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1. Introducción

Los fenoles y sus derivados constituyen un centro relevante de atención en

el estudio de la contaminación del medio ambiente y los alimentos, debido a su

toxicidad y su persistencia. La Agencia de Protección Medioambiental de los

Estados Unidos (USEPA) Considera once compuestos fenólicos como

contaminantes prioritarios: pentaclorofenol (PCF), 2,4,6-triclorofenol (2,4,6-TCF),

2,4-diclorofenol (2,4-OCF), 2-clorofenol (2-CF), fenol (F), 4,6-dinitro-2-metilfenol

(4,6-DN-2-MF), 2,4-dinitrofenol (2,4-DN F), 2-nitrofenol (2-NF), 4-nitrofenol (4-NF),

4-cloro-3-metilfenol (4-C-3-MF) y 2,4-dimetilfenol (2,4-DMF).

La presencia de estos compuestos en el medio ambiente es consecuencia,

en gran parte, de procesos industriales y agrícolas. Por otro lado, la importancia

que tienen estos fenoles para la salud humana, así como su posible presencia en

aguas, suelos y alimentos, hace que las cantidades máximas de fenoles estén

reguladas por la legislación de cada país. La Comunidad Europea (CE) establece,

como concentración máxima admisible (MAC) de fenoles en agua de consumo

humano, 0.1 g/L en contenido individual y 0.5 j.ig/L en contenido total, y en frutas

y verduras, las cantidades individuales son del orden de mg/kg.

Los clorofenoles son tóxicos a concentraciones por debajo de ggIL y también

son persistentes. El pentaclorofenol, además, produce modificaciones en los

cromosomas, acción que está relacionada con la oncogenia. Los nitrofenoles

pueden producir alteraciones del metabolismo, causando un agotamiento

completo de las proteínas. La intoxicación produce alteraciones en el esqueleto,

en el riñón y en el hígado.

Para la detección de estos compuestos es necesaria la utilización de

técnicas que ofrezcan alta sensibilidad y selectividad. Las más utilizadas son la

espectrofotometría, tras preconcentración selectiva con altos factores de

preconcentración, y la cromatografía acoplada a un detector muy selectivo, como

el espectrómetro de masas.
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1. Introducción

Dados los límites máximos de concentración establecidos por la ley y la falta

de selectividad de algunas de las técnicas anal¡ticas utilizadas para su

determinación, el desarrollo de etapas previas de preconcentración más

selectivas y con altos factores de preconcentración permitiría la determinación de

cloro- y nitrofenoles con técnicas menos selectivas, como la espectrofotometría

UV-VIS.

El presente trabajo se centra en el desarrollo de un método de

preconcentración basado en la retención de cloro- y nitrofenoles en una columna

de oxina inmovilizada en vidrio de poro controlado, y su elución con disolventes

compatibles con la determinación de dichos fenoles mediante cromatografía

líquida con detección UV-VIS o cromatografia de gases-espectrometría de masas.

Se estudiarán las condiciones óptimas de preconcentración y se buscarán

condiciones de máxima selectividad recurriendo al uso de la modificación de la

capacidad de retención de la oxina inmovilizada con ayuda de disoluciones de

hierro (III).
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2. Revisión Bibliográfica

2.1. GENERALIDADES SOBRE FENOLES

2.1.1. Características generales y estructuras

Los fenoles son compuestos aromáticos que contienen grupos hidroxilo

ligados directamente al anillo aromático y se clasifican en monohidrox!licos,

dihidroxílicos, trihidroxílicos, etc. según el número de grupos hidroxilo.

Generalmente los fenoles se nombran como derivados del miembro más

sencillo de la familia, que es el fenol. Algunas veces, los fenoles se denominan

hidroxicompuestos y los metilfenoles reciben el nombre especial de cresoles.

Los fenoles abundan en la naturaleza y sirven como intermediarios en la

síntesis industrial de productos tan diversos como adhesivos y antisépticos. Por

ejemplo el fenol mismo es un desinfectante general que se encuentra en el

alquitrán de hulla.

Por otra parte, los fenoles, como los alcoholes, contienen el grupo -OH,

teniendo estas familias algunas características semejantes. Sin embargo, tanto en

la preparación, como en las propiedades estos compuestos son bastante

diferentes, y es necesario clasificarlos en distintas familias.

Los fenoles son mucho más ácidos que los alcoholes y la consecuencia

práctica de esta acidez es que los fenoles son solubles en hidróxido de sódio

acuoso diluido. De este modo, con frecuencia es posible separar un componente

fenólica de una mezcla de compuestos por medio de una simple extracción con

disolvente acuoso básico y posterior reacidificación.

Como regía general, los fenoles con sustituyentes electráfilos son mas

ácidos, puesto que estabilizan el ion fenóxido al deslocalizar la carga negativa (1).

La estructura y abreviaturas de los once fenoles contaminantes prioritarios

se presenta en la figura 1 (2).
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2. Revisión Bibliográfica
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2. Revisión Bibliográfica

2.1.2. Origen y propiedades

La mayoría de los derivados fenólicos se obtienen a partir del fenol, el cual a

su vez se sintetiza a partir del benceno, consíderándose el fenol uno de los

principales compuestos aromáticos sintéticos. A partir del alquitrán de hulla se

obtienen fenol y metilfenoles, sin embargo, las reacciones de síntesis son la

principal fuente de producción.

Los métodos tradicionales de síntesis consisten en la fusión del

bencenosulfonato de sodio con álcali o en la hidrólisis del clorobenceno, conocido

como proceso Dow. Estos métodos están siendo sustituidos por uno más

moderno, cuyo procedimiento es el siguiente: el benceno se alquila con propileno

para dar cumeno (isopropilbenceno), siendo el mismo oxidado con aire a

hidroperáxido de cumeno; a su vez, éste se transforma en fenol y acetona con

ácido acuoso. La síntesis del fenol se presenta en la figura 2.

--e

CH3-C-OOH

H20/

CH3

A-

+ cH3-c~0
0H3

OH

Fenol Acetona

Hidroperóxido de Cumeno

Figura 2. Síntesis del fenol

Ciertos fenoles y sus éteres también pueden encontrarse en la naturaleza y

pueden aislarse de los aceites esenciales de varias plantas. Algunos de estos

fenoles como el eugenol, el isoeugenol, el anetol, la vainillina y el timol son

02A-

cH3- -H

CH3

cumeno
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responsables del olor del clavo, nuez moscada, anís, vainilla, tomillo y de la menta

(3).

Una cantidad importante de clorofenoles se obtiene a partir de los procesos

de cloración y se producen en la purificación de aguas residuales y en el blanqueo
del papel.

El cloro también se utiliza para evitar el crecimiento de algas y otros

organismos en las aguas de refrigeración de las centrales hidroeléctricas y

aunque los fenoles se encuentran en bajas concentraciones, tienen importancia

dado el gran volumen de agua tratada lo que conlíeva una liberación de grandes

cantidades de clorofenoles en el medio ambiente (4,5).

Los fenoles son compuestos con carácter ligeramente ácido, propiedad esta

que los distingue de los alcoholes. La mayoría de los fenoles son más ácidos que

el agua, lo que permite que hidróxidos alcalinos en disolución acuosa reaccionen

con ellos formando sales o iones fenóxidos, mientras que los ácidos minerales los

transforman de nuevo en fenoles. Los iones fenóxidos son más estables que los
propios fenoles debido al efecto neto de la resonancia del anillo aromático.

Los fenoles contaminantes prioritarios tienen características ácido-base, sin

embargo, su comportamiento depende del tipo y número de sustituyentes. Los

sustituyentes que atraen electrones, como halógenos o grupo nitro, aumentan la

acidez, mientras que los sustituyentes que los liberan, como los grupos metilo, la
disminuyen (3).

En la tabla 1 se presentan las constantes de acidez de los fenoles

contaminantes prioritarios (6).

8
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Tabla 1. Constantes de acidez de los fenoles contaminantes prioritarios.

Compuesto pKa

Pentaclorofenol 5.25

2,4,6-Triclorofenol 6.00

2,4-Diclorofenol 7.95

2-Clorofenol 8.48
Fenol 9.99

4,6-Dinitro-2-metilfenol 4.31
2,4-Dinitro-6-secbutilfenol 4.40
2,4-Dinitrofenol 3.94
2-Nitrofenol 7.23
4-Nitrofenol 7.08
4-Cloro-3-metilfenol 9.55
2,4-Dimetilfenol 10.58

Los fenoles más sencillos son líquidos o sólidos de bajo punto de fusión,

pero con puntos de ebullición bastante elevados, debido a la formación de

puentes de hidrógeno intermolecular.

Los fenoles generalmente son incoloros, sin embargo, el grupo nitro es

capaz de darles coloración. Los fenoles se oxidan con facilidad y es fácil

encontrarlos coloreados, por esta razón tienen que ser cuidadosamente
purificados.

La oxidación de los fenoles depende de la exposición a la luz y al aire, como

también de la presencia o ausencia de impurezas metálicas. La oxidación es un
proceso complelo, en el que influye en gran parte su propia estructura y la

mayoría de ellos dan lugar a derivados de difenilo o a quinonas, que son las

responsables de la c loración de estos compuestos (3).

La mayoría de los fenoles son poco solubles en agua y la solubilidad

disminuye cuando aumenta la fuerza iónica del medio.

9
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La solubilidad de fenol en agua es de 6.6%, probablemente por la formación

de puentes de hidrógeno. La mayoría de los otros fenoles son esencialmente

insolubles.

En la tabla 2 se presentan las propiedades físicas de los fenoles

contaminantes prioritarios (7).

Tabla 2. Propiedades físicas de los fenoles contaminantes prioritarios

Compuesto Peso
Molecular

Punto de
Fusión,

Punto de
Ebullición,

Densidad
Relativa

Solubilidad
en agua,
%(pfp)

PCF 266.34 191.0 310.0 1.978(2200) 20-25 mg/L

2,4,6-TCF 197,45 69.5 246.0 l.490(350C) PS.

2,4-DcF 163.00 45.0 210.0 - PS.

2-CF 128,56 9.0 174.9 1.2634(2000) 0.1

F 94.11 43.0 181.7 1.0722(2000) 6.6

4,6-DN-2-MF 198.13 83.0 - 85.0 - - 128 mg/L

2,4-DNF 184.11 115.0-116.0 8.0 1.6830(2400) 0.033

2-NF 139.11 45.3-45.7 216.0 1.2942(4000) 0.108

4-NF 139.11 114.9-115.6 279.0(SD) 1.4790(2000> 1.16

4-0-3-MF 142.59 66.0-68.0 235.0 - PS.

