenol 11.07 0.27

Nota: Los compuestos coeluyen en una sola seiial.
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Tabla 5.1.4 Parametros cromatogrdficos calculados por la técnica de splitless

pulsado.

Compuesto t.r (min) H Rs a
2-fluorofenol 3.11 42.09( 4.94 | 0.58
Pentafluorofenol 4.76 3.46 | 16.23 | 0.60
Fenol 4.76 346 | 16.23 | 0.60
2-nitrofenol 7.38 0.51 [ 5.05 | 0.93
2.4-diclorofenol 7.90 021 | 592 | 0.94
4-clorofenol 8.34 0.11 | 4.15 | 097
o-aminofenol 8.61 0.11 | 10.57 | 0.91
p-aminofenol 9.34 0.12 | 6.42 | 0.96
4-cloro-3-metilfenol 9.71 0.04 | 19.87 | 0.91
2,4 6-triclorofenol 10.63 0.04 | 1.38 | 0.99
2,4,5-triclorofenol 10.70 0.05 | 6.08 [ 0.97
2,3,6-triclorofenol 11.06 0.06 | 23.37 | 0.84
4-nitrofenol 12.95 0.11

Nota: |:I Los compuestos coeluyen en una sola sefial.

Como se observa de los datos que se presentan, los primeros
compuestos en eluir se deforman y por consiguiente los valores de H son
muy altos y se tiene una mala selectividad para estos compuestos En el
caso del fenol y pentafluorofenol que coeluyen en una sola sefal en todos
los casos estudiados, los datos de H, Rs y « son calculados para esa linica
seilal. Como es de esperarse los valores de @ no se alteran ya que a

depende tan solo de las interacciones con la fase estacionaria, sin embargo
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los valores de « para los dos primeros picos en todos los casos es muy

baja debido a efectos del inyector.

En las técnicas de split, splitless y splitless pulsado la resolucién para
todos los compuestos es buena, excepto para el 2,4,6-triclorofenol y 2.4,5-
triclorofenol los cuales presentan valores de Rs por debajo de 1.5, que es
valor minimo para obtener un anélisis sin problemas de integracion. En el
caso de la técnica de split pulsado el valor de Rs para estos dos
compuestos es de 1.89, valor aceptable para lograr un buen analisis

cuantitativo.
Con el objeto de lograr la separacion de los compuestos que coeluyen,
se prepard una disolucion de fenol y pentafluorofenol y se inyecto,

variando el programa de temperatura de la siguiente forma:

Tabla 5.1.5 Variacion de la temperatura en las inyecciones de fenol y

pentafluorofenol.
Propriting il Tanerare Tiempos de Retencion Resolucidn

(min) (Rs)

80°C (3min) hasta 200°C a Pentafluorofenol: 3.18 T
10°C/min Fenol: 3.28

75°C (3min) hasta 200°C a | Pentafluorofenol: 3.72 -
10°C/min Fenol: 3.78

85°C (3min) hasta 200°C a Pentafluorofenol: 2.71 1.34
10°C/min Fenol: 2.84
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90°C (3min) hasta 200°C a | Pentafluorofenol: 2.34
10°C/min Fenol: 2.48

222

En los resultados anteriores se observa que iniciando a una
temperatura de 90°C durante 3 minutos se tiene la mejor resolucion, por lo
tanto se adiciond a la disolucion de fenol y pentafluorofenol el compuesto
2-fluorofenol, el cual aparece mas proximo a estos dos compuestos en el

cromatograma de la mezcla de 17 fenoles.
Se inyectd la mezcla de 3 fenoles en las condiciones antes
mencionadas y se observa respuesta de los 3 fenoles a los siguientes

tiempos de retencion:

Tabla 5.1.6 Tiempo de retencion y resolucion de 3 compuestos fendlicos.

Compuesto Tiempo de Retencion (min) Resolucidn (Rs)
2-fluorofenol 1.62 7.94
Pentafluorofenol 2.34 1.34
Fenol 248

Dado que la resolucion para pentafluorofenol y fenol no se logrd
optimizar mas y para los demas compuestos es mayor de 1.5, se modificé
el programa de temperatura, con el fin de recortar el tiempo de la corrida
lo mas posible, entonces se volvié a inyectar la mezcla de 3 fenoles con

los siguientes programas de temperatura:
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Tabla 5.1.7 Variacion de la temperatura en dos inyecciones de fenol,

pentafluorofenol y 2-fluorofenol.

10°C/min

Fenol: 1.90

Programa de Temperatura Tiempos de Retencion Resolucion
(min) (Rs)

2-fluorofenol: 1.59 6.37
90°C (1min) hasta 200°C a

Pentafluorofenol: 2.17 1.31

10°C/min

Fenol: 2.28

2-fluorofenol: 1.40 4.57
100°C (1min) hasta 200°C a

Pentafluorofenol: 1.78 1.33

El programa de temperatura con el cual se logré la mejor separacion

(figura 5.1.3) y en donde el tiempo de corrida fue més corto, es el

siguiente:

200°

Il

Figura 5.1.3 Programa de temperatura optimo para la separacion de fenol y

pentafluorofenol
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Figura 5.1.4 Cromatograma de la separacion de 2-fluorofenol, pentafluorofenol
y fenol por CG/EM.

Posteriormente se preparé una disolucion de 2,4-dinitrofenol y se
inyectd bajo las mismas condiciones anteriores y se obtuvo un pico en un

tiempo de 12.4 minutos.

Los resultados que se obtuvieron para las inyecciones de la disolucion
de fenoles de 100 ppm por la técnica de split pulsado a diferentes

presiones se muestran a continuacion.
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Tabla 5.1.8 Variacion de la presién y el tiempo en 5 inyecciones por split

pulsado.

Presion 20psi 20psi 25psi 30psi 40psi
Tiempo 1.0 min 0.5 min 0.5 min 0.5min 0.5 Min

Lr. tr Lr tLr tr

Fr Fr Fr Fr Fr

(min) (min) (min) (min) (min)
2-fluorofenol 1.40 |27337| 1.61 |26790| 1.55 | 21939 | 1.48 | 25273 | 1.61 [23579
Pentafluorofenol | 1.78 [ 64428 | 1.97 | 32424 | 1.92 | 29701 | 1.87 | 29938 | 1.96 |31130
Fenol 1.90 (38165 2.07 | 33426 2.03 | 26026 | 1.99 [ 30127 | 2.07 | 28744
2-nitrofenol 3.28 |25784 | 3.39 |26095| 3.37 | 22518 | 3.37 | 23945 | 3.38 | 23643
2.4-diclorofenol | 3.62 [47364| 3.71 |48036| 3.69 | 40687 | 3.69 | 41811 | 3.70 | 44227
4-clorofenol 3.83 |39700| 3.91 {39815 3.89 | 33805 | 3.90 | 35697 | 3.90 [37582
o-aminofenol 4.03 |10925| 4.11 [ 10003 | 4.10 | 9052 | 4.10 | 8227 | 4.10 | 9859
p-aminofenol 4.59 | 13895| 4.66 (11513 | 4.64 | 10144 | 465 | 9866 | 4.65 [11815
4-cloro-3-

4.89 |47798 | 4.95 [50955| 4.93 | 41699 | 4.94 | 43331 | 4.94 | 46802
metilfenol
2.4.6-

5.72 160674 | 5.76 (62911 5.75 | 54963 | 5.76 | 54832 | 5.76 59770
triclorofenol
2.4.5-

5.78 |59767| 5.83 (61407 | 5.82 | 53670 | 5.83 | 52604 | 5.82 | 59097
triclorofenol
2,3,6-

6.10 | 59987 6.14 | 60569 | 6.13 | 53665 | 6.14 | 52137 | 6.13 | 58354
triclorofenol
2,4-dinitrofenol | 7.52 |25292| 7.54 [47305| 7.54 [120864| 7.55 | 149338 | 7.54 | 87591
4-nitrofenol 7.77 120894 | 7.80 | 17992 | 7.78 | 20624 | 7.80 | 18855 | 7.79 [25370
4 6-dinitro-o-

8.78 | 10616 8.79 | 14132 | 8.78 | 21055 | 8.79 | 21090 | 8.79 | 19175
cresol
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4-acetil-

aminofenol

9.61 | 15475] 9.63

12217 9.62 | 13368 | 9.63

14535

9.63 | 11422

Pentaclorofenol

10.36 [ 49337 | 10.37

561841037 ] 62505 | 10.38

54720

10.37 | 62386

Nota: Los cromatogramas individuales de este estudio se presentan en el apéndice 1. (figura A1-5 a figura A1-9).

El cromatograma que muestra las diferencias entre las inyecciones del

estudio anterior es el siguiente:

1800000

1600000

1400000

1200000

1000000

200 3.00 400

2ps 1.0min

40 ps 0.5 mn

20ps 05 min
§ 0.5 m

WVpsi 05 min

R P T T

500 6.00 7.00 800

800 1000

Figura 5.1.5 Cromatograma de la separacicn de fenoles por la técnica de split

pulsado a diferentes presiones.
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Con los estudios realizados se seleccionaron las mejores condiciones
de andlisis para los compuestos fenolicos, dando lugar al siguiente método

de analisis:

Técnica de inyeccion: split pulsado, 30 psi por 0.5 minutos.
Temperatura del inyector: 250°C.

Programa de Temperatura: 100°C (1min) hasta 200°C a 10°C/min.
Estandar interno: Nitrobenceno.

Columna: Silica fundida (WCOT) HP-5. 5% fenil-metil siloxano 25m
(L) x 0.2mm (di) x 0.33um (¢).