2,4-DMF 122.17 27.0-28.0 210.0 1.5420(1400) PS.

PS. = poco soluble

5 = sublima

D = descompone

lo
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2.1.3. Reactividad y estabilidad

A parte de la acidez, la propiedad química más notable de los fenoles es la

reactividad, bastante elevada, del anillo en reacciones que implican sustitución

electrofílica, s¡endo posible formar una gran variedad de complejos moleculares

con bases orgánicas, con ácidos e iones orgánicos e inorgánicos (3).

El 2,4-dinitrofenol con el ácido nítrico concentrado produce una oxidación

extensa convirtiendo el 2,4-dinitrofenol en 2,4,6-trinitrofenol, conocido como ácido

pícrico. Con ácido nítrico diluido y a baja temperatura se obtienen dos

monofenoles, el 2-nitrofenol y 4-nitrofenol. Figuras 3 y 4.

NO2 FINO3

H2S04

QN
NO2

2,4-Dinitrofenol 2,4,6-Trinitrofenol

Figura 3. Reacción de 2,4-dinitrofenol con ácido nítrico concentrado

NO2

II
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HNO3 ,diluido
y

20
0C

NO
2

OH

+
A-

NO2

2-Nitrofenol 4-Nitrofenol

Figura 4. Reacción de fenol con ácido nítrico diluido

2.1.4. Toxicidad

La toxicidad del fenol y sus derivados es conocida

debido a su utilización como desinfectante (8).

desde hace muchos ar’ios,

El fenol se detecta en agua por su olor y sabor. Realini, determinó fenoles en

agua en el intervalo de concentración de 0.01-0.1 mg/L (2). Sin embargo,

actualmente se determinan fenoles en agua a niveles más bajos de concentración

(<1 p.g/L) (9).

Los fenoles, principalmente los clorofenoles son tóxicos a concentraciones

por debajo de gg/L y también son persistentes. Por esta razón, numerosos

compuestos fenólicos son objeto de interés en la legislación de la Comunidad

Europea (CE) 76/464 (10).

Por otro lado, la Agencia de Protección Medioambiental de los Estados

Unidos (USEPA> considera once fenoles contaminantes prioritarios (11,12>.

II

Fenol
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Entre los efectos de los fenoles sobre los seres vivos hay que destacar las

modificaciones que produce en los cromosomas; esta acción está relacionada con

la oncogenia. En general se ha encontrado una baja toxicidad oral de los

clorofenoles en organismos animales (13), con excepción del pentaclorofenol

cuya toxicidad y oncogenicidad se deben a la frecuente contaminación con

dioxina (14) y fenoxifenoles (15). Pero cuando se purifica cuidadosamente,

solamente hay un pequeño efecto mutagénico en células de mamífero (16).

Banerjee y colaboradores comprueban que el aumento de la toxicidad de los

clorofenoles, esta con relación al número de sustituyentes de cloro, se relaciona

con la difícil biodegradación de estos compuestos, atribuyendo a sus propiedades

lipofílicas la difícil degradación de los mismos (17,18).

Schultz y Riggin, encuentran una gran correlación entre la toxicidad de los

alquilfenoles y fenoles halogenados, con el coeficiente de partición n-

octanoí/agua, concluyendo que los fenoles con sustituyentes dadores de

electrones, como los grupos alquilo, son menos tóxicos que aquellos con

sustituyentes aceptores de electrones, como los halógenos (19).

Con relación a los nitrofenoles la toxicidad decrece al aumentar el grado de

nitrosustitución. Los nitrofenoles y metilnitrofenoles, contaminantes secundarios

en el aire se encuentran en concentraciones de 1 — 100 nmoí/L en el agua de

lluvia. Se observaron concentraciones más altas para el 4,6-dinitro-2-metilfenol, 4-

nitro-3-metilfenol y 4-nitrofenol. En suelos, las concentraciones disminuyen debido

a los procesos de absorción y degradación por microorganismos, predominando

las formas orto (o-) de este tipo de contaminantes.

El transporte de los pesticidas fenólicos ocurre en fase de vapor y como

partículas en suspención; este mecanismo es el responsable de la contaminación

por estas sustancias de aguas superficiales y subterráneas (20).

El herbicida 2,4-dinitro-6-secbutilfenol, conocido como dinoseb, produce

alteraciones en el esqueleto y afecta al riñón (21).

Es importante señalar el efecto para la salud humana de la presencia de

clorofenoles en agua, pues estos compuestos se producen por acción del cloro,

13
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sobre la materia orgánica presente en disolución, durante los procesos de

cloración.

Muchos fenoles son objeto de legislación tanto en el tipo, como en la

cantidad. La directiva 80/778/EEC de la Comunidad Europea (CE) especifica 0.5

¡.jg/L de fenoles totales, como Concentración Máxima Admisible (MAC) en agua

para consumo humano, excluyendo aquellos fenoles que no reaccionan con el

cloro (C12) ó 0.1 ag/L para los compuestos individuales (22).

2.1.5. Aplicaciones

Los fenoles son compuestos de gran interés industrial debido a la diversidad

de aplicaciones y por eso aumenta el riesgo de que estos compuestos se

dispersen en el medio ambiente.

Los principales usos de los fenoles y derivados son (23, 24):

• Conservantes de la madera: se utiliza el pentaclorofenol por su acción

fungicida, así como el 4-cloro-3-metilfenol.

• Plásticos, resinas y plastificantes: el fenol y sus derivados sencillos se

usan para la fabricación de resinas de fenol-formaldehído para

revestimentos y como agentes de unión de productos laminados. Los

metilfenoles se utilizan para la fabricación del fosfato tricrisélico, que es

un plastificante útil para el acetato de celulosa, la nitrocelulosa, la

etilcelulosa y los plásticos de vinilo.

• Colorantes: por formación de complejos en la reacción de copulación

entre un fenol y otro compuesto aromático.

• Detergentes: se usan los fenoles en la fabricación de detergentes por que

ellos mismos tienen actividad superficial.
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• Desinfectantes: la actividad desinfectante de un fenol es debido a su

acción superficial y coagulante. El 2-clorofenol ha sido utilizado para evitar

el desarrollo de hongos.

• Medicamentos, perfumes y sabores: la fenolftaleina es derivada del fenol.

El ácido acetil salicílico deriva del fenol por la síntesis de Kolbe para

fabricación de la aspirina. El salicilato de metilo y otros ésteres del ácido

salicílico se usan como saborizantes y perfumes.

• Fotografía: algunos aminofenoles son reveladores fotográficos, el 2,4-

dinitrofenol se usa como intermedio del nitroaminofenol y del

d ia minofenol.

• Explosivos: algunos fenoles tienen propiedades detonantes, como el

2,4,6-trinitrofenol, conocido como ácido pícrico y el diazonitrofenol.

• Tratamiento de caucho: los metilfenoles butilados son estabilizadores y

antioxidantes útiles del caucho.

• Taninos sintéticos, lubrificantes y numerosas síntesis orgánicas. El 2,4-

diclorofenol se usa como intermedio en la producción del ácido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D> por reacción de su sal de sodio con la del

ácido cloroacético.

• El 2-nitrofenol se usa en la preparación de 2-aminofenol y del 2-nitroanisol

y de ciertos tintes.

15



2. Revisión Bibliográfica

2.2. REVISIÓN DE LOS MÉTODOSANALÍTICOS MÁSRELEVANTESPARA

LA DETERMINACIÓN DE FENOLES

Con relación a los métodos analíticos más relevantes para la

determinación de los fenoles, se destacan la espectrofotometría ultravioleta-

visible, cromatografía líquida de alta eficacia y cromatografía de gases.

2.2.1. Métodos espectrofotamétricos en ultravioleta-visible (UV-VIS)

Los fenoles por su reactividad química pueden tener una gran variedad de

reacciones de interés para su análisis por espectrofotometría.

En general, mediante la espectrofotometría se determina la cantidad total

de compuestos fenólicos presentes en la muestra, pero sin hacer distinción entre

los diferentes tipos de fenoles.

Las reacciones más corrientes son las de copulación que generan

colorantes azoicos intensamente coloreados y que son fácilmente analizables en

el espectro visible. El desarrollo del color, la sensibilidad, la reactividad y la

longitud de onda del máximo de absorción, dependen de factores tales como el

pH, temperatura, disolvente, reactivo diazotado empleado, naturaleza y posición

de los sustituyentes en el anillo aromático.

Mohíer y Jacob hacen un estudio de cinco métodos espectrofotométricos

para la determinación de bajas concentraciones de fenoles en aguas residuales y

potables. Los cinco métodos utilizados son: Gibbs, nitrosofenol, 4-aminoantipirina

(4-AAP), ultravioleta e infrarrojo. El método de la 4-AAP es el más rápido, preciso

y exacto. Sin embargo, estos métodos, excepto los que utilizan la absorción que

presentan estos compuestos en el zona de ultravioleta e infrarrojo, son

insensibles a aquellos fenoles sustituidos en la posición para- del anillo aromático

por tener desactivada la posición tanto para las reacciones de copulación, como

para las de condensación (25).
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Los métodos espectrofotométricos en la zona del ultravioleta se basan en

el desplazamiento batocrómico que tiene la longitud de onda máxima Q. máx) de

absorción de los fenoles en disolución alcalina, lo que permite la eliminación de

muchas interferencias (26). Se han realizado determinaciones al nivel de mg/L

con posibilidad de determinar concentraciones al nivel de gglL (27, 28).

Pero, la determinación de fenoles al nivel de ~ig/Lpor espectrofotometría

ultravioleta-visible de forma directa es difícil debido a la baja absortividad molar de

estos compuestos.

La determinación de pentaclorofenol en muestras de madera y cuero en el

intervalo de concentración de 1-40 mg/L ha sido llevada a cabo con

recuperaciones superiores al 98%, mediante extracción sólido-líquido (29).

Bosch, Font y Mañes hacen la determinación de fenoles en aguas natural

y residual, por formación de compuestos halogenados que presentan mayor

absortividad molar y esto ha permitido detectar cantidades del orden de ~~g1L(30).

Norwitz, Bardsley y Keliher estudiaron la influencia de ion sulfito (SO?) y

cloruro de sodio (NaCí) en las reacciones con 4-aminoantipirina (31, 32>.

Koch y colaboradores llevan a cabo la determinación de fenoles usando el

complejo de hierro-EDTA (Fe-EDTA) (33).

León González y colaboradores, llevan a cabo la determinación

simultanea del 2-nitrofenol y 4-nitrofenol en zumos de naranja y manzana. El

análisis está basada en la formación y extracción de pares iónicos, usando el

nitrato de tetrabutilamonio y detección con espectrofotómetro de fotodiodos

integrados. El límite de detección para los dos nitrofenoles fue de 0.03 mg/L (34).