Gas portador: Helio, 1.2 ml/min.

Tipo de ionizacion: Impacto electrénico.

Analizador: Cuadrupolar.

Fuente de impacto electrénico: 70eV

Barrido masico: 33-550 uma.

Tiempo de retardo (solvent delay): 1 min

La figura siguiente muestra un cromatograma en donde se muestra la
separacion de los 17 compuestos fendlicos obtenido con las condiciones

optimas antes mencionadas.
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Figura 5.1.6 Cromatograma de la separacién de 17 fenoles por CG/EM

(concentracion aproximada de 100 ppm).

Como puede observarse en estas condiciones de andlisis se logra la

separacion de los 17 fenoles. Es necesario considerar que se trata de una

mezcla de estandares y que en caso de tratarse de una muestra real, la

resolucion entre fenol y pentafluorofenol y la de los triclorofenoles seria

un parametro critico a considerar. Cualquier modificacion de la

programacién de la temperatura provocaria la coelucién de estos

compuestos.
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En el estudio realizado por CG/EM en el modo SCAN Se obtuvieron
curvas de calibracion para 17 compuestos fendlicos en un intervalo de
concentracion de 100 — 20 ppm y para 12 compuestos fendlicos en un
intervalo de concentracion de 10 — 1 ppm. Los datos de la regresion lineal
de estas curvas, asi como las graficas correspondientes se muestran en la

tabla 5.1.9.

El método de CG/EM (SCAN) produce resultados satisfactorios para
todos los fenoles estudiados (valores de » > 0.99 y s < 0.2) en el intervalo
de concentracion de 100 a 20 ppm. En el intervalo de 10 a 1 ppm varios
fenoles ya no se registran por haber disminuido su concentraciéon por

debajo de su limite de deteccion (ver tabla 5.1.9).

El 2,4-dinitrofenol es el compuestos que presenta el valor de » mas
malo (0.9907), asi como, el valor de m mas pequefio. Este compuesto
debido a su bajo factor de respuesta (m = 0.65), no se detecta en el

intervalo de concentracion de 10 a 1 ppm (ver tabla 5.1.9).
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Tabla 5.1.9 Valores de regresion lineal para los datos obtenidos por SCAN

Compuesto Fendlico 100-20 ppm 10-1 ppm

b | m r s b | m r s
2-fluorofenol -0.07(1.23{0.9990| 0.04 |-0.35]2.01[0.9955|0.18
Pentafluorofenol -0.30 | 1.5310.9999 | 0.01 |-2.98|2.41|0.9998 | 0.03
Fenol -0.0911.37]0.9994 | 0.03 |-0.47]2.26|0.9943 [ 0.19
2-Nitrofenol -0.11 [ 1.16 | 0.9998 | 0.02 |-0.75|1.37 | 0.9997 | 0.02
2.4-diclorofenol -0.19{2.08 | 0.9998 [ 0.03 |-0.87[3.03|0.9919|0.33
4-clorofenol -0.16 [ 1.74 | 0.9998 | 0.03 |-0.74 12.620.9927 [ 0.27
o-aminofenol -0.211.260.9996 | 0.02 [-0.47]0.86 [ 0.9937 | 0.06
p-aminofenol -0.2711.67(0.9998 | 0.02 |-0.82[1.76 [ 0.9895|0.20

4-cloro-3-metilfenol |-0.18[2.06]0.9998 | 0.02 |-0.81]2.94]0.9905 | 0.32
2,4,6-triclorofenol -0.2512.5210.9999] 0.02 |-2.71 4.35(0.9979(0.18

2.4,5-triclorofenol -0.26 | 2.54 1 0.9999 ] 0.02 |-1.85|4.05[0.9930 [ 0.36
2,3,6-triclorofenol -0.25[2.5110.9999| 0.02 |[-2.91]4.32/0.9981|0.18

2 4-dinitrofenol -0.3510.65]0.9907 0.05 | ND ( ND | ND | ND

4-nitrofenol -0.27(1.31]0.9994| 0.03 | ND | ND| ND | ND

4,6-dinitro-o-cresol |-0.41|1.2210.9999 [ 0.005| ND | ND| ND | ND

4-acetil-aminofenol |-0.54|1.97(0.9978| 0.09 | ND | ND| ND | ND

Pentaclorofenol -0.993.41(0.9964| 0.18 | ND | ND | ND | ND

Nota: ND: No detectado por CG/EM modo SCAN en el intervalo de concentracion de 10 - | ppm.
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Figura 5.1.7 Curvas de calibracion de 17 fenoles, obtenidas por la técnica
CG/EM SCAN en un intervalo de concentracion de 100 — 20 ppm de compuesto

fendlico en relacién a 50 ppm de Estandar Interno.
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Pentafluorofencl (7.74-12.9 ppm)
Fenol (1.01-10.1 ppm)
2-Nitrofenol (4.52-11.3 ppm)

2 4-diciorofenol (1.1-11 ppm)
4-Clorofenol (1.1-11 ppm)
o-Aminofenol (4.28-10.7 ppm) /

2.4 6-triciorofenol (4.04-10.1 ppm)
2.4 5-triclorofenol (2.04-10.2 ppm)
2,3 6-triclorofenol (4.2-10.5 ppm)

2-fluorofenol (1.24-12.4 ppm)

Area Compuesto Fendlico / Area El

T T

' T T 1 I
0,0 0,4 08 1.2 1.6 2,0 24 2,8
Concentracion Compuesto Fendlico / Concentracion El [ppm]

Figura 5.1.8 Curvas de calibracion de 12 fenoles, obtenidas por la técnica
CG/EM SCAN en un intervalo de concentracion de 10— I ppm de compuesto

fenélico en relacion a 5 ppm de Estandar Interno.
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En el estudio realizado por CG/EM en el modo SIM Se obtuvieron
curvas de calibracion para 16 compuestos fendlicos en un intervalo de
concentracion de 10 — 1 ppm. Los datos de la regresion lineal de estas

curvas, asi como las graficas correspondientes se muestran a continuacion.

Tabla 5.1.10 Valores de regresion lineal para los datos obtenidos por SIM

Compuesto Fendlico 10-1 ppm

b m r s
2-fluorofenol -0.10 [ 1.80 ] 0.9996 | 0.04
Pentafluorofenol -0.17(1.28]0.9974 | 0.08
Fenol -0.14(2.33]0.9996 | 0.04
2-Nitrofenol -0.07(0.68 0.9973 | 0.04
2.4-diclorofenol -0.2211.9710.9985] 0.08
4-clorofenol -0.212.2410.9990| 0.07
o-aminofenol -0.1010.75(0.9954  0.05
p-aminofenol -0.2411.67(0.9972 | 0.09

4-cloro-3-metilfenol |-0.242.19(0.9982| 0.09
24,6-triclorofenol  |-0.29 (2.410.9961| 0.14
2.4,5-triclorofenol -0.3712.74 1 0.9959| 0.17
2.3,6-triclorofenol -0.41(2.95(0.9973| 0.15
2,4-dinitrofenol ND | ND| ND ND
4-nitrofenol -0.15]0.79(0.9919 | 0.07
4,6-dinitro-o-cresol [-0.0810.18)0.9999 | 0.001
4-acetil-aminofenol [-0.25]1.13]0.9912 0.10
Pentaclorofenol -0.12{0.51 {0.9879 | 0.05

Nota: ND: No detectado por SIM en el intervalo de concentracion de 10 - | ppm.
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Figura 5.1.9 Curvas de calibracién de 16 fenoles, obtenidas por la técnica
CG/EM SIM en un intervalo de concentracion de 10 — I ppm de compuesto
Jendlico en relacion a 5 ppm de Estdndar Interno.

Nota: Los cromatogramas correspondientes a este estudio se presentan en el apéndice 1 (figuras Al1-11 y AI-12).
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El compuesto 2,4-dinitrofenol no mejora su factor de respuesta ni atn
en el método SIM, por lo que no se detecta en el intervalo de

concentraciones de 10 a 1 ppm.

En los analisis por CG/EM es un hecho comin el que se presente mas
dispersion de los datos en las disoluciones mas concentradas, lo que
provoca que al realizar un ajuste por minimos cuadrados la ordenada al
origen dé valores negativos. Esto se corrige facilmente disminuyendo el

intervalo de concentracion empleado.

Tabla 5.1.11 Limites de deteccién y cuantificacion determinados por las técnicas

de SCAN y SIM para 17 compuestos fendlicos.

Compuesto SCAN SIM
LD (ppm) | LC (ppm) | LD (ppm) | LC (ppm)

2-fluorofenol 22 43 0.7 1.4
Pentafluorofenol 2.0 3.7 1.4 2.8
Fenol 1.9 3.8 0.6 1.2
2-nitrofenol 1.8 3.5 1.1 23
2.4-diclorofenol 2.4 4.8 0.9 1.8
4-clorofenol 2.3 4.5 1.0 2.1
o-aminofenol 1.9 3.7 1.5 29
p-aminofenol 2.6 5.1 1.3 2.5
4-cloro-3-metilfenol 23 4.6 0.9 1.8
2.4 6-triclorofenol 1.6 3.1 13 2.6
2.,4,5-triclorofenol 2.2 42 L3 2.5
2.3,6-triclorofenol 1.6 3.2 1.1 2.3
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2.4-dinitrofenol 22.0% 40.2 ND ND
4-nitrofenol 6.1* 12.1 1.9 3.7
4,6-dinitro-o-cresol 6.8* 13.1 1.4 2.6
4-acetil-aminofenol 40.6* 78.9 2.0 4.0
Pentaclorofenol 10.6* 20.6 2.1 4.2

Notas:
ND: No detectado por SIM en el intervalo de concentracion de 10 - 1 ppm.
. Determinados en un intervalo de concentracion de 100 — 20 ppm.