Norwitz, Nataro y Keliher estudiaron 42 compuestos fenólicos através de

destilación semimicro y usando la espectrofotometría ultravioleta. En este estudio

incluyeron los fenoles contaminantes prioritarios, con excepción del

pentaclorofenol, 4,6-dinitro-2-metilfenol y 4-cloro-3-metilfenol (35>.

Romero y colaboradores han realizado la determinación de fenoles a

través de diazotación con 2,4,6-trimetilanilina en medio micelar, observando un
límite de detección del orden de 0.2 - 4.6 mM, con una repetibilidad del orden de

17



2. Revisión Bibliográfica

2% (36). Otros reactivos utilizados son la 0-toluidina (37), la bendicina (38> y las

sales de amonio cuaternario (34, 39 - 41).

Navarro Villoslada y colaboradores hacen la determinación de fenoles

individuales mediante la aplicación de métodos de análisis multicomponente como

la regresión linear multiple de mínimos cuadrados (39 - 41).

Igualmente, Cladera y colaboradores determinan fenoles mediante

análisis multicomponente (42).

Liu y Yu llevan a cabo un estudio de los aspectos de la aplicación del
denominado Filtro de Kalman para el análisis espectrofotométilco
multicomponente (43). También Pérez Arribas y colaboradores usan el Filtro de

Kalman para la calibración multicomponente en un sistema real y su comparación
con métodos de calibración de componentes puros (44).

Dentro del análisis multicomponente se destaca la comparación de cinco

métodos de calibración multivariante llevado a cabo por Navarro Villoslada y

colaboradores para la determinación de cuatro clorofenoles (45).

Navarro Villoslada y colaboradores hacen un estudio comparativo de tres

métodos de análisis multicomponente: regresión de mínimos cuadrados, Filtro de

Kalman y regresión parcial de mínimos cuadrados, para la determinación de cinco

clorofenoles contaminantes prioritarios en agua de grifo, mediante un sistema FíA
(Análisis de Inyección en Flujo) con extracción liquido-líquido. Los clorofenoles

son preconcentrados en una resma XAD-4, siendo determinados a niveles de gg/L

(46).

Velasco y colaboradores, también determinan clorofenoles utilizando el

Filtro de Kalman y análisis multicomponente (47).

Verdú Andrés y colaboradores mediante la utilización del método de las

adiciones estándar, determinan un fenol en presencia de otros dos en mezclas

ternarias comparando estos dos últimos como interferentes y obteniendo

resultados comparables a los obtenidos utilizando una regresión lineal múltiple

(48).
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Montero Escolar y colaboradores llevan a cabo la determinación de

nitrofenoles y clorofenoles, los cuales son previamente preconcentrados en una

colummna rellena de oxina inmovilizada en vidrio de poro controlado (CPG> al

nivel de 1.0 mg/L (49).

Moreno Roman y colaboradores han propuesto un sistema en continuo

para la determinación de pentaclorofenol en una columna rellena de oxina

inmovilizada en CPG. El límite de detección fue de 2.5 gg, siendo el factor de

preconcentración de 250 veces (50).

En la tabla 3 se presentan algunas características de los métodos para la

determinación de fenoles por espectrofotometría ultravioleta-visible.
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Tabla 3. Análisis de fenoles por espectrofotometría Uy-VIS

Linealidad

1 - 40 mg/L

8- 160 mg/L

0.1 - l2mg/L

40 - 70~tg/L

2 - 2Omg/L

O - 200 pgIL

0.04 - 0.25 .tg/L

Muestra

madera

aguas

zumo de fruta

medicamento

aire

agua de grifo

aguas

Observaciones

L.D.< ¡.tg/L

Derivada

L.D. = 1.lgL

L.D. = 0.O3mg/L

Destilación

LO. = 0.2-4.6mM

Análisis
Multicomponente

calibración
Multivariante

FíA

X= longitud de onda

L.D.= límite de detección

PCF= pentaclorofenol

TMA= 2,4,6-trimetilanilina

NF= nitrofenoles

Ref. = referencia

4-AAP = 4-aminoantipirina

CF= clorofenoles

IBA = tetrabutilamonio

FíA = análisis de inyección en flujo

Reactivo

4-AAP

Br/l

TBA

2,4,6-TMA

Bendicina

TBA

TBA

Analito

Fenoles

P~F

Fenoles

NF

Fenoles

Fenoles

NF

CF

CF

PCF

2~, nm

270 - 320

297 - 304

223

260 y 410

270-320

380 - 500

535

250 - 260

200 - 430

302

Ref.

27

29

30

34

35

36

38

41

46

50
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2.2.2. Métodos cromatográficas

Los métodos cromatográficos permiten la determinación individual de

cada fenol y en general son más sensibles y selectivos que la espectrofotometría

ultravioleta-visible. Dentro de los métodos cromatográficos se utilizan con más

frecuencia la cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) y cromatografía de

gases (CG).

2.2.2.1. Cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC)

La cromatografía líquida de alta eficacia se ha utilizado con gran

profusión para el análisis de compuestos fenólicos. La mayoría de las

aplicaciones se han llevado a cabo para la determinación de fenoles en agua (51 -

55>. Pero, hay otras aplicaciones en muestras como madera (56), residuo de

explosivo (57) y orina humana (58).

La cromatografía líquida de alta eficacia se utiliza para la determinación

de mezclas complejas de fenoles, pero dado que la concentración de algunas

muestras son bajas es necesario llevar a cabo una etapa ya sea de extracción en

fase sólida (59 -61), extracción líquido-líquido (62, 63) o destilación (64).

Se han utilizado varias fases estacionarias, sin embargo las que han dado

mejores resultados son las fases ligadas en cromatografía de fase inversa (65 -

67) y otras poco utilizadas de fase normal (68, 69).

Con relación a las fases móviles en isocrático o gradiente, las más usadas

son las que utilizan el metanol y/o acetonitrilo (51, 52, 54, 59), siendo a veces

necesario añadir acetato amonico (56, 66) o ácido acético (70), dado el carácter

ácido de los fenoles, ya que la utilización de disoluciones reguladoras disminuyen

el ensanchamiento de las bandas. Algunos autores han utilizado también la

formación de pares iónicos (67, 71>.
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Con relación a los detectores, el más utilizado es el detector ultravioleta-

visible, por su respuesta selectiva a 254 nm y 280 nm (72 - 77), pero hay trabajos

en que se determina el pentaclorofenol a 302 nm (53, 59, 72) y a 310 nm (55, 73,

78).

Polo Díez y colaboradores han separado también mezclas de los fenoles

contaminates prioritarios usando el detector ultravioleta-visible, variando la
longitud de onda en cada caso (66).

Para la determinación de cloro- y nitrofenoles, incluyendo el 2,4-dinitro-6-

secbutiífenol, también se ha usado el detector ultravioleta-visible (75>.

También se han utilizado detectores electroquímicos (60, 61, 78),

culombimetrico (79> y de espectrofotometría de diodos integrados (53, 54, 59).

La cromatografía líquida permite la determinación de fenoles a bajas

concentraciones, siendo posible disminuir los límites de detección a niveles de

ggIL e incluso a niveles de ng/L.

Di Corcia, Marchese y Samperi llevan a cabo la determinación selectiva

de fenoles en agua, alcanzando límites de detección entre 0.2 - 2.0 MQIL (52).

Puig y Barceló hacen la determinación de los fenoles contaminantes

prioritarios, también en agua a niveles entre 0.1 - 5.0 ggIL (55).

Cardeílicchio y colaboradores determinan diversos compuestos fenólicos
en agua de mar y sedimentos marinos, con límites de detección a niveles de

ng/L, dependiendo del tipo de fenol (61).

En los últimos años, se han utilizado diversos métodos matemáticos y

diseños experimentales para optimizar las condiciones de separación e
identificación de los fenoles a través de la cromatografía líquida en fase inversa.

La fase móvil es el parámetro que más se optimiza, tanto en elución socrática
(54, 57) como en gradiente (61, 80>.

Chee y colaboradores llevan a cabo un estudio para la optimización de

parámetros para la separación de los fenoles contaminantes prioritarios, usando

un diseño factorial fraccionado, llamado matriz de diseño ortogonal (OAD) (81>.
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Por otra parte, Markowski y colaboradores hacen una simulación por

ordenador, para la optimización de la separación de fenoles contaminantes
prioritarios, con excepción del 4 ,6-dinitro-2-metilfenol y 2-nitrofenol (62).

En la tabla 4 se presentan las características y aplicaciones de los

métodos usuales de determinación de fenoles por cromatografía líquida de alta

eficacia.
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Tabla 4. Análisis de fenoles por cromatografía líquida de alta eficacia

F. E.

LC-18

Spherisorb
ODS-2

Hypersil e-ls

Pecosphere
0-16

Spheriscrb
ODS-2

Lichospher
RP-18

Supeico
RP-CS

Spherisorb
ODS-2

Nucleosil C-l 8

HP ODS-2

Spherisorb
ODS-2
LO-IB

Waters 0-18

F.M.

CH2Ci2-MeOH

MeOH-AcH

MeOH-ACN-AcH

MeOH-H20-AcH

MeOH-AcH

MeOH-ACN

ACN-AcH

AcH-MeOH

NISAc-ACN-
MeO H

AcH-MeOH

AcH-MeOH

MeOH-H20

MeOH-ACN

Det.

uy

uy

uy

uy

uy

so

UVIEQ

uy

uy

uy

uy

uy

UV/EQ

Muestra
agua río,
potable

agua río,

grifo
agua río,
potable

Orina

agua río,
grifo

agua mar

agua mar

agua rio

Aguas

Aguas

Past icida

agua río

Obs.

LO. ‘c0.lig/L

L.D.= 65-lOOng/L

L.D. 0.5-lmg/L

LOs O.1-2pg/L

LO c0.51gIL

L.D. ng/L

LO. <O.Spg/L

Lineahdad~5-
SOmg/L

Linealidad:1-
¡ 2OpgIL

L.D. cpg/L

LO. c 1.Ong/L

FE. = fase estacionária

Det. = detector

Ref. = referencia

L.D. = limite de detección

EQ = electroquímico

MeOH = metanol

NF = nitrofenoles

F.M. = fase móvil

Obs. = observaciones

FCP = fenoles contaminantes prioritarios

UV=ultravioleta-visible

ACN = acetonitrilo

AcH = ácido acético

NH4Ac = acetato amónico

Analito

Fenoles

FCP

FOP

Fenoles

FCP

Fenoles

Fenoles

Fenoles

FCP

F~P

FO’

NF

FCP

Ref.

52

53

55

56

59

60

61

63

66

70

72

75

78
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2.2.2.2. Cromatografía de gases <GO)

La cromatografía de gases es una técnica bastante utilizada para el

análisis de los fenoles, debido a la eficacia en la separación, rapidez del análisis y

sensibilidad. Aunque la mayoría de los fenoles presentan alta polaridad y baja
presión de vapor, circunstancias que dificultan su análisis, hay muchos métodos

para su determinación por cromatografía de gases.

Los fenoles más volátiles y de bajo peso molecular pueden ser separados

por cromatografía de gases sin pretratamiento. Sin embargo, para la separación

de los polifenoles se requiere la formación de un derivado. Debido a las bajas

concentraciones en que se encuentran los fenoles en distintas muestras,
principalmente en agua, se utiliza para su determinación principalmente la
extracción líquido-líquido (83 - 85> y la extracción en fase sólida (83, 86, 87>.

Actualmente se ha comenzado a utilizar Ca microextracción en fase sólida para

estos tipos de compuestos (88 - 90).

Las características cromatográficas de los fenoles se pueden mejorar

haciendo un paso previo a la detección, mediante la formación de derivados

volátiles. Los derivados presentan una menor polaridad y reactividad, por eso

tienen mejores características cromatográficas que los propios fenoles. La
acetilación con anhídrido acético (91 - 94) es el tipo de derivatización más usada
para los fenoles. Pero también se utilizan otros reactivos, cloruro de

pentafluorobenzoilo (95, 96), bromuro de pentafluorobenzoilo <97> y derivados de

éteres (98, 99).

Con relación a la fase estacionaria, hay una gran variedad de columnas,

como se observa en la revisión hecha por Bosch Reig y colaboradores (100>.
Actualmente la mayoría de los métodos utilizan columnas capilares,

principalmente las de sílice fundida que poseen mayor inercia química,
permitiendo separar los fenoles más ácidos (83, 90, 94, 101 - 108). Otros métodos

utilizan columnas empaquetadas (99, 109,110).
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Williams y colaboradores hacen un estudio de vários compuestos

fenólicos y demuestran que las columnas con una menor polaridad presentan

mayor eficacia que las columnas de más polaridad (111).

En relación a los detectores los más utilizados son detector de ionización

de llama (FID) (84, 86), detector de captura electrónica (ECD) (85, 93) y detector
de espectrometría de masas (MS) (83, 89, 91>. Los métodos analíticos oficiales

USEPA 604 y 625, utilizan para la determinación de fenoles por cromatografía de

gases los detectores de ionización de llama, de captura electrónica o
espectrometría de masas (112>. Pero, también se han utilizado otros detectores

como el de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (ETIR> (92>,
detector de nitrógeno-fósforo (NPD> (113) y detector de emisión atómica (AED)

(94).

Recientemente han aparecido revisiones bibliográficas sobre análisis de

fenoles en agua y se detallan las condiciones utilizadas en cromatografía de

gases (114 - 116). La determinación de fenoles por cromatografía de gases se

utiliza no solamente en muestras de agua (85, 92, 94), sino también en muestras

de humo de cigarrillo (89), orina (99) y aire (93). De un modo general, mediante la

derivatización se pueden determinar fenoles al nivel de gg/L, debido al aumento

de la sensibilidad y a la mayor recuperación con que se pueden extraer los
derivados fenólicos. Rodríguez y colaboradores llevan a cabo la separación de

clorofenoles en agua con límite de detección de 0.5 ng/mL (94). Lee y

colaboradores determinan compuestos fenólicos en suelo con límite de detección

de 0.1 pg/L (90>.

En la Tabla 5 se presentan algunas características y aspectos

instrumentales de los métodos de separación y determinación de fenoles por

cromatografía de gases.
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Tabla 5. Análisis de fenoles por cromatografía de gases

E. E.

08-5

SBP-1

PTE-5

HP OB-5 MS

06-5

HP-5
BP-5

08-225
DB-5

OV-17

06-1
Dexail 300

OV-21 O

HP-1
06-5

Detector

ECO

¡ RO

FíO

MS

MS
MS

FTI R

ECO

AED
ECO

ECO
MS

ECO

FíO

FíO

Muestra

agua

agua

agua

Cigarro

Suelo
orina
agua

potable
aire
agua

agua
residual

agua
natural
agua

ovina
agua

Agua

Der.

acetilación

metilación

acetilación

acetilación

acetilación
acetflación

PFBr

PFEz
metilación

metilación

acetilación

Observaciones

extracción L-L

extracción ES

microextracción FS

microextracción FS

L.O. = 0.lpg/L

L.D =1 1-159ng/mg
LO. = 0.lpg/mL

LO. = 1 nglm3
LO. = 0.5 nglmL

hidrólisis

LO. 0.1ug/L
extracción L-L
LO. = 1¡igIL

Extracción PS

Extracción FS

FE. = fase estacionaria

L.D. = límite de detección

MS = detector de espectrometría de masas

AED = detector de emisión atómica

FID detector de ionización de llama

PFBz = pentafluorobencilación

ECO = detector de captura electrónica

FCP = fenoles contaminantes prioritarios

FTIR = espectroscopia infrarroja con transformada

CF=

FS =

L-L=

Der.

clorofenoles

fase sólida

líquido-liquido

= derivatización

Reí = referencia

NF = nitrofenoles

PCF = pentaclorofenol

de Fourier

Analito

NF

Fenoles

Fenoles

Fenoles

CF

CF
Fenoles

CF
CF

PCF

CF
PCF
PCF
Fenoles

FCP

Ref.

SS

86

88

89

90

91
92

93
94

95

97

98
99

101

103
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2.2.2.3. Otros métodos cromatográficos

Además de la cromatografía líquida de alta eficacia y cromatografía de

gases, se utilizan la cromatografía de fluidos supercríticos para la determinación
de fenoles. La cromatografía de fluidos supercríticos es una técnica

cromatográfica que utiliza CO2 superoritico como fase móvil. Un fluido supercrítico

posee propiedades intermedias entre las de un gas y un líquido.

Ong, Lee y Li llevan a cabo la separación de los once fenoles

contaminantes prioritarios, usando como fase móvil una mezcla de dióxido de

carbono (CO2) y clorodifluorometano como fluido supercrítico y una columna
capilar de sílice-fundida, con detección ultravioleta-visible. Los limites de

detección fueron entre 0.01 - 3.80 mg/L para los once fenoles (117). La utilización

de clorodifluorometano reduce los tiempos de retención de los fenoles y aumenta
la sensibilidad, comparando con la utilización de CO2 puro (118).

Dressmann y colaboradores llevan a cabo la determinación de fenoles

utilizando CO2 modificado con metanol y detección electroquímica, alcanzando
límites de detección entre 0.72-80 ng (119).

Reighard y Olesik hacen la separacción de fenoles contaminantes

prioritarios y nitroaromáticos, haciendo una comparación entre el CO2 en estado

supercrítico y CO2 modificado con metanol (120). Hay trabajos que estudian el

efecto de la presión, temperatura, modificador y concentración del modificador,

para diferentes compuestos fenólicos usando el CO2 como fluido supercrítico

(121>.
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2.2.3. Métodos automáticos

Los métodos automáticos son aquellos que usan sistemas en los que se

incorpora un elemento que no requiere la decisión de un operador. Los principales

objetivos que se desean obtener con los procesos automáticos son: procesar un
número elevado de muestras, determinar varios componentes de una muestra,

disminuir la intervención del operador para evitar errores, disminuir el consumo de

muestra y reactivos, reduciendo así los costos del análisis. Por eso, el impacto de

la automatización sobre la productividad en un laboratorio analítico es evidente

por si mismo (122>.

Pocurulí y colaboradores llevan a cabo la automatización para

preconcentrar y separar los once fenoles contaminantes prioritarios en agua de río

y de consumo. La preconcentración se realiza en línea con una precolumna del
copolímero estireno-divinilbenceno (PLRP-S> y adición del reactivo bromuro de

tetrabutilamonio (TBA) como par iónico. La separación de los fenoles se realizó

con una columna Spherisorb ODS-2 con fase móvil metanol - agua. Se han

utilizado tanto el detector electroquímico (123> como los detectores ultravioleta-
visible y electroquímico (124).

Slobodnik y colaboradores automatizan el análisis de pesticidas fenólicos

por cromatografía líquida en varias muestras de agua; entre los analitos se

incluyen el pentaclorofenol y 2,4-dinitro-6-secbutilfenol (125), así como 2-

nitrofenol y 2,4-dinitro-6-secbutilfenol (126); la preconcentración se lleva a cabo

en linea, se utiliza la elución con gradiente y detector espectrofotómetro de

fotodiodos integrados. Los limites de detección fueron del orden de 0.1 gg/L.

Lamprecht y Huber llevan a cabo la separación de los once fenoles

contaminantes prioritarios en muestras de agua superficial y potable, usando la

cromatografía líquida de alta eficacia con reacción de derivatización en linea. Los

fenoles son concentrados por extracción líquido-líquido con diclorometano y

después se evapora el disolvente orgánico. Para la separación se utilizó una

columna de octadecilsilano con un gradiente agua-acetonitrilo. Inicialmente se

detectan los dinitrofenoles mediante espectrofotometría ultravioleta-visible,
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seguido por la oxidación de los fenoles con cerio (IV) en un reactor de flujo tubular

y detección fluorescente (127).

Nielen y colaboradores describen la determinación de fenoles en agua de

río y grifo a bajas concentraciones del orden de 10 gg/mL por cromatografía

líquida con una precolumna de preconcentración en línea, empaquetada con el

copolímero estireno-divinilbenceno (PRP1). La separación se realiza con una
columna analítica CP-Spher e-la y la detección es fluorescente (128>.

Dado que hay varios grados de automatización, citaremos algunas

determinaciones de fenoles por análisis de inyección en flujo (FíA), pues los
mismos son considerados semi-automáticos, o sea hay etapas que no requieren

la intervención del operador.

Kwade, Voigtlánder y Cammann llevan a cabo la preparación y

determinación de fenoles en linea mediante análisis en flujo. Los fenoles

reaccionan con la 4-aminoantipirina, produciendo la subsecuente oxidación de la
imina. La imina es extraída con cloroformo y la absorción se mide en el

espectrofotómetro. El límite de detección es de 0.01 mg/L (129).

Gonzalo y colaboradores determinan fenoles por análisis de inyección en

flujo en muestras de keroseno y nafta. El método se basa en la reacción de los

fenoles con 4-aminoantipirina en presencia de un agente oxidante (K2S208>,

usando una membrana de silicona para la extracción y separación de los fenoles.
La detección se lleva a cabo mediante espectrofotometría ultravioleta-visible

(130).