. Los valores de la tabla 5.1.11 se obtuvieron por medio de las ecuaciones descritas en el apéndice 4.

Los limites de deteccion y cuantificacion instrumentales alcanzados
permiten prever que al analizar muestras reales, empleando técnicas de
preparacion de muestra tales como la extraccion en fase solida (SPE, por
sus siglas en inglés) facilmente se pueden alcanzar concentraciones del
orden de ppb’s (factor de enriquecimiento de 100:1, como en las técnicas

de analisis de agua).
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5.2 Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

Tiempo muerto determinado para la columna Zorbax eclipse C-8: 0.958 min.

Tabla 5.2.1 Parametros cromatogrdficos calculados para la columna Zorbax

eclipse XDB C-8.

Compuesto t.r (min) H Rs a k
p-aminofenol 0.91 0.005 | 09 | -2.75 | -0.05
o-aminofenol 0.97 0.005 | 3.1 | 0.05 [ 0.01
4-acetil-aminofenol 1.30 0.011 | 134 | 0.15 | 036
Fenol 327 0.002 | 2.8 | 0.84 | 241
2-fluorofenol 3.7 0.002 | 3.4 | 0.83 | 2.87
4-nitrofenol 4.27 0.001 1.6 | 092 | 3.46
2,4-dinitrofenol 4.55 0.001 | 2.6 | 0.89 | 3.75
2-nitrofenol 4.99 0.001 | 86 | 0.74 | 4.21
4-clorofenol 6.41 0.001 | 3.2 | 091 | 5.69
4,6-dinitro-o-cresol 6.96 0.001 8.0 | 0.82 | 6.27
4-cloro-3-metilfenol 8.29 0.0004 | 42 | 092 | 7.65
2,4-diclorofenol 8.97 0.0003 [ 1.7 | 097 | 8.36
Pentafluorofenol 9.25 0.0003 | 4.1 [ 093 | 8.66
2,3,6-triclorofenol 9.92 0.0002 | 6.3 [ 0.90 | 9.35
2,4,6-triclorofenol 10.95 0.0002 | 3.7 [ 0.94 | 10.43
2,4,5-triclorofenol 11.54 0.0002 | 22.0 [ 0.76 | 11.05
Pentaclorofenol 14.81 0.0001 14.46

Ver figura A1-13
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Tiempo muerto determinado para la columna Hypersil BDS C-18

Tabla 5.2.2 Pardametros cromatogrdficos calculados para la columna Hypersil

BDS C-18.

Compuesto t.r (min) H Rs a k
4-acetil-aminofenol 1.33 0.008 | 4.35 | 0.33 | 0.27
o-aminofenol 1.89 0.005 | 2.06 [ 0.73 | 0.81
p-aminofenol 2.21 0.006 | 3.34 | 0.69 | 1.12
Fenol 273 0.002 2.56 | 0.83 | 1.6]
2-fluorofenol 3.08 0.002 | 2.55 [ 085 | 1.95
4-nitrofenol 3.44 0.002 | 2.55 | 0.86 | 2.30
2 4-dinitrofenol 3.82 0.001 | 3.83 | 0.83 | 2.66
2-nitrofenol 4.40 0.001 | 6.72 | 0.77 | 3.21
4-clorofenol 5.41 0.0007 | 6.16 | 0.82 | 4.18
4,6-dinitro-o-cresol 6.38 0.0006 | 6.04 | 0.85 [ 5.11
4-cloro-3-metilfenol 7.32 0.0004 | 499 | 0.89 | 6.01
2.4-diclorofenol 8.10 0.0004 | 7.03 | 0.87 | 6.76
Pentafluorofenol 8.10 0.0004 [ 7.03 | 0.87 | 6.76
2,3,6-triclorofenol 9.20 0.0003 | 794 | 0.87 | 7.81
2.,4,6-triclorofenol 10.44 0.0002 | 2.81 | 0.96 | 9.00
2.4,5-triclorofenol 10.88 0.0002 | 25.46 | 0.72 | 942
Pentaclorofenol 14.69 0.0001 13.07

Neota: Los compuestos coeluyen en una sola seiial.

Ver figura Al1-14
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Tiempo muerto determinado para la columna Waters Novapack C-18: 1.181 min.

Tabla 5.2.3 Parametros cromatogrdficos calculados para la columna Waters

Novapack C-18.

Compuesto t.r (min) H Rs a k

4-acetil-aminofenol 0.84 0.035 | 2.7 | -1.13 | -0.29
o-aminofenol 1.49 0045 | 1.3 | 045 | 026
p-aminofenol 1.49 0045 | 1.3 | 045 | 0.26
Fenol 1.86 0.016 1.1 0.70 | 0.57
2-fluorofenol 2.15 0016 | 1.5 | 0.71 | 0.82
4-nitrofenol 2.54 0.007 | 1.5 | 0.79 | 1.15
2,4-dinitrofenol 2.91 0.008 | 2.5 | 0.74 | 1.46
2-nitrofenol 3.54 0.005 | 2.7 | 0.77 | 2.00
4-clorofenol 423 0.004 | 44 | 0.72 | 258
4,6-dinitro-o-cresol 5.45 0.003 | 2.5 | 0.86 | 3.61
4-cloro-3-metilfenol 6.17 0.002 | 2.5 | 0.88 | 4.22
2,4-diclorofenol 6.88 0.002 [ 45 | 0.82 | 4.83
Pentafluorofenol 6.88 0.002 | 45 | 0.82 | 4.83
2,3,6-triclorofenol 8.15 0.001 4.1 | 0.856 | 5.90
2.4 6-triclorofenol 9.26 0.001 | 1.8 | 094 | 6.84
2.,4,5-triclorofenol 9.74 0.001 | 154 | 0.68 | 7.25
Pentaclorofenol 13.68 0.0003 10.58

Nota: Los compuestos coeluyen en una sola sefial.

Ver figura Al1-15
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Tiempo muerto determinado para la columna Phenomenex Prodigy: 1.072

min.

Tabla 5.2.4 Pardmetros cromatogrdficos calculados para la columna

Phenomenex Prodigy 5u ODS.

Compuesto t.r (min) H Rs a k
p-aminofenol 0.76 0.008 | 0.8 | 1.24 | -0.29
o-aminofenol 0.82 0.008 | 6.1 | -0.59 | -0.24
4-acetil-aminofenol 1.49 0.008 | 13.9 | 0.17 | 0.39
Fenol 3.60 0.002 | 2.8 | 0.84 | 2.36
2-fluorofenol 4.07 0.002 | 48 | 0.78 | 2.80
4-nitrofenol 4.92 0.001 46 | 0.80 | 3.59
2,4-dinitrofenol 5.90 0.002 | 62 | 0.79 | 4.50
2-nitrofenol 5.90 0.002 | 62 | 0.79 | 4.50
4-clorofenol 7.22 0.001 | 72 | 0.82 | 5.74
4,6-dinitro-o-cresol 8.62 0.001 36 | 091 | 7.04
4-cloro-3-metilfenol 9.32 0.0004 | 46 | 0.90 | 7.69
2,4-diclorofenol 10.21 0.0004 | 54 | 090 | 8.52
Pentafluorofenol 10.21 0.0004 | 54 | 0.90 | 8.52
2.3.6-triclorofenol 11.24 0.0003 | 7.2 | 0.89 | 9.49
2,4,6-triclorofenol 12.56 0.0002 | 2.6 | 0.96 | 10.72
2,4,5-triclorofenol 13.04 0.0002 | 20.7 | 0.77 | 11.16
Pentaclorofenol 16.72 0.0001 14.60

Nota: | 1 Los comp 5 coeluyen en una sola sefial.

Ver figura A1-16
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Tiempo muerto determinado para la columna Phenomenex IB-SIL: 1.054 min.

Tabla 5.2.5 Parametros cromatogrdficos calculados para la columna

Phenomenex IB-SIL 5 C-18.

Compuesto t.r (min) H Rs a k
4-acetil-aminofenol 1.36 0.011 | 83 | 0.18 | 0.29
Fenol 2.75 0.005 1.9 | 0.82 | 1.61
2-fluorofenol 313 0.004 | 2.0 | 0.83 | 1.97
4-nitrofenol 3.56 0.004 | 1.6 | 0.86 | 2.38
2 4-dinitrofenol 3.96 0.005 | 2.6 | 0.81 | 2.76
2-nitrofenol 4.64 0.003 | 2.8 | 0.81 [ 3.40
4-clorofenol 5.46 0.003 | 3.8 |0.79 [ 4.18
4,6-dinitro-o-cresol 6.62 0.002 | 3.0 | 0.87 | 5.28
4-cloro-3-metilfenol 7.46 0.001 | 2.6 | 090 [ 6.08
2 4-diclorofenol 8.17 0.001 | 45 | 0.85 | 6.75
Pentafluorofenol 8.17 0.001 | 45 | 0.85 | 6.75
2.3,6-triclorofenol 9.39 0.001 | 4.1 | 0.88 | 7.91
2.4,6-triclorofenol 10.49 0.001 1.5 | 0.96 | 8.95
2.4,5-triclorofenol 10.90 0.001 142 | 0.72 | 9.34
Pentaclorofenol 14.66 0.0003 12.91

-Nota: [T Los compuestos coeluyen en una sola sefial.

Ver figura A1-17
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Tiempo muerto determinado para la columna Whatman partisil ODS: 1.844 min.