Brouwer y Brinkman llevan a cabo la determinación en linea de

clorofenoles y nitrofenoles por cromatografía líquida en aguas superficiales

usando elución en gradiente y detección con un espectrofotómetro de fotodiodos

integrados con límite de detección a niveles de gg/L (131>.

Brouwer y colaboradores hacen un estudio en linea para la determinación

por cromatografía líquida de contaminantes polares en agua de grifo, incluyendo

el 2-nitrofenol y pentaclorofenol. El sistema utiliza para la preconcentración

precolumna empaquetada con el polímero estireno-divinilbenceno (PLRP-S). La
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detección se lleva a cabo con espectrofotometría ultravioleta-visible, con límite de

detección a niveles de 4g/L (132>.

2.2.4. Otros métodos analíticos

Además de los métodos citados, hay otros que también se han aplicado

para el análisis de los fenoles.

Dennison, Hall y Turner preparan un microbiosensor capaz de medir bajos
niveles de vapor de fenol y se basa en la enzima polifenoloxidasa o tirosinasa, la

cual cataliza la oxidación de los fenoles a catecol y después a quinona. Las

medidas se llevan a cabo en un analizador electroquímico y el límite de detección
depende de la humedad relativa y del tiempo de exposición del vapor de fenol.

Con 40% de humedad relativa, el límite de detección fue de 29 ggfmL de fenol,

para una exposición de 100 segundos (133>.

Wang y colaboradores usan un biosensor amperométrico para determinar

fenoles basado en un nuevo biocomposite, mediante la incorporación de la

enzima tirosinasa en la resma de grafito-epóxido. Los fenoles fueron analizados

en flujo a una velocidad de 50 muestras por hora, con un límite de detección 1.0 x
10~ mol/L (134).

Wang y Li utilizan técnicas electroanaliticas para el análisis de fenoles

como la polarografía, voltamperometría, valoración culombimétrica y

potenciométrica, usando diversos electrodos (135).

Guijarro y colaboradores llevan a cabo la determinación de 3-nitrofenol

mediante voltamperometría con un electrodo del polímero de 3-metiltiofeno
recubierto con carbón vitrificado (136).

La cromatografía electrocinética en medio micelar se basa en la

separación de los distintos compuestos por aplicación de un campo eléctrico entre
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los extremos de la columna. Para favorecer el paso de la corriente se utilizan
disoluciones reguladoras y la separación de los compuestos depende de la

magnitud y signo de la carga, tamaño de la molécula, propiedades adsorbentes
del soporte, voltaje aplicado e intensidad de corriente.

Terabe y colaboradores llevan a cabo la separación de fenoles por

cromatografía electrocinética en medio micelar usando una columna capilar de
sílice con una disolución micelar de dodecilsulfonato sódico y utilizando el tampón

fosfato-borato de pH 7. La separación se realiza con detección ultravioleta-visible

(137>.

Otsuka y colaboradores también hacen un estudio de la separación de

clorofenoles por cromatografía en medio micelar, utilizando columna de sílice

fundida rellena con una disolución de dodecilsulfonato sódico O.07M a pH 7, con

detección ultravioleta-visible (138>.

Lin y Lin hacen un estudio de la separación de diclorofenoles usando

cartuchos capilares de sílice-fundida, disolución micelar de dodecilsufonato sódico
y tampón fosfato-borato. Se estudia la variación de la movilidad de un analito en

función del pH de la disolución tampón. La detección se lleva a cabo con detector

ultravioleta-visible (139).

La electroforesis capilar es una técnica que ha sido desarrollada durante
los últimos años para el análisis de los fenoles. Turnes y colaboradores estudian

la determinación de pentaclorofenol en muestras de agua a niveles de ng/L (140).

Li y Locke llevan a cabo el estudio de la influencia del pH, concentración de la

disolución reguladora, voltaje aplicado y cantidad de muestra inyectada, para la
determinación de fenoles contaminantes prioritarios a niveles de mg/L por

electroforesis capilar (141>. Martínez y colaboradores hacen la separación de los

fenoles contaminantes prioritarios, usando la electroforesis capilar con detección
espectrofotométrica ultravioleta-visible (9>.

Por otra parte, se destaca el desarrollo de inmunoensayos para la

determinación de pentaclorofenol en muestras de agua con un límite de detección

entre 30 y 40 ggfL (142>.
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Se estudia un método de detección selectivo de impurezas de fenol en

agua basado en un proceso de ablación e ionización mediante un láser y posterior

detección con espectrometría de masas (MS>, alcanzando un límite de detección

de 0.1 gg/L (143).
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2.3. REVISIÓN DE LOS MÉTODOS DE EXTRACCIÓN Y

PRECONCENTRACIÓN DE FENOLES

2.3.1. Introducción

Cuando el contenido de fenoles de la muestra se encuentra por debajo

del límite de detección es necesario la utilización de métodos de preconcentración

previos al análisis. De ésta manera se consigue de una forma indirecta aumentar
la sensibilidad del método y además permite eliminar interferentes, obteniéndose

un aumento de la selectividad en la determinación de los analitos.

Los métodos más utilizados para la extracción y preconcentración de

fenoles son la extracción líquido-líquido, la extracción en fase sólida, la extracción

supercrítica y la destilación.

2.3.2. Métodos de extracción en fase sólida

En la extracción en fase sólida los analitos tienen afinidad por una fase

sólida o por una fase líquida ligada a un soporte sólido. Los compuestos retenidos

son eluidos con un disolvente orgánico.

La extracción en fase sólida fue introducida en 1970 para minimizar

algunas desventajas de la extracción líquido-líquido: tiempo requerido, gran

volumen de muestra, formación de emulsiones, grandes cantidades de
disolventes orgánicos tóxicos y la necesidad de disolventes ultrapuros.

Hay muchos procedimientos para preconcentrar, pero la adsorción sobre

sólidos es probablemente uno de los más usuales y populares. En la adsorción, la
muestra acuosa se hace pasar a través de una columna que contiene un
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adsorbente y los compuestos orgánicos retenidos son eluidos posteriormente con
un disolvente orgánico.

La preconcentración de los analitos de una muestra por adsorción es un

proceso físico en el cual existe una fase sólida y una fase líquida. La fase sólida

presenta más afinidad por el analito que por el disolvente, o sea, cuando la

disolución pasa a través del lecho adsorbente, éste se va concentrando en su

superficie, mientras que los otros componentes de la disolución pasan sin

adsorberse.

Los adsorbentes más usados son los que contienen, carbón, polímeros

porosos (144) y materiales de fase ligada (145). Hay dos tipos de carbón

frecuentemente utilizados como adsorbentes: carbón activado y negro de carbón

grafitizado.

El carbón activado se prepara a bajas temperaturas por la oxidación del
carbón vegetal y posee un área superficial de 300 - 2000 m2/g, con una

estabilidad térmica de 7000C y una superficie heterogénea que contiene grupos

funcionales, que incluyen grupos fenólicos, carboxílicos, quinonicos y lactonas.
Sin embargo, presentan varios problemas que afectan fundamentalmente a la

determinación de los analitos en muestras acuosas: adsorción del agua,
adsorción irreversible y/o degradación de los analitos. Para minimizar estos
problemas se ha usado el negro de carbón grafitizado, el cual no es específico, no

tiene características porosas, posee una alta homogeneidad y propiedades
hidrofóbicas. El proceso de grafitización elimina la adsorción específica y retarda

la formación de enlaces de hidrógeno; como consecuencia, moléculas como el

agua, no son tan fuertemente adsorbidas. Posee un área superficial de 6 - ¶00

m2/g y una establidad térmica de hasta 4000C.

Los polímeros porosos más frecuentemente usados son Tenax,

Chromosorb, Poropak, HayeSep, resma Amberlita XAD y Poliuretano. En la tabla

6 presentamos algunos ejemplos y principales características de polímeros

porosos utilizados para la preconcentración de trazas de compuestos orgánicos

volátiles.
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El mecanismo de adsorción en los polímeros porosos para los

compuestos orgánicos en muestras acuosas es muy similar al que ocurre en el
carbón, pero las recuperaciones son generalmente más altas.

Las resinas tipo XAD también se han utilizado para preconcentrar fenoles

y pueden ser muy hidrofóbicas como la XAD-2 o moderadamente hidrofóbicas

como la XAD-7.

Con relación a los materiales de fase ligada, hay varios que están

disponibles comercialmente y normalmente se utiliza un soporte inorgánico inerte

basado en un material de sílice, aunque también hay disponibles fase ligadas

sobre materiales poliméricos.

Tabla 6 - Principales características de polímeros porosos utilizados para la

preconcentración de compuestos orgánicos volátiles

Adsorbente Composición Área superficial~
mfg

Temperatura,

Tenax OC Oxido 2,6-difenil-p-fenileno 19 - 30 450

Chromosorb 101 Estireno-divinilbenceno 350 275
Chromosorb 106 poliestireno 700 - 800 225

Poropak P Estireno-divinilbenceno 100 -200 250

HayeSep O Divinilbenceno 795 290
XAD-2 Estireno-divinilbenceno 300 200

XAD-7 Resma polimetracrilato 450 150

XAD-8 Resma polimetilmetacrilato 140 150

En la tabla 7 se presenta las características de algunos adsorbentes de

fase ligada sobre gel de sílice usados para preconcentración.
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Tabla 7 - Características de adsorbentes de fase ligada sobre gel de sílice usados

para preconcentración

Adsorbente Tipo de Muestra Aplicaciones Típicas

Octadecilo (ODS, C18) Extracción en fase inversa
de compuestos no polares

drogas, aceites
esenciales, conservantes,
vitaminas, plastificantes,
pesticidas, hidrocarburos

Octilo (Ca) Extracción en fase inversa
de compuestos

moderadamente polares

contaminantes prioritarios
y pesticidas

Cíanopropilo Extracción en fase normal
de compuestos polares

aminas, alcoholes,
vitaminas y fenoles

Gel de sílice Adsorción de compuestos
polares

drogas, alcaloides,
aminoácidos, micotoxinas,
compuestos heterociclos,
lípidos, ácidos orgánicos y

vitaminas

Pocurulí y colaboradores llevan a cabo la comparación de tres

adsorbentes C18, ciclohexil y poliestireno divinilbenceno, para la preconcentración

de fenoles; se observa que la presencia de un reactivo formador de pares iónicos

mejora la recuperación de los fenoles en los diferentes adsorbentes, obteniéndose

los mejores resultados con poliestireno (PLRP-S) (63, 70).