Tabla 5.2.6 Pardmetros cromatogrdficos calculados para la columna Whatman

Partisil 5 ODS-3.

Compuesto t.r (min) H Rs o k
p-aminofenol 1.93 0.013 1.6 | 0.24 | 0.05
o-aminofenol 2.18 0.008 | 3.6 | 037 ]0.18
4-acetil-aminofenol 2.76 0.006 | 11.3 | 0.32 | 0.50
Fenol 4.75 0.002 | 2.8 | 0.85 | 1.58
2-fluorofenol 5.26 0.002 | 46 | 0.79 | 1.85
4-nitrofenol 6.14 0.002 | 2.6 | 0.89 | 2.33
2,4-dinitrofenol 6.66 0.001 | 4.1 | 0.86 | 2.61
2-nitrofenol 7.46 0.001 2.7 1091 | 3.05
4-clorofenol 7.99 0.001 8.0 | 0.79 | 3.33
4,6-dinitro-o-cresol 9.60 0.001 2.0 | 095 ] 4.21
4-cloro-3-metilfenol 10.01 0.001 | 3.3 | 092 | 443
2,4-diclorofenol 10.68 0.001 | 6.3 | 0.88 [ 4.79
Pentafluorofenol 10.68 0.001 [ 6.3 | 0.88 | 4.79
2.3,6-triclorofenol 11.94 0.0004 [ 5.1 [ 091 | 548
2 4,6-triclorofenol 12.91 0.0004 | 2.1 [ 097 | 6.00
2,4 5-triclorofenol 13.31 0.0003 | 19.1 | 0.76 | 6.22
Pentaclorofenol 16.84 0.0002 8.13

Nota: |:| Los compuestos coeluyen en una sola sefial.

Ver figura A1-18
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En los datos presentados se observa que algunos valores de & son
negativos, 0 muy pequefios esto se debe a que el tiempo de retencion de
esos compuestos es cercano o menor al tiempo muerto (7). Lo anterior se
explica por la polaridad de dichos compuestos ya que es muy alta y

practicamente no interaccionan con la fase estacionaria.

El valor de k 6ptimo para el desarrollo de un método analitico robusto,
requiere que se encuentre entre 2 < k < 10, esto con el objeto de asegurar
que exista interaccion del analito con la fase estacionaria. El valor de k en
HPLC facilmente puede ser modificado cambiando la fuerza eluyente de

la fase movil (mas disolvente organico).

Los valores de eficiencia de columna (H) obtenidos son excelentes ya

que se alcanzan entre 54000 y 172000 platos tedricos.
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Tiempo muerto determinado para la columna J.T. Baker Phenyl: 1.883 min.

Tabla 5.2.7 Pardametros cromatogrdficos calculados para la columna Fenil.

Compuesto L.r (min) H Rs a k
4-acetil-aminofenol 3.82 0.003 | 10.1 [ 0.52 [ 1.03
Fenol 5.61 0.002 | 4.1 | 0.84 [ 1.98
2-fluorofenol 6.33 0.001 82 | 0.75] 2.36
4-nitrofenol 7.81 0.001 1.6 | 092 | 3.15
p-aminofenol 8.30 0.005 | 1.8 | 092 | 341
4-clorofenol 8.88 0.001 | 2.7 | 093 | 3.72
2-nitrofenol 9.37 0.001 | 3.7 | 0.91 | 3.98
2 4-dinitrofenol 10.08 0.001 | 2.7 | 0.94 | 435
Pentafluorofenol 10.08 0.001 [ 2.7 | 0.94 | 435
4-cloro-3-metilfenol 10.57 0.0004 | 2.3 | 0.96 | 4.61
2.4-diclorofenol 10.96 0.0003 | 79 | 0.87 | 4.82
o-aminofenol 11.60 ND ND | ND | 5.16
2,3,6-triclorofenol 12.33 0.0004 [ 1.8 | 0.97 | 5.55
2.4 ,6-triclorofenol 12.63 0.0002 | 1.0 [ 0.98 | 5.71
2.4,5-triclorofenol 12.79 0.0004 | 16.4 | 0.79 | 5.79
4,6-dinitro-o-cresol 12.79 0.0004 | 16.4 | 0.79 | 5.79
Pentaclorofenol 15.72 0.0002 7.35

Notas: ND: No detectado con la columna J.T. Baker Phenyl.

:' Los compuestos coeluyen en una sola sefial.

Ver figura A1-19
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De los datos calculados para esta columna se puede ver que los
valores de k' y H son buenos para el desarrollo de un método analitico, sin
embargo los valores de Rs y simetria de pico, claramente indican que la

columna no es buena.

Dadas las caracteristicas de esta columna (sitios activos) se evalio el
efecto del pH sobre la disociacion de los fenoles y su mecanismo de

retencion al cambiar el pH.

Tabla 5.2.8 Tiempos de retencion de 17 compuestos fendlicos con la comuna

Fenil utilizando fase movil de diferentes valores de pH.

Compuesto tr. [minjapH 3 | tr. [min]apH 5 | t.r. [min]a pH 7
4-acetil-aminofenol 3.82 4 3.96
p-aminofenol 8.30 3.1 3.1
o-aminofenol 11.60 4.1 3.96
4-clorofenol 3.88 8.7 8.6
4-cloro-3-metilfenol 10.57 10.4 10.3
2 4-diclorofenol 10.96 10.08 9.8
2,3,6-triclorofenol 12.33 11 5.8
2.4,5-triclorofenol 12.79 12.4 9.2
2.4 6-triclorofenol 12.63 11.7 6.6
Pentaclorofenol 15.72 10.8 9.2
Fenol 5.61 5.5 54
2-fluorofenol 6.33 6.2 5.8
Pentafluorofenol 10.08 7.5 3.1
2-nitrofenol 9.37 9.1 5.8
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4-nitrofenol 7.81 7.5 * Negativo ~4.8

2,4-dinitrofenol 10.08 * Negativo ~4.4 | * Negativo ~3.4

4,6-dinitro-o-cresol 12.79 * Negativo ~7.1 | * Negativo ~3.6

* En estos casos por el efecto hipocromico la sefial genera menor absorcion que la fase movil.

El resultado es que para algunos de los fenoles no se ve afectado el
tiempo de retencion por los cambios de pH, sin embargo para otros el
cambio en el pH afecta en gran medida su tiempo de retencion y por ende

su interaccion con la fase estacionaria.

Asi el p-aminofenol presenta un # = 8.3 a pH = 3 y al subir el pH su
tiempo de retencién disminuye mas de la mitad, eso significa que el grupo
—OH se disocia generando el ion fenolato que ya no interacciona con la

fase estacionaria.

En el caso de los tres triclorofenoles se aprecia que el 2,3,6-
triclorofenol se disocia a partir de pH = 5 y el 2.,4,5-triclorofenol y el
2,4 6-triclorofenol se disocian hasta pH = 7.0, debido a que la presencia
de dos grupos cloro en posicion orto al grupo ~OH polarizan mas a éste.
Este efecto también se aprecia para el pentaclorofenol aunque con menor

magnitud.

El efecto de disociacion afecta a los nitrofenoles en el tiempo de

retencion pero también provoca cambios en la conjugacion de dobles
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ligaduras y esto se traduce en un efecto hipocrémico, generandose asi

sefiales negativas con respecto a la fase movil.

La figura 5.2.1 muestra los cromatogramas obtenidos de las
inyecciones de una disolucién de fenoles de 100 ppm aproximadamente

utilizando una columna de fenil y una fase mévil de pH 3, 5,y 7.
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Figura 5.2.1 Cromatograma de la separacion de fenoles con columna Fenil a
diferentes valores de pH.

A continuacién se muestra una figura en la cual se han incluido 7
cromatogramas correspondientes a las 7 columnas de fase reversa

utilizadas para la separacion de fenoles por HPLC.
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Figura 5.2.2 Cromatogramas de la separacion de fenoles por HPLC utilizando 7

columnas de fase reversa diferentes.

En la figura anterior se observa que la Gnica columna en la cual se
logré separar los 17 compuestos fendlicos fue en la columna Zorbax
eclipse C-8 ya que en las columnas de fase modificada con grupos
octadecil y fenil se presenta coelucién de los compuestos, asi como
asimetria de los picos.
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Dado el efecto de disociaciéon que presentan los fenoles debido a su
pKa se analizaron por cromatografia de fase normal, para ello se
selecciondé una columna empacada con fase quimicamente unida con

grupos diol.

Los resultados obtenidos con la columna Hibar Lichrosorb Diol se

encuentran en la rabla 5.2.9.

En esta columna el cambio de la quimica empleada en la separacion
no s6lo cambia los parametros de retencion sino también el orden de

elucion.

Por otro lado la polaridad de la fase estacionaria genera efectos de
coleo graves con lo que se genera una notable pérdida de eficiencia en

comparacion con los otros sistemas estudiados.
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Tiempo muerto determinado para la columna Lichrosorb Diol: 2.066 min.

Tabla 5.2.9 Parametros cromatogrdficos calculados para la columna Lichrosorb

Diol.