Puig y Barceló comparan los adsorbentes C18, C8, C2, ciano, fenil,

ciclohexil y poliestireno divilbenceno, concluyendo que aquellos adsorbentes más

polares como C2, ciano y fenil, no dan buenos resultados. Los adsorbentes

ciclohexil y poliestireno (PLRP-S) dan, en general, mejores resultados para todos

los fenoles estudiados, principalmente para aquellos fenoles que poseen una gran

deslocalización electrónica, como los nitrofenoles o aquellos sustituyentes
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aceptores de electrones, como los clorofenoles, además de interacciones
hidrofóbicas con el adsorbente (73).

Werkhoven-Goewie y colaboradores llevan a cabo la preconcentraclón y

análisis de clorofenoles en agua por cromatografía líquida, usando el adsorbente

estireno-divinilbenceno y detección electroquímica (146).

Nielsen hace la preconcentración de clorofenoles en agua usando una

columna C16 de fase inversa y determinación por cromatografía de

gases/espectrometría de masas, con límites de detección a niveles de 1 gg/L

(147).

Los programas de monitorización de calidad del agua requieren la

extracción de componentes orgánicos no volátiles y semivolátiles, siendo los

métodos más frecuentemente usados para este propósito los métodos 3520 y

3510 de la Agencia de Protección Medioambiental (EPA> (148>.

Berrueta y colaboradores llevan a cabo una revisión de la extracción en

fase sólida, incluyendo nuevas fases sólidas, la microextracción sólido-líquido,

para los experimentos en línea y no en linea (149).

Zheng-Liang, Ríos y Valcárcel usaron un sistema de flujo para la

determinación de fenoles a niveles de ng/mL en agua y suelo, usando la
extracción en fase sólida (150).

Di Corcia y colaboradores llevan a cabo la determinación de los fenoles

contaminantes prioritarios en agua a niveles de trazas, usando para la extracción
en fase sólida el negro de carbón grafitizado (151).

Biziuk y colaboradores llevan a cabo la determinación de contaminantes

orgánicos en agua de grifo y de superficie, incluyendo los fenoles mediante

extracción en fase sólida en un cartucho de C18 (152>.

Melcher y colaboradores utilizan membranas de silicona para la

extracción en fase sólida del pentaclorofenol y otros fenoles en agua de desecho
(153).
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Kontsas y colaboradores llevan a cabo la determinación de clorofenoles

en aire, usando gel de sílice y cartucho de C18 como adsorbentes para la
extracción (154>.

Onuska hace una revisión de los procedimientos y técnicas para la

preparación de muestras acuáticas para el análisis cromatográfico, incluyendo el
estudio de fenoles y la extracción en fase sólida (155).

Silva Vargas y colaboradores llevan a cabo la preconcentración selectiva

de clorofenoles usando oxina inmovilizada en vidrio de poro controlado (156).

2.3.3. Métodos de extracción liquido-líquido

En la extracción líquido-líquido una disolución (usualmente acuosa> se

pone en Contacto con un segundo disolvente (usualmente orgánico)

esencialmente inmiscible con el primer disolvente, con el fin de provocar una
transferencia de masa de uno o más solutos al segundo disolvente. La técnica es
aplicable a muestras a nivel de traza y también a grandes cantidades.

La técnica de extracción líquido-líquido es ampliamente utilizada para

separar los componentes de sistemas orgánicos. La extracción con disolvente
permite conseguir una purificación y concentrar los analitos de interés, antes del

análisis.

Cladera y colaboradores utilizan la extracción líquido-líquido para el

análisis multicomponente de mezclas de fenoles y determinación por

espectrofotometría ultravioleta-visible. El método se ha aplicado a agua de grifo y
agua de desecho, siendo el n-hexano el disolvente que mejores resultados ha

dado (157>.

Farrel y Pacey utilizan un extractor líquido-líquido para estudiar la

recuperación de compuestos orgánicos semivolátiles y no volátiles incluyendo los
fenoles contaminantes prioritarios, usando el cloruro de metileno para la
extracción (158).
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Korenman y colaboradores llevan a cabo la extracción de clorofenoles
usando los disolventes orgánicos como acetona, metiletilcetona, n-metilpirrolidona

y 4-butirolactona (159).

Ormad y colaboradores hacen la caracterización de microcontaminantes

orgánicos en agua de río, incluyendo el fenol y 2-nitrofenol, usando la extracción

líquido-líquido. El disolvente utilizado fue el cloruro de metileno y la determinación

se realizó por cromatografía de gases/espectrometria de masas (160).

Sin embargo, la utilización de estabilizantes y conservantes en los

disolventes orgánicos puede ser una fuente de interferencias. Chen y

colaboradores identifican diferentes compuestos que se han formado durante la
extracción líquido-líquido, aplicando el método EPA 625, debido a la presencia de

ciclohexeno en el cloruro de metileno utilizado en la extracción, el cual da lugar a
procesos de halogenación y autoxidación (161>.

Otros problemas cuando se utiliza la extracción líquido-líquido son la

formación de emulsiones, la dificultad de observar la separación de las dos fases
y la extracción de grandes volúmenes de muestra. Actualmente, es posible reducir

el volumen de disolvente orgánico de manera que se reduzca el tiempo de
extracción, la contribución de los interferentes y los costes. En este sentido, Barth

y Fair usan la microextracción líquido-líquido para la determinación de

clorofenoles (162>.
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2.3.4. Otros métodos de extracción y preconcentración

La extracción en fluidos supercríticos (SFE> es una técnica alternativa

para la extracción directa de los fenoles, como también para la elución de los
fenoles preconcentrados en un adsorbente (163, 164).

Hawthorne y Miller hacen un estudio comparativo del tiempo de extracción

en fluido supererítico, aproximadamente 30 minutos, con la extracción Soxhlet,
que lleva 18 horas, para el análisis de clorofenoles en muestras

medioambientales (165).

También se ha utilizado para la extracción de fenoles la destilación (64) y

la partición centrífuga (166).
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2.4. GENERALIDADES SOBRE LA INMOVILIZACIÓN DE REACTIVOS

2.4.1. Introducción

Cuando el contenido de analito en la muestra se encuentra por debajo del

límite de detección de la técnica se requiere una preconcentración previa al
análisis. De esta forma se consigue un aumento de sensibilidad y es posible

eliminar interferencias debidas a otros componentes que pueden interferir en la
determinación de los analitos, con lo que se obtiene un aumento de la

selectividad.

La utilización

preconcentración que

matriz y aumentar la

ventajas sobre otras
extracción y el cambio

de un compuesto inmovilizado es una técnica de

permite mejorar el límite de detección, reducir el efecto

exactitud de los resultados analíticos, además de otras

técnicas de preconcentración tales como la filtración, la
iónico.

La preconcentración utilizando compuestos inmovilizados tiene la ventaja
de reducir el volumen de disolvente para eluir el analito, es posible utilizar grandes

volúmenes de muestra sin que la preconcentración pierda eficacia y se aumenta

la selectividad, además de permitir un elevado número de aplicaciones ya que hay

una gran variedad de sustratos y compuestos que es posible inmovilizar.

Probablemente, el área donde la inmovilización

desarrollo es en cromatografía y en análisis enzimático.

ha tenido un mayor
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2.4.2. Métodos de inmovilización de reactivos

2.4.2.1. Métodos físicos

Los métodos físicos se caracterizan por que no existe una unión química

entre el compuesto a inmovilizar y el soporte. Dentro de estos métodos se

destacan la adsorción, el atrapamiento y la microencapsulación.

En el método de adsorción, el compuesto a inmovilizar se adsorbe sobre la

superficie activada de un soporte adecuado, que puede ser alúmina o sílice,

siendo necesario poner en contacto la disolución del compuesto a inmovilizar con

una superficie activada de un adsorbente.

La adsorción sobre matrices insolubles en agua puede ser debida a un

mecanismo de cambio iónico, a la simple adsorción física sobre la superficie

externa de la partícula o a las uniones fisicoquímicas provenientes de

interacciones hidrofóbicas y fuerzas de van de Waals. El modo de adsorción
dependerá fundamentalmente de la naturaleza del portador insoluble en agua

(167, 168>.

La reactividad de un compuesto adsorbido varía en cada caso; en el caso de
las enzimas hay situaciones favorables en que la actividad relativa de una enzima

inmovilizada es similar a la de la enzima soluble. Sin embargo, la actividad se

describe solo cualitativamente como activa o no. La actividad relativa para la

leucina amino-peptidasa en gel fosfato cálcico es de 78% respecto a la enzima

disuelta (169).

Ogino observó cambios en el comportamiento del compuesto inmovilizado
en relación al compuesto individual, que implican un cambio de especificidad. La

dextransucrosa adsorbida en DEAE (dietil-amino-etil) tuvo un cambio en su

especificidad, con respecto a la enzima disuelta (170).

También la estabilidad térmica del compuesto inmovilizado puede tener o no

cambios. Sundaram y Crook encontraron una estabilidad similar en la ureasa
adsorbida en caolinita (171>.
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Además de la inmovilización de enzimas, también se han inmovilizado otros

compuestos como oligonucleótidos mediante adsorción en un soporte sólido. El
método comprende dos pasos fundamentales el contacto de una disolución de

oligonucleótidos con el soporte sólido y posterior etapa de secado de la disolución
sobre el soporte. Tsung-Hui y Joanelí usan los oligonucleótidos inmovilizados en

soportes sólidos para retener secuencias de ácidos nucleicos. Mediante este

método se construyó una secuencia de DNA para detectar las mutaciones

genéticas que causan la fibrosis cística (172).

Un aspecto importante de la inmovilización por adsorción es la reversibilidad.

Un cambio de pH, fuerza iónica, o un cambio de temperatura, pueden causar que

el compuesto se desadsorba.

Las principales ventajas de la inmovilización de reactivos sobre soportes

sólidos mediante adsorción son la gran cantidad de materiales adsorbentes

disponibles, la facilidad de preparación y la posibilidad de inmovilizar en
condiciones poco enérgicas.

Como principales desventajas son la facilidad de la desorción debida a la
reversibilidad del proceso y la falta de reproducibilidad.

En cuanto al método de atrapamiento, el compuesto se inmoviliza dentro del

espacio intersticial de polímeros entrecruzados insolubles en agua. Este método
se basa en la formación de redes altamente entrecruzadas de un polímero en

presencia del compuesto a inmovilizar.

El polímero entrecruzado más común es el sistema gel poliacrilamida; pero

también se usan la goma de silicona (silastic) y la gel de sílice.