Compuesto t.r. (min) H Rs o k
2-nitrofenol 2.39 0.004 | 0.4 | 0.83 | 0.16
4,6-dinitro-o-cresol 2.46 0.008 | 1.3 | 048 | 0.19
4-nitrofenol 2.88 0.043 | 84 | 0.17 | 0.39
2.4,6-triclorofenol 7.02 0.008 | 4.6 | 0.71 | 2.40
2,3,6-triclorofenol 7.02 0.008 | 4.6 | 0.71 | 2.40
2,4-diclorofenol 9.05 0.003 | 4.1 | 0.83 | 3.38
Pentaclorofenol 10.50 0.002 | 7.1 | 0.76 | 4.08
2.4,5-triclorofenol 13.15 0.002 | 1.5 [ 0.94 | 536
Fenol 13.83 0.002 | 3.8 | 0.84 | 5.69
4-cloro-3-metilfenol 16.02 0.003 | 3.6 | 0.88 | 6.75
4-clorofenol 17.99 0.001 7.71

Nota: | 2 l Los compuestos coeluyen en una sola sefial,

Ver figura A1-20
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Por la técnica de HPLC se obtuvieron curvas de calibracion para 17
compuesto fendlicos en un intervalo de concentracion de 1 — 0.1 y de 100
— 2 ppm. Los datos de la regresion lineal de estas curvas, asi como las

graficas correspondientes se muestran a continuacion.

Tabla 5.2.10 Valores de regresion lineal para los datos obtenidos por HPLC.

Compuesto 100-2 ppm 1-0.1 ppm
Fendlico b m r ) b m r K}

p-aminofenol -1.03 [ 3.66 [0.9999 | 1.51 | 0.21 | 3.14 | 0.9974 | 0.13
o-aminofenol 380 | 458 (09999 | 1.89 | 491 | 3.47 | 0.9895 | 0.33
4-acetil- 256 | 592 [0.9999 | 255 | 1.05 | 2.01 [0.9828 | 0.23
aminofenol
Fenol -1.44 | 3.86 | 09999 | 1.72 | 0.41 296 [0.9986 | 0.12
2-fluorofenol -1,20 | 2.13 109999 | 1.27 | 0.22 | 1.65 | 0.9983 | 0.06
4-nitrofenol -1.78 | 2.83 10.9999 | 1.61 ND ND ND ND
2.4-dinitrofenol |-5.54 | 12.74 [ 0.9999 | 528 | 0.66 | 11.76 | 0.9972 | 0.42
2-nitrofenol -3.16 | 8.63 | 09999 | 3.63 | 0.32 | 591 |0.9969 | 0.24
4-clorofenol -1.49 | 428 10.9999 | 1.92 | 0.25 5 0.9972 1 0.19
4,6-dinitro-o-

-6.09 | 17.01 | 09999 | 7.40 | 0.83 | 18.14 | 0.9972 | 0.64
cresol
4-cloro-3-

-0.77 | 4.09 09999 | 1.87 | 0.27 | 1.56 | 0.9924 | 0.16
metilfenol
2.,4-diclorofenol | -2.29 | 4.24 109999 | 1.63 | 0.21 | 3.77 |0.9970 | 0.19
Pentafluorofenol | -0.77 [ 0.54 | 0.9995 | 0.66 | 0.25 | 0.14 | 0.9901 | 0.01
2,3,6-

-1.64 | 296 |0.9999 ( 1.38 | 0.11 | 3.15 | 0.9980 | 0.11
triclorofenol
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2,4.,6-

triclorofenol

0.04 [ 3.11 [0.9999] 1.34 | 0.35 | 2.83 | 09931 | 0.22

2.4.5-
-1.23 | 3.18 [0.9999 | 1.70 | 0.70 3.0 [0.9844 | 0.38
triclorofenol

Pentaclorofenol | 0.33 | 1.26 [0.9999 | 0.45 | ND ND ND ND

Nota: ND: No detectado por HPLC con la columa Zorbax eclipse XDB-C8 en el intervalo de concentracién de

1.0-0.1 ppm.
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Figura 5.2.3 Curvas de calibracion de 15 fenoles obtenidas por la técnica de

HPLC en un intervalo de concentracion de 1 — 0.1 ppm.
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Figura 5.2.4 Curvas de calibracion de 17 fenoles obtenidas por la técnica de

HPLC en un intervalo de concentracion de 100 — 2 ppm.
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Tabla 5.2.11 Limites de deteccion y cuantificacion determinados por la técnica

de HPLC.
Canlgmiiio 0.1 - Ippm 2—100 ppm
LD ppm | LC ppm | LD ppm | LC ppm

p-aminofenol 0.15 15 1.8 3.3
o-aminofenol 0.39 2.0 1.6 3.0
4-acetil-aminofenol 0.62 2.4 1.8 33
Fenol 0.23 L7 1.8 3.5
2-fluorofenol 0.31 1.9 25 Sl
4-nitrofenol ND ND 23 4.5
2.4-dinitrofenol 0.14 1.7 1.6 3.2
2-nitrofenol 0.16 L7 1.7 32
4-clorofenol 0.15 1.7 1.8 3.6
4,6-dinitro-o-cresol 0.13 173 1.7 3.3
4-cloro-3-metilfenol | 0.43 1.9 1.8 3.6
2.4-diclorofenol 0.2 1.7 1.3 2.9
Pentafluorofenol 0.9 2.7 4.9 9.5
2,3,6-triclorofenol 0.17 L7 1.9 3.8
2,4 6-triclorofenol 0.34 1.9 1.8 3.2
2.,4,5-triclorofenol 0.54 2.1 2.2 4.2
Pentaclorofenol ND 0.9 2.0 5.2

Notas:
. ND: No detectado por HPLC con la columa Zorbax eclipse XDB-C8 en un intervalo de concentracion de
1.0-0.1 ppm.

. Los valores de la tabla 5.2.11 se obtuvieron por medio de las ecuaciones descritas en el apéndice 4.
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En este caso el estudio de los limites de deteccion para fenoles
muestra que a concentraciones de 100 a 2 ppm los valores de coeficiente
de correlacion (r) es para casi todos los compuestos de 0.9999 y en el
intervalo de 1 a 0.1 ppm es del orden de 0.99 lo que indica que se tiene un

buen método de deteccion de trazas.

En el intervalo de 100 a 2 ppm el compuesto que presenta las peores
condiciones de sensibilidad es el pentafluorofenol ya que la pendiente de

la curva de calibracion es de apenas 0.54.

El compuesto con menor detectabilidad es el 4,6-dinitro-o-cresol con
una pendiente de 17 y similarmente el 2,4-dinitrofenol con una pendiente

de 12.7.

El pentaclorofenol que presenta una pendiente de 1.26 en el intervalo
de 100 a 2 ppm cuando se baja la concentracion ya no es detectado. Lo
mismo ocurre con el 4-nitrofenol que en dicho intervalo presenta una
pendiente de 2.83 y a concentraciones mas bajas ya no es detectado.

Lo observado es explicable por el hecho de que a concentraciones
altas se dan interacciones de tipo dipolo o bien formacion de puentes de
hidrégeno que favorecen la conjugacion y por ende aumenta el coeficiente
de extincion, efecto que se pierde por dilucién provocando un cambio en
el factor de respuesta y por consecuencia en la pendiente de la curva de
calibracion. Este efecto se aprecia con mayor o menor intensidad en todos

los fenoles estudiados.
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CAPITULO 6
CONCLUSIONES

Una limitante de la técnica de CG/EM es el hecho de que dada la
polaridad de los compuestos fenélicos estos forman puentes de hidrogeno
con los grupos hidroxilo superficiales de los materiales de construccion de
la columna, origindndose asi un intenso coleo, lo que provoca que no se
obtenga un buen andlisis cuantitativo. Esto se refleja en los altos valores

de limite de deteccion.

Otro problema en la técnica de CG/EM modo SCAN es que ciertos
compuestos tales como el 2,4-dinitrofenol, 4-nitrofenol, 4,6-dinitro-o-
cresol, 4-acetil-aminofenol y pentaclorofenol tienen limites de deteccion
de 22, 6.1, 6.8, 40.6 y 10.6 ppm respectivamente. Este problema se
disminuye al realizar un monitoreo selectivo de iones, ya que se logra
bajar los limites de deteccion de los compuestos antes mencionados hasta
1.9, 1.4, 2, y 2.1 ppm, excepto para el 2,4-dinitrofenol cuyo limite de

deteccion es de 22 ppm.

La mejor técnica de inyeccion para el analisis de fenoles por CG/EM
es split pulsado, dado que por esta técnica solamente entra a la columna
una pequeiia fraccion (entre 0.2 y 2%) de la cantidad total de la inyeccion,
mientras que por la técnica de splitless casi toda la muestra entra en la
columna (cerca del 80%), esto explica que los primeros compuestos que

salen de la columna tengan una forma asimétrica, ya que la concentracion
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de los solutos es muy grande y por lo tanto los valores de selectividad se

ven afectados.

En la técnica de HPLC, de las columnas de fase inversa que se
probaron solamente se logré la separacion de los 17 compuestos fenélicos
con la columna ZORBAX eclipse Cg y en todos los casos en los que se
utilizé columnas con fase modificada con el grupo octadecilo (C,sH,7) no
se logré la separacion de los 17 compuestos fenodlicos y se observo

coelucion y asimetria de pico.

En el caso de la columna con fase modificada con el grupo fenilo (-
C¢Hs) no se logro la separacion de los compuestos pentafluorofenol y 2,4-

dinitrofenol.

El cambio de fase estacionaria a fase normal no favorece la separacion
de los fenoles ya que en esta columna las interacciones con la fase
estacionaria son con la parte polar de los fenoles y la elucion depende de

los diferentes grupos funcionales que contenga el anillo.

Por otro lado, en la técnica de HPLC se observa que a concentraciones
altas los fenoles presentan un cambio en el valor del coeficiente de
absortividad molar (g) debido a la formacion de dimeros entre moléculas
de fenoles, principalmente en aquellos cuyos grupos funcionales polarizan

mas al grupo hidroxilo.
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Lo anterior se observa en el cambio de pendiente de las curvas de
calibracion; cuando el intervalo de la curva de calibracion es de 1 a 0.1
ppm la pendiente es menor que la de la curva de calibracion de intervalo
de 100 a 2 ppm. Esto es, cuando la concentracion es menor la pendiente es
muy pequeiia, lo cual nos indica que existe menos probabilidad de
formacion de dimeros, ya que la cantidad de moléculas de fenoles es
menor en comparacion con la cantidad de moléculas del disolvente, en el

cual se encuentran disueltos.

En HPLC los valores de limite de deteccion de todos los compuestos
fendlicos se encuentran entre 1.3 y 2.5 ppm excepto el del
pentafluorofenol cuyo valor de limite de deteccion es de 4.9 ppm.
Comparando estos valores con los obtenidos por la técnica de CG/EM
resulta que todos son mas bajos atin comparandolos con los obtenidos por
CG/EM en el modo SIM. Unicamente en el caso del compuesto 4-
nitrofenol el limite de deteccion en HPLC es de 2.3 ppm solamente 0.4

ppm mas alto que por SIM.

Con lo realizado se ha podido establecer dos métodos de analisis que
comparandolos a través de el limite de deteccion y los problemas de
coelucion de compuestos (resolucién y selectividad) dan como resultado
que la técnica de HPLC es una mejor herramienta analitica para el analisis

de fenoles.
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En cuanto a los tiempos de analisis las corridas por HPLC son un poco
mas largas que en CG/EM; sin embargo ya que en CG/EM se usa
programacion de temperatura es necesario esperar un tiempo para que el
horno se enfrie antes de proceder a inyectar nuevamente, hecho que no
sucede en HPLC ya que el tiempo de equilibrio del sistema por el
gradiente que se realiza es menor. De manera que ambas técnicas son

comparables en cuanto a tiempo de analisis.

Es necesario puntualizar que en el presente estudio se seleccionaron
muchos fenoles y de una gran diversidad de grupos funcionales y aunque
no necesariamente en muestras reales se van a encontrar juntos todos
ellos, los datos contenidos en el presente trabajo resultan una referencia
importante para poder optimizar los parametros cromatograficos de

analisis en muestras reales.

Quedaria ain por realizar un estudio comparativo de las distintas
técnicas de preparacion y concentracion de muestras disponibles y poder
evaluar en forma simultinea con estos procedimientos analiticos
instrumentales las eficiencias de recobro, los limites de deteccion y
cuantificacion de todo el procedimiento analitico a partir de muestras

especificas que contengan estos fenoles.
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Figura A1-1 Cromatograma de la separacion de fenoles por CG/EM. Técnica de inyeccion de Split.
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Figura AI1-6 Cromatograma de la separacion de 17 fenoles por Split pulsado a 40 psi por 0.5 min.
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Figura A1-7 Cromatograma de la separacion de 17 fenoles por Split pulsado a 20 psi por 0.5 min.
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Figura A1-8 Cromatograma de la separacion de 17 fenoles por Split pulsado a 25 psi por 0.5 min.
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Figura AI-17 Cromatograma de la separacion de fenoles por HPLC con la columna Phenomenex IB-SIL 5 C-18.
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Figura A1-18 Cromatograma de la separacion de fenoles por HPLC con la columna Whatman Partisil 50DS-3.
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APENDICE 2

ESPECTROS DE MASAS
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APENDICE 3

CARACTERISTICAS DE
LOS COMPUESTOS
FENOLICOS



4-acetil-aminofenol

OH

H NYCH:,

O

Solido cristalino de color blanco

Sinonimos: acetaminofen; N-(4-hidroxifenil) acetamida; p-acetaminilida;
p-acetamidofenol; Paracetamol; Acamol; Panadol; Valadol.

Formula minima: CsHoNO,

Peso molecular: 151.16 g/mol

Punto de fusion: 169-170.5°C

pK: -0.37

Solubilidad: Poco soluble en agua. Soluble en metanol, etanol,
dimetilformamida, acetona, acetato de etilo, ligeramente soluble en éter,
practicamente insoluble en éter de petrdleo, pentano y benceno.

4-aminofenol

OH

NH

Sélido cristalino de color blanco.

Sinénimos: p-hidroxianilina; 4-amino-1-hidroxibenceno; Azol; Rodinal;
Ursol P.

Formula minima: CsHNO

Peso molecular: 109.13 g/mol

Punto de fusion: 186°C

Punto de ebullicion: 284°C (con descomposicion)

pKI1:8.5

pK2:10.3

Solubilidad: Soluble en agua (0.39% a 13°C), étil-metil-cetona (9.3% a
58.5°) y etanol. Practicamente insoluble en benceno y cloroformo.



2-aminofenol

OH

|
RN H2
| j/N

Solido cristalino de color café

Sinonimos: o-aminofenol; 2-amino-1-hidroxibenceno; 2-hidroxianilina.
Formula minima: CsH,NO

Peso molecular: 109.13 g/mol

Punto de fusion: 170-174°C

pKI:9.28

pK2:9.72

Solubilidad: Soluble en agua (1g/50ml) y alcohol (1g/23ml). Muy soluble
en éter. Ligeramente soluble en benceno.

4-clorofenol

OH

Cl

Solido cristalino incoloro de olor caracteristico y desagradable.

Formula minima: CsHsCIO

Peso molecular: 128.56 g/mol

Punto de fusion: 43.2-43.7°C

Punto de ebullicion: 220°C

pK: 9.43

Solubilidad: Ligeramente soluble en agua, muy soluble en alcohol,
glicerina, éter y cloroformo.



4-cloro-3-metilfenol

OH

CH
Cl

Solido de color blanco, inoloro cuando se encuentra puro, pero
usualmente tiene olor a fenol.

Sinonimos: 4-cloro-m-cresol;, clorocresol; p-cloro-m-cresol; 6-cloro-m-
cresol; 6-cloro-3-hidroxitolueno.

Formula minima: C;H,C10

Peso molecular: 142.59 g/mol

Punto de fusion: 66°C

Punto de ebullicion: 235°C

pK: 9.55

Solubilidad: Soluble en agua (1g/260ml a 20°C), alcohol, benceno,
cloroformo, éter. Acetona y éter de petroleo.

2,4-diclorofenol

OH
Cl

Cl

Sélido cristalino blanco en forma de agujas de olor muy penctrante
Formula minima: CsHsClL,0

Peso molecular: 163.0 g/mol

Punto de fusion: 45°C

Punto de ebullicion: 209-211°C

pK: 7.85

Solubilidad: Poco soluble en agua. Soluble en metanol, etanol y
tetracloruro de carbono.



2,3,6-triclorofenol

OH
CI\[ij:CI
Z el

Foérmula minima: CsH;CL;0

Peso molecular: 197.45 g/mol

Punto de fusion: 55-57°C

Punto de ebullicion: 197.5°C

pK: 5.8

Solubilidad: muy soluble en etanol, benceno y éter etilico.

2,4,5-triclorofenol

OH
Cl

Cl
Cl

Sinonimo: Colunosol.

Formula minima: CsH;C1;0

Peso molecular: 197.45 g/mol

Punto de fusion: 67°C

Punto de ebullicion: 248°C

pK: 7.37

Solubilidad-

Acetona (615g/100g de disolvente a 25°C)
Benceno (163g/100g de disolvente a 25°C)
Tetracloruro de carbono (51g/100g de disolvente a 25°C)
Eter (525g/100g de disolvente a 25°C)
Agua (<0.2g/100g de disolvente a 25°C)



2,4,6-triclorofenol

OH

Cl <. —Cl
| P

Cl

Solido cristalino blanco en forma de agujas de olor penetrante
Formula minima: CsH;Cl;0

Peso molecular: 197.45 g/mol

Punto de fusion: 69°C

Punto de ebullicion: 246°C

pPK:5.99

Solubilidad.

Acetona (525g/g de disolvente)

Benceno (113g/g de disolvente)

Tetracloruro de carbono (37g/g de disolvente)
Metanol (525g/g de disolvente)

Agua (< 0.1g/g de disolvente)

Pentaclorofenol

OH

cl j/gr cl

c “‘\r'//\m
cl

Solido cristalino blanco en forma de agujas de olor muy penetrante
Sinonimos: penclorol; santofen 20; PCP

Formula minima: CgHCL0

Peso molecular: 266.34 g/mol

Punto de fusion: 190-191°C

Punto de ebullicion: ~309-310°C

pK: 4.74

Solubilidad: Casi insoluble en agua (8mg/100ml). Soluble en alcohol, éter
y benceno.



Fenol

OH

Sélido cristalino incoloro, de olor picante y nauseabundo.

Sinonimos: acido carbodlico; acido fenilico; hidroxido de fenilo:
hidroxibenceno; oxibenceno.

Formula minima: CsHgO

Peso molecular: 94.11 g/mol

Punto de fusion: 40.85°C

Punto de ebullicion: 182°C

PK: 9.99

Solubilidad: Agua (1g/15ml), Benceno (1g/12ml). Muy soluble en alcohol
cloroformo, éter, glicerol y disulfuro de carbono. Insoluble en éter de
petroleo.

2-fluorofenol

OH
Y

Liquido incoloro de olor picante.
Formula minima: CgH,FO

Peso molecular: 112.10 g/mol
Punto de fusion: 16.1°C

Punto de ebullicion: 171°C

pK: 8.73




Pentafluorofenol

OH

Sélido incoloro de olor picante.
Formula minima; CgHFsO
Peso molecular: 184.06 g/mol
Punto de fusion: 34-36°C
Punto de ebullicion: 143°C

2-nitrofenol

OH
NO,

Sélido cristalino en forma de agujas de color amarillo y de olor aromatico
peculiar.