Hicks y Updike llevaron a cabo un estudio de las características y actividad

de la lactato deshidrogenasa inmovilizada en gel poliacrilamida, observando que
la mejor resistencia mecánica fue para altas concentraciones de gel (173).

La resma silastic, que contiene relleno de sílice y un catalizador, también se
ha utilizado para el atrapamiento. El reactivo a inmovilizar se prepara por adición

al compuesto de un exceso de resma silastic. Brown y colaboradores han
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obteniendo buenos resultados con enzimas tales como la tripsina y la

químítripsína (174).

También se han utilizado geles de almidón para la preparación de espuma de

poliuretano, forrada con enzimas inmovilizadas (175, 176>.

Las principales ventajas de la inmovilización por atrapamiento, son su

simplicidad de operación, la gran cantidad de posibles portadores que permiten la

preparación de inmovilizaciones en muy diferentes formas físicas, así como la

ventaja de tratarse de un método físico.

Por otro lado, la inmovilización por atrapamiento también presenta algunas
desventajas como su delicado balance de factores, la naturaleza física del

polimero entrecruzado, que debe ser definida, para obtener una buena

reactividad; pues el tamaño del microporo de la red debe ser adecuado para que

el compuesto inmovilizado sea reactivo y no se produzca la pérdida del mismo por

dichos poros.

Con relación al método de microencapsulación, el compuesto es

inmovilizado dentro de microcapsulas formadas por membranas semipermeables,

permanentes o no. Las membranas permanentes están formadas por

polimerización interfacial o por coacervación de polímeros preformados. Las

membranas no permanentes o membranas líquido-tensoactivo se forman por la

combinación apropiada de tensoactivos, aditivos y cadenas hidrocarbonadas.

La inmovilización de compuestos dentro de microcapsulas con membranas

semipermeables permanentes está basada en la permeaselectividad de la

membrana. La molécula del compuesto es más grande que la media del diámetro

de poro de la membrana esférica dentro de la cual está atrapada y no puede

difundirse a través de la membrana a la disolución externa.

Se han empleado microcapsulas permanentes producidas por

coacervación para la inmovilización de enzimas en nitrato de celulosa (177) y
etilcelulosa (178). Con relación a las producidas por polimerización interfacial
están restringidas al sistema poliamida (Nailon).
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Para enzimas se ha observado, por ejemplo, que la anhidrasa carbónica

microencapsulada retenía un 10% de su actividad normal mientras que la

er’itrocita mantenía un 80% (179).

Los factores que influyen en el espesor de la membrana y por consiguiente

en la permeabilidad son la composición del disolvente orgánico, la concentración
y la naturaleza química de los compuestos usados para hacer la membrana y el

tiempo de formación de la cápsula.

Las ventajas de la microencapsulación de compuestos radican en que este

método de inmovilización provee de una gran área de contacto superficial, en un

pequeño volumen. Además, la microencapulación ofrece una doble selectividad

en primer lugar debida al compuesto inmovilizado y en segundo lugar debida a la
membrana semipermeable.

Las desventajas de la microencapsulación incluyen elevada concentración

necesaria para la formación de microcapsulas, las pérdidas de reactividad

ocasionales, la posibilidad de que el compuesto a inmovilizar se incorpore dentro

de la pared de la membrana y que no es adecuada para compuestos de elevado

peso molecular.

Con relación a las microcápsulas no permanentes, los métodos son
análogos a los de las membranas permanentes. Están basados en una

membrana líquido-tensoactivo, concepto originado y desarrollado por Li (180). El
proceso de preparación es similar al descrito para las membranas permanentes;

la disolución acuosa que contiene el compuesto es emulsionada con un

tensoactivo de forma que la membrana líquida encapsula al compuesto. Cuando

las microcápsulas están preparadas se transfieren a una disolución acuosa donde

se pueden utilizar.

La composición de la membrana puede variar de acuerdo con las
necesidades de uso. Generalmente la membrana está compuesta de tensoactivo,

aditivos y parafina de alto peso molecular. Los aditivos se añaden para dar el

carácter de membrana líquida, dado que el tensoactivo y aditivos alteran la

selectividad y estabilidad física de la membrana.

46



2. Revisión Bibliográfica

2.4.2.2. Métodos químicos

Los métodos químicos se caracterizan por que se produce una reacción

química entre el compuesto a inmovilizar y el soporte, además, cambian las

propiedades intrínsecas de los compuestos.

Los métodos químicos son irreversibles, de forma que no se puede

recuperar el compuesto. Los métodos más utilizados son el método del enlace

covalente y el método de entrecruzamiento.

El método del enlace covalente se basa en la formación

covalentes entre las moléculas de compuestos a inmovilizar
funcionalizados que pueden ser de naturaleza polimérica.

de enlaces
y soportes

La inmovilización de un compuesto por enlace covalente debe involucrar

solamente el grupo funcional del compuesto que no sea esencial para los usos
posteriores del compuesto.

Los soportes usados para la inmovilización de reactivos pueden ser
inorgánicos u orgánicos y los materiales pueden encontrarse en la naturaleza o

ser sustancias producidas sintéticamente.

Los soportes sintéticos más utilizados se basan en

poliacrilamida, poliestireno-divinilbenceno, anhídrico maleico

metacrílico. Los soportes naturales más usados son agarosa,

(celulosa, cefarosa), Dextran (Sephadex), vidrio y almidón.

polímeros de

o en ácido

polisacáridos

Hay varios métodos para unir covalentemente un compuesto a un soporte

funcionalizado insoluble en agua. En función del soporte, podemos citar la azida
carboximetilcelulosa (azida cm-celulosa); está comercializada y se activa con

ácido nitroso para obtener la azida ácida. Esta se hace reaccionar con el

compuesto que se desee inmovilizar. Este método se ha aplicado a las enzimas a

-quimiotripsina y la tripsina (181).
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El poli-p-aminoestireno se activa mediante ácido nitroso, fosgeno o

tiofosgeno para dar la correspondiente sal de diazonio, isocianato o tioisocianato

respectivamente, Está comercializado y su activación es sencilla. Con este

método se han inmovilizado proteínas y albúminas.

Se han utilizado amino-alquil y amino-aril derivados de vidrio que hacen

posible la inserción de un gran número de grupos funcionales en vidrio. Primero

se prepara el aminoalquilderivado, que se transforma a su vez en un aril-derivado,

con lo que se queda unido al vidrio mediante un enlace covalente. Marshall y

Mottola han inmovilizado 8-hídroxíquinoleina con (aminofenil)trimetoxisilano (182).

Se han inmovilizado compuestos tales como 8-hidroxiquinoleina en sílice

(182-185>, en vidrio de poro controlado (CPG) (186-188), en resma de

poliestireno-divinilbenceno (Amberlita XAD-2) (189), sobre cefarosa CL-48 (190).

También se ha inmovilizado 3-aminofluoranteno en CPG, en gel de sílice y en

celulosa (191), fluoresciamina en vidrio y en celulosa y EDTA en CPG (193).

Entre los factores que afectan al compuesto inmovilizado cabe destacar la

capa de difusión de las partículas vecinas insolubles en agua, la repulsión estérica

de los analitos, el tamaño molecular del polímero, la flexibilidad del esqueleto del

polímero, el grado hidrofflico y las interacciones electrostáticas.

La reactividad de un compuesto inmovilizado con una unión covalente a un

soporte puede ser mayor, igual o menor y depende de la clase de compuesto

inmovilizado, del soporte y de las condiciones de la reacción de inmovilización.

Las cantidades de un compuesto inmovilizadas en un soporte pueden

variar desde gg hasta mg/g. Se han observado niveles bajos en la unión con el

soporte en el caso de la inmovilización de la proteína f3-glucosidasa en el 2-

amino-4,6-dicloro-s-triazil derivado de sepharosa (195). En algunos casos se ha

correlacionado la reactividad del compuesto inmovilizado y la cantidad de

compuesto por gramo de compuesto inmovilizado (196,197).

El cambio de pH puede producir variación en la reactividad del compuesto

inmovilizado, pues en algunos casos el portador está cargado ya que la
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inmovilización puede producir cambios químicos. La carga neta de la matriz
puede tener una gran influencia en las propiedades, debido al cambio de las

condiciones microambientales del compuesto inmovilizado (198). El cambio de pH
puede producir una ruptura del enlace covalente entre el compuesto y el soporte,

como ocurre con la inmovilización de la 8-hidroxiquinolina en vidrio de poro

controlado en la que se hidroliza el enlace a pH> 10 (182).

La estabilidad del compuesto inmovilizado depende además del pH, de la

temperatura y tipos de disolventes empleados.

El enlace covalente de un compuesto a un soporte ofrece numerosas

ventajas como método de inmovilización de compuestos. El acoplamiento del

compuesto al soporte es experimentalmente fácil, el soporte es fácil de manejar;

además se puede aplicar a una gran variedad de necesidades debido a la
variación en la naturaleza física o química del soporte o sea en modo continuo, en
reactores de agitación, en reactores empaquetados o en reactores de lecho

fluidizado. También debido a la alteración de la estructura del compuesto

inmovilizado, éste puede exhibir propiedades químicas o físicas superiores al

compuesto sin inmovilizar.

Sin embargo, en algunos casos, la preparación del soporte y el proceso de

inmovilización son laboriosos y las condiciones en las que se realizan pueden

llegar a disminuir la reactividad del producto a inmovilizar.

El método de entrecruzamiento se basa en que el compuesto a inmovilizar

se une a otros por enlace covalente mediante reactivos polifuncionales de bajo
peso molecular formando un agregado, siendo las reacciones irreversibles. Se

produce un entrecruzamiento intermolecular entre las moléculas del compuesto y

el reactivo polifuncional. Para conseguir un entrecruzamiento intermolecular

adecuado, es necesario un correcto conocimiento de las condiciones de reacción,

para escoger la concentración del compuesto a inmovilizar y la del reactivo, así
como el pH y la fuerza iónica de la disolución.

Una consideración importante es el grado de entrecruzamiento

intramolecular entre un reactivo polifuncional y el compuesto a inmovilizar que es

mayor a concentraciones bajas de ambos, pues a bajas concentraciones aumenta
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la probabilidad de que los grupos del reactivo polifuncional reaccionen solamente

con los grupos de una misma molécula del compuesto que se quiere inmovilizar y

no de moléculas diferentes. El control de entrecruzamiento intermolecular o
intramolecular es muy difícil experimentalmente y la inmovilización involucra por

tanto ambos tipos de entrecruzamiento.