Formula minima: CgHsNO;

Peso molecular: 139.11 g/mol

Punto de fusion: 44°C

Punto de ebullicion: 214-216°C

pK: 7.22
Solubilidad: Ligeramente soluble en agua, soluble en alcohol, benceno,

éter, y disulfuro de carbono.



4-nitrofenol

OH

NO,

Sélido granular de color amarillo.

Formula minima: CgHsNO;

Peso molecular: 139.11 g/mol

Punto de fusion: 113-115°C

Punto de ebullicion: 279°C

pK:7.15

Solubilidad: Ligeramente soluble en agua, soluble en alcohol, benceno,
éter, y disulfuro de carbono.

2,4-dinitrofenol

Sélido cristalino de color amarillo
Sinonimos: a-Dinitrofenol; Aldifen.
Formula minima:; CsHsN,Os

Peso molecular: 184.11 g/mol

Punto de fusion: 112-114°C

pK: 4.08

Solubilidad.

Agua (0.137g/g de disolvente a 54.5°C)
Acetato de etilo (15.55g/g de disolvente)
Acetona (35.9g/g de disolvente)
Cloroformo (5.39g/g de disolvente)
Piridina (20.08g/g de disolvente)



4,6-dinitro-o-cresol

OH
D,N CH,

NO

Soélido de color amarillo

Sinonimos: 2-metil-4,6-dinitrofenol; Dinitrol; Elgetol, Ditrosol; Prokarbol.
Formula minima: C;HgN,Os

Peso molecular: 198.13 g/mol

Punto de fusion: 83-85°C

Solubilidad: ligeramente soluble en agua. Muy soluble en etanol, metanol,
acetona y éter etilico.

(40) )
Budavari, S., ¥ cols., “The Merck Index™ 30 edicidn, Merck & Co., INC. Estados Unidos (2001).

(41)
Dean, A J, “Manual de Quimica”, 13* edicion, McGraw Hill. México (1989).

(42)
Lenga E. Robert, “The Sigma Aldrich Library of Chemical Safety Data”, 2a edicién, volumen 1 y 1I. Estados

Unidos. (1988).



Tabla A3-1. Toxicidad de algunos compuestos fenélicos.

(ompuesto

No. CAS
1

DLs,” oral
(mg/kg)

Sintomatolc gia

4-ace til-aminofenol

o- aminofenol

103-90-2

95-55-6

338

1300

Téxicos cuando se ingiei2n, se inhalan o
se absorben a través de i piel.

Causan irritacion de ojo, piel, mucosas
y tracto respiratorio.

p- aminofenol

123-30-8

375

Causa irritacion de ojos, piel, mucosas y
tracto respiratorio.

La inhalacion puede causar asma,
formacion de metahemr oglobina y en
algunos casos cianosis.

p clorofenol

106-48-9

6700

Compuesto toxico que duede provocar
convulsiones, disnea y coma. Produce
una fuerte irritacion -n los tejidos,
mucosas, ojos, piel y tra:to respiratorio.
La  inhalaciébn  purde  provocar
inflamacion de laringe ' bronquios, asi
como neumonitis v eden a pulmonar. La
exposicion a este materii il provoca dolor
de cabeza, nauseas y voniito.

4-clo '0-3-metilfenol

2.4 diclorofenol

59-50-7

120-83-2

1830

580

Toxicos cuando se inhal: n, se ingieren o
se absorben a través de L1 piel. Producen
una fuerte irritacion :n los tejidos,
mucosas, 0jos, piel y tra:to respiratorio.
Dependiendo de la intensidad y la
duracion de la exposic on, los efectos
pueden ser desde irrita:ion leve hasta
destruccion severa de los tejidos o
quemaduras.

2,3, 1.~triclorofenol
2.4, ~triclorofenol

2.4, ~triclorofenol

933-75-5

95-95-4

88-06-2

8200

8200

Provocan coloracion roja, edema en la
piel, asi como quem:duras severas.
Provocan conjuntivitis, ritis y lesiones
en la cornea, asi como irritacion en la
nariz y faringe. Son posibles
cancerigenos y agentcs mutagénicos

(excepto 2.4,6-tricloroferol el cual es un
cancerigeno confirmado)

Pei taclorofenol

87-86-5

146

Provoca dolor de c:beza, mareos,
aumento en la transpi-acion, nausea,
vomito, disnea, dolcr de pecho,
debilidad, fiebre y coavulsiones, asi
como irritacion en 0jos, 1 ariz y garganta.
Es un posible cancerigeiio, teratégeno y
agente mutagénico.




Fenol

108-95-2

530

Agente mutagénico en humanos,
teratogénico’ experimeital y posible
cancerigeno.

Destruccion de muchas clases de fibras
nerviosas. Provoca lesiies necréticas
blancas en la boca, eséfigo y estomago
asi como dolor abdominal, vémito y
diarrea sanguinolenta. Pilidez, aumento
en la transpiracion, deb lidad, dolor de
cabeza, shock, pulso ir egular y débil,
respiraciones entrecortdas, cianosis,
disminucion de la tempe ratura corporal.
Provoca edema pulmorar. Pérdida de
conciencia y convulsion s, orina escasa
y oscura, metahemcglobinemia e
hiperbilirubinemia.

2- fluorofenol

367-12-4

Toéxico cuando se inhala se ingiere o se
absorbe a través de la pizl. Produce una
fuerte irritacion en los t«jidos, mucosas,
ojos, piel y tractc respiratorio.
Dependiendo de la intensidad y la
duracion de la exposic 6n. los efectos
pueden ser desde irrita:ion leve hasta
destruccion severa de los tejidos o
quemaduras.

per tafluorofenol

771-61-9

322 (subcutinea)

Envenenamiento por inyestion y por la
ruta subcutdanea. Moder: damente toxico
por contacto con la piel.

¢ -nitrofenol

[ -nitrofenol

88-75-5

100-02-7

1297

467

Altamente toxicos cuand > se ingieren, se
inhalan o se absorben a través de la piel.
Causan irritacién de ojos, piel, mucosas
y tracto respiratorio.

La absorcion dentro del « uerpo lleva a la
formacion de metahem oglobina y en
algunos casos causa cian sis.

2.4 -dinitrofenol

51-28-5

30

Agente mutagénico y fitc toxico

Provoca fatiga, sed  transpiracion
intensas, ruborizacion de la cara,
formacion de catarata: y erupciones
cutdneas. Provoca nause 1, vémito, dolor
abdominal y diarrea. Causa
intranquilidad, ansiedac, excitacién y
convulsiones. Aumento  de la
temperatura  corporal que puede
provocar hiperpire ia grave.
Taquicardia, disnea, :ianosis, orina
escasa, hepatitis toxica v dolores




musculares. Pérdida d¢: conciencia y
fallo respiratorio.

4,6~ initro-o-cresol | 534-52-1 10 Altamente toxico cuand) se ingiere, se
inhala o se absorbe a tra'¢és de la piel.
Causa irritacion de ojos, piel, mucosas y
tracto respiratorio.
La absorcion dentro del ¢uerpo lleva a la
formacion de metahem oglobina y en
algunos casos causa cian )sis.

Notas:

Designacion numérica asignada por la Sociedad Amencana de Quimica que identifica de manera (inica
un compuesto quimico especifico. Este nimero permite la identificacion de un compuesto sin tomar en
cuenta el nombre o el sistema de denominacion utilizado.

Dosis Letal Media . Dosis calculada de cualquier material que se espera que cause muerte a 50% de una

h

P ion animal exper | definida. Se determina a partir de la exposicion de la poblacion al

material por cualquier ruta exceptuando la inhalacion.

Cambios no transmisibles producidos en la descendencia.

40)
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APENDICE 4

CALCULOS



Cilculos para la preparacion de disoluciones.

Ejemplo:

4-acetil-aminofenol

Se pesaron 10.5 mg

y se aforé a 10 ml
Si ppm = mg/ |, entonces, la concentracion en la disolucion madre es:
10.5mg/0.01 1= 1050 ppm

Para preparar las disoluciones patréon se consider6 la siguiente
ecuacion:
C; V; = C;:V;
donde:
C) = concentracion de la disolucion patron
V; = volumen del matraz
C, = concentracion de la disolucion madre

V, = volumen de la alicuota

Despejando ¥, de la ecuacion anterior, tenemos:

Vg = C;V;/Cz

Para una disolucion patrén de 100 ppm

V>= (105 ppm) (10 ml) / 1050 ppm = 1. ml



Cilculo de la absortividad molar (&) de los compuestos fendlicos

La absortividad molar se calculd a partir de la ley de Lambert-Beer,
que se escribe
A=gbc
donde:
[c] = Concentracion de la muestra. Normalmente tiene
unidades de mol / |
[£] = Absortividad molar.
& es caracteristica de la sustancia y nos dice cuanta luz
|

absorbe a una A determinada. Tiene unidades de M ecm’

[] = paso optico a través del medio. Tiene unidades de cm

Cilculo de la concentracion molar de los compuestos fendlicos.

Ejemplo:

o-aminofenol

Peso molecular del o-aminofenol: 109.13 g / mol
Concentracion en ppm del o-aminofenol: 100 ppm
Conociendo que:

ppm=mg/1,

Entonces la concentracion sera:

0.1 g/1/109.13 g/mol =9.2 x 10 mol /1




Cilculo de el limite de deteccidn y limite de cuantificacion

Si existe una relacion lineal entre la senal analitica (y) y la
concentracion del analito (x), la “mejor” linea recta que pasa a través de
los puntos de la curva de calibraciéon se calcula por el método de los

minimos cuadrados.

Cada uno de los puntos de la grafica esta sujeto a un error
experimental. EI método de minimos cuadrados supone que todos los
errores se encuentran en y, lo que provoca que haya desviaciones en esta
direccion entre los puntos experimentales y la recta calculada. Algunas de
esas desviaciones (conocidas como los residuos de y) seran positivas y
otras negativas, por lo que se intenta minimizar la suma de los cuadrados

de los residuos. La recta se calcula basandose en el principio de que “la

linea debe pasar por el centro de gravedad de los puntos (;, ;) i

Para la recta

PEERWE 0 s ecuacion 1

S -0, -
¥ (x, - x)’

.......... ecuacion 2

b=

a=y-bx = e ecuacion 3



Para calcular los errores aleatorios de los valores de la pendiente y de

la ordenada al origen, primero se calcula el valor de S, (desviacion
estandar sobre la regresion) con la relacion:
2
Z(yi "'yt.m'ﬂ)
S =t .........ecuacion 4

n-2

Las desviaciones estandar sobre la pendiente (b) y sobre la ordenada al

origen (a) estan dadas por:

Sy S .. ecuacion 5

vereen.ecuacion 6

Para estimar si los puntos experimentales se ajustan bien o no a una

linea recta, se calcula el coeficiente de correlacion momento-producto, »:

PRCEDCE )
[T

po T e ecuacion 7




Para calcular el limite de deteccion es necesario conocer los intervalos

de confianza sobre la recta calculada:

_— — " __ 2 - r
Y. =y+b(x, -x)%1S,,, ]+J_+ (x, —x) e ECHACION 8

n Z(x‘ —;)2

i

en donde ¢ es el valor de la “t de student”, a dos colas, con un nivel de

confianza s para n-2 grados de libertad.

Se calcula primero el valor de y, para x, =0. Con este valor se
calcula el valor correspondiente de xen la recta y_. Para despejar el

valor de x de las ecuaciones de las rectas y, se utiliza un término auxiliar

C:

.......... ecuacion 9

por lo que, para la recta y,

st 1 N -y)?
xl=x—£(y—y,,)—-r£ (1+1JC+M....ecuaciénM
G C n Z:(x,—.lc)2

i

y para larecta y_



1S ~y)?
ylx l+l C‘+‘ (ya yl
€ n Z(Jnc,.—x)2

i

o b T
X, = x—E(y—y,,)+ ....ecuacion 11

Entonces, el limite de deteccion se obtiene sustituyendo el valor

calculado de y. para x=0en la ecuacion 11.

Para calcular el limite de cuantificacion, se calcula ahora el valor de y.
para x=LD, y nuevamente con este valor se calcula el valor de x en la

recta y_. Este valor corresponde al limite de cuantificacion.

Nota: Los valores de limite de deteccion y cuantificacién presentados en las tablas 5.1.11 y 5.2.1] se calcularon por

medio de una hoja de calculo, utilizando las ecuaciones 10y 11,



Tabla A4-1 Concentracion real de cada compuesto fendlico en las disoluciones utilizadas para las curvas de calibracion en HPLC.

Compuesto

Concentraciéon (mol/l)

Disoluciones preparadas a partir de la
disolucion madre 1

Disoluciones preparadas a partir de la disolucion madre I1

4-acetil-aminofenol [ 6.6x 107 [53x107[40x107[26x107[13x107[6.6x 107 [53x10° [4.0x10° [26x10° [ 1.3x10° | 7.9x10° 40x10° 24x10° 79x107
o-aminofenol 92x107[73x107[55x107[3.7x107 [1.8x107[92x10° [73x10° [ 55x10° [3.7x10° [ 1.8x10° [ 1.1x10° 55x10° 33x10° 1.1x10°
p-aminofenol 92x107[73x107[55x107[3.7x107 [ 1.8x 107 [92x 107 [ 7.3x107 [ 5.5x10° [3.7x10° [ 1.8x 107 [ 1.1x 107 55x10° 33x10° 1.1x10°
4-clorofenol 81x107[65x107 [49x107[32x107[1.6x107[81x10° [65x10° [49x10° [32x10°[1.6x10° [ 86x10° 43x10° 26x10° 8.6x107
4-cloro-3-metilfenol [ 7.0x 107 [ 5.6 x 107 [42x 107 [28x 107 [14x 107 [7.0x10° [56x10° [42x10° [2.8x107° [ 1.4x10° | 1.3x 107 63x10° 38x10° 13x10°
2.4-diclorofenol 62x107[5.0x107[3.7x10% [25x10°[12x10% [62x10° [49x10° [37x10° [25x10° [12x10° | 8.6x10° 43x10° 26x10° 86x107
2.3,6-triclorofenol [ 52x10%[42x107 [3.1x107 [ 2.1x107 [ 1.0x10% [ 52x10° [ 42x10° [ 3.1x10° [ 2.1x10” [ 1.0x 10° | 6.1 x 10° 3.0x10° 1.8x10° 6.1x 107
2.4 5-triclorofenol [ 5.0x 107 [4.0x10%[3.0x10* [20x107[9.9x10° [ 5.0x 10° [ 40x 10° [ 3.0x 10° [ 2.0x10° [ 9.9x 10° [ 7.6x10° 38x10° 23x10° 7.6x107
2.4 6-triclorofenol [ 5.0x 107 [4.0x 107 [3.0x10* [ 20x107[9.9x107 [ 5.0x 10° [ 40x 10° [ 3.0x 10° [ 2.0x10° [ 9.9x 10° [ 7.6x10° 38x10° 23x10° 76x107
Pentaclorofenol 39x10%[3.1x107[23x107 [ 1.6x107]78x10° [39x10° [3.1x10° [23x10° [1.6x10° [ 7.8x10° [ 38x10° 19x10° 1.1x10° 3.8x107
Fenol 1.1x107 [88x107[6.6x107[44x107[22x107 [ 1.1x 107 [88x10° [ 6.6x10° [44x10~° [22x10° | 1.8x107 9.0x10° 54x10° 1.8x10°
2-fluorofenol 95x107[7.6x107 [57x107 [38x107 [1.9x107[95x10° [7.6x10° [57x10° [3.8x10° [1.9x10° [ 12x10° 62x10° 37x10° 12x10°
Pentafluorofenol 54x107 [43x107[32x107[22x107 [ 1.1x107[54x10° [43x10° [32x 107 [22x107° [ 1.1x10° [ 7.6x10° 38x10° 23x10° 7.6x 107
2-nitrofenol 72x107[58x107 [43x10% [29x107 [14x10* [72x10° [ 58x10° [43x10° [29x10° [ 1.4x10° [ 79x10° 40x10° 24x10° 79x107
4-nitrofenol 75x107[6.0x107 [45x107 [3.0x107[1.5x107 [ 7.5x10° [ 6.0x10° [45x10° [3.0x10° [ 1.5x10° [ 7.9x10° 40x10° 24x10° 7.9x 107
2.4-dinitrofenol 49x107[40x107[3.0x107[20x107[99x10° [49x10° [4.0x10° [3.0x10° [20x10°[99x10° [ 5.0x10° 25x10° 1.5x10° 5.0x 107
4.6-dinitro-o-cresol | 54x 107 [43x107[33x 107 [22x107 [ 1.1x 107 [54x10° [43x10° [33x10° [22x107 [ 1.1x10° [ 54x10° 27x10° 1.6x10° 54x107




Tabla A4-2 Concentracion real de cada compuesto fendlico en las disoluciones utilizadas para las curvas de calibracion en

CG/EM.
Compuesto Concentracion (ppm)

2-fluorofenol 124 99.2 74.4 49.6 24.8 12.4 9.92 7.44 496 248 1.24
Pentafluorofenol 129 103.2 77.4 51.6 25.8 12.9 10.32 7.74 5.16 2.58 1.29
Fenol 101 80.8 60.6 404 20.2 10.1 8.08 6.06 4.04 2.02 1.01
2-nitrofenol 113 90.4 67.8 452 22.6 11.3 9.04 6.78 452 226 1.13
2 4-diclorofenol 110 88 66 44 22 11 8.8 6.6 44 22 1:1

4-clorofenol 110 88 66 44 22 11 8.8 6.6 44 2.2 [

o-aminofenol 107 85.6 64.2 428 214 10.7 8.56 6.42 428 2.14 1.07
p-aminofenol 107 85.6 64.2 42.8 214 10.7 8.56 6.42 428 2.14 1.07
4-cloro-3-metilfenol 102 81.6 612 40.8 20.4 10.2 8.16 6.12 4.08 2.04 1.02
2,4 6-triclorofenol 101 80.8 60.6 40.4 20.2 10.1 8.08 6.06 4.04 2.02 1.01
2,4,5-triclorofenol 102 81.6 612 40.8 20.4 10.2 8.16 6.12 4.08 2.04 1.02
2,3 6-triclorofenol 105 84 63 42 21 10.5 84 6.3 42 2.1 1.05
2 4-dinitrofenol 109 87.2 65.4 43.6 21.8 10.9 8.72 6.54 436 2.18 1.09
4-nitrofenol 107 85.6 64.2 42.8 214 10.7 8.56 6.42 428 2.14 1.07
4,6-dinitro-o-cresol 103 824 61.8 412 20.6 10.3 824 6.18 4.12 2.06 1.03
4-acetil-aminofenol 105 84 63 42 21 10.5 8.4 6.3 42 2.1 1.05
Pentaclorofenol 99 79.2 594 39.6 19.8 9.9 7.92 5.94 3.96 1.98 0.99
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