Los reactivos empleados son todos de naturaleza bifuncional, teniendo el

mismo grupo funcional para cada Centro reactivo y en su mayoría están

comercializados o son fáciles de sintetizar. Ejemplos de reactivos empleados para

entrecruzamiento son el glutaraldehído, el 1 ,5-difluor-2,4-dinitrobenceno, el

hexametilendiisocianato y el ácido diazobendicina-3,3’-dicarboxílico.

Hay varios métodos de inmovilización de compuestos por entrecruzamiento

con reactivos polifuncionales:

a) reacción de compuesto solamente con reactivos polifuncionales;

b) reacción del compuesto con el reactivo polifuncional después de la

adsorción de compuesto en la superficie activada de un soporte;

e) reacción del compuesto con un soporte funcionalizado, insoluble en

agua, preparado previamente por reacción del reactivo polifuncional con
un polímero preformado insoluble en agua;

d) reacción del compuesto con el reactivo polifuncional en presencia de un
segundo compuesto.

El método más sencillo y usado es el primero, que implica la adición de una

cantidad apropiada de un reactivo bifuncional a una disolución del compuesto a

inmovilizar, en condiciones que produzca el derivado insoluble en agua. La

insolubilización depende de algunos factores tales como concentración del

compuesto a inmovilizar, concentración del reactivo multifuncional, pH, la fuerza
iónica de la disolución, la temperatura y el tiempo de reacción.

Las propiedades físicas y químicas del compuesto inmovilizado por
entrecruzamiento son similares a las del método por enlace covalente.
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Ejemplos de inmovilización por entrecruzamiento son la inmovilización de

aminas en el polímero estireno-divinilbenceno (199), tripsina con glutaraldehido
(200 - 202), y de ribonucleasa a 1 ,5-difluor-2,4-dinitrobenceno (203>.

Una ventaja de la inmovilización por entrecruzamiento es que el mismo

reactivo multifunclonal puede ser utilizado para preparar una gran variedad de
compuestos inmovilizados. Los reactivos están comercializados o son fácilmente

sintetizados. Por contra, una desventaja del método es que para determinar las
condiciones óptimas, hay que asegurarse que no se producen agregados de

partículas coloidales.
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2.5 GENERALIDADES SOBRE LA 8-HIDROXIQUIMOLINA (OXINA)

2.5.1 Introducción

La 8-hidroxiquinolina, de forma molecular C9H7ON, también conocida como

8-quinolinol u oxina, tiene un punto de fusión de 75-76
0C y un punto de ebullición

de 2670C. Es soluble en alcohol, prácticamente insoluble en agua, soluble en
ácidos y álcalis. Forma complejos insolubles con metales. Las solubilidades de

sus derivados varían con el pH, por lo que la oxina se utiliza ampliamente en
análisis inorgánico para la determinación de Mg, Al, Zn y muchos otros metales.

La 8-hidroxiquinolina forma quelatos con iones metálicos, debido a que la

estructura del grupo 8-hidroxilo permite la quelación con el nitrógeno nuclear.

Tiene las reacciones típicas del fenol y de la quinolina. En sus propiedades se

asemeja al a-naftol excepto por una menor actividad y alteración de productos en
algunas reacciones.

2.5.2 Propiedades y reactividad

La 8-hidroxiquinolina es un reactivo versátil y forma quelatos con muchos

iones metálicos, que tienen por fórmula: M(C
9H6NO)~, donde n es la valencia del

ión metálico. Normalmente sólo una valencia de un elemento forma un quelato

estable e insoluble. Tiene una fuerte tendencia a formar oxinatos, como por
ejemplo, los formados directamente en disoluciones de cinc y cobre en

nitrobenceno-alcohol.

El espectro de absorción de los oxinatos de metales bivalentes muestran un

desplazamiento batocrómico de la banda principal de la 8-hidroxiquinolina que es
máxima para el quelato más estable, siendo los quelatos de cobalto y cromo más

estables que los de aluminio, galio o indio.
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En medio ácido la banda de la 8-hidroquinolina se desplaza a longitudes de
onda mayores, debido a la sustitución del hidrógeno por elementos de mayor

peso molecular y tamaño.

Los oxinatos se forman a través de un enlace electrovalente de oxígeno y un

enlace coordinado de oxígeno y un enlace coordinado de nitrógeno. Una molécula

de 8-hidroxiquinolina reacciona con el ión metálico para dar M(C9H6NO)~’,

seguido por la reacción con otra molécula de 8-hidroxiquinolina para dar

M(C9H6NO>2>’ ; este intermedio iónico se ha identificado en disolución o se ha

podido precipitar como sal básica.

El grupo —OH de la 8-hidroxiquinolina es fuertemente activante y dirige la

entrada de los sustituyentes a las posiciones orto (o-) y para (p-), es decir, a las

posiciones 5 y 7, con reactivos electrofílicos, siendo generalmente la posición 5 la

que se ocupa primero. Las reacciones fenólicas requieren catálisis metálicas de

cloruro de cinc o aluminio.

La 8-hidroxiquinolina se obtiene a partir de algunos productos de

tranformación de la quinolina; el ión amida, fuertemente nucleofílico participa de la
reacción de Chichibabin con la quinolina para dar la 2-amino-quinolina y con la

isoquinolina para dar la 1-amino-quinolina. En las reacciones de sustitución

electrofilica de la quinolina o isoquinolina, las posiciones 5 y 8 son las más

reactivas, con 0-5 un poco más reactiva en la isoquinolina y 0-8 en la quinolina
(204).

En la figura 5 se presentan algunos productos de transformación de la

quinolina para obtención de la 8-hidroxiquinolina.
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HNO2 , H
+

N NH2

cm
H

Carbostiril

NaOH

calor

OH

8-Hidroxiquinolina
(oxina)

Figura 5. Algunos productos de transformación de la quinolina para obtención de

la 8-hidroxiquinolina

La 8-hidroxiquinolina tiene reacciones de sustitución predominantemente en

la posición 7, cuando la posición 5 está ocupada:

• En presencia de dióxido de carbono, a 15000 y a baja presión reacciona el

oxinato de sodio para dar el ácido 8-hidroxiquinolina-7-carboxílico

(reacción de Kolbe).

‘La oxina reacciona tanto en medio ácido como en medio básico,
formaldehido y benzaldehído (condensación con aldehídos>

con

• La reacción de aminas secundarias,

aminometiloxinas.

formaldehído y oxina produce 7-

NaNH2

calor—

N

j H2S04
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2.5.3 Aplicaciones

Dentro de las aplicaciones de 8-hidroxiquinolina se pueden destacar:

• Fármacos: la 8-hidroxiquinolina es un eficaz antiséptico externo y por

sulfonación y yodación da el amebicida quinofón que es el ácido 7-yodo-

8-hidroxiquinolina-5-sulfónico. Para el tratamiento de infecciones

gastrointestinales de origen bacteriano se usa el vioform de Ciba, que es
el 5-cloro-7-iodo-8-hidroxiquinolina.

• Plaguicidas: es un fenol con propiedades fungicidas y sistémicas. Se utiliza

algo en forma de sulfato (quinosol) o benzoato, para combatir fungosis en
cultivos de cereales. El 8-quinolato de cobre tiene excelente poder

fungicida para el tratamiento protector de textiles y pinturas. También se

utiliza para la desinfección de semillas y como polvo humectable en
pulverizaciones para diversos cultivos.

• Preconcentración y separación: se utiliza para la preconcentraclón de

trazas de metales como, aluminio, magnesio, cadmio, cinc, cobre
(204, 205). Separación por fomación de pares iónicos de sulfonatos (206),

separación de fenoles por intercambio de ligando (207) y separación de
mezcla de metales de transición, compuestos orgánicos neutros como

clorofenoles y anilinas, y también aniones inorgánicos con una fase

estacionaria de adsorbosil-LC ligada a la oxina (192).

• Determinaciones de metales como aluminio y magnesio (208).

Determinación de la concentración del ion magnesio libre en disolución

acuosa, usando la 8-hidroxiquinolina inmovilizada en un adsorbente no
polar, XAD-2 (209). Determinación del vanadio en agua usando extracción

con 8-hidroxiquinolina y aditivos anionicos (210). Determinación de trazas

de manganeso, cobre, niquel y plomo, en agua usando preconcentración

con la 8-hidroxiquinolina (211).
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• Formación de complejos: estudio de la afinidad para la separación de

amino ácidos y proteinas basados en la formación del complejo

8-hidroxiquinolina con Pd(ll) (212).
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3. Finalidad y Planteamiento

En la revision bibliográfica realizada se hace evidente que, tanto los

clorofenoles como los nitrofenoles, son compuestos de gran interés analítico,

debido a su amplia aplicación industrial y a su utilización como plaguicidas.

Muchos de estos fenoles son tóxicos para el hombre y los animales en bajas

concentraciones, y su toxicidad es debida a su fácil adsorción por vía respiratoria,

digestiva y cutánea.

La presencia de estos fenoles es consecuencia de la gran incidencia que
tienen sobre numerosos aspectos de la economía moderna. Se utilizan

principalmente en síntesis químicas, y algunos de ellos como el pentaclorofenol,

para la conservación de la madera y como herbicida de contacto. Otros

clorofenoles son productos de degradación de fenoxiácidos como el ácido 2,4-

diclorofenoxiacético o el ácido 4-cloro-2-metilfenoxiacético, ampliamente utilizado

como herbicida de traslocación.

En relación con los nitrofenoles, algunos de ellos, como el 2-nitrofenol y el 4-

nitrofenol, son productos de degradación de plagui&idas; y otros, como el 2,4-

dinitro-6-secbutilfenol y el 4,6-dinitro-2-metilfenol, son las sustancias activas de

dichos plaguicidas. El impacto ambiental de estos compuestos es tal, que la

Agencia de Protección Medioambiental de los Estados Unidos (USEPA) considera

once fenoles como contaminantes prioritarios, y entre ellos se encuentran

diversos clorofenoles y nitrofenoles. Por otro lado, la legislación Europea es cada

vez más exigente en el tipo y cantidad máxima admisible de cloro- y nitrofenoles
en aire, agua y alimentos.

Debido al uso de este tipo de compuestos como fungicidas y plaguicidas
pueden dejar residuos en frutas, verduras y agua. La legislación de la Comunidad

Europea exige que la concentración máxima de fenoles sea del orden de ~.ig/Len

aguas y de mg/kg en frutas y verduras; esto significa que la monitorización de

estos compuestos requiere técnicas selectivas y muy sensibles. Por otra parte,
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dada la sensibilidad de los detectores habituales, es necesario un paso de
preconcentración previo antes de la detección.

Se han aplicado diversos métodos de extracción y preconcentración de

fenoles, pero la extracción y preconcentración en aguas y muestras polares sigue

presentando dificultades. La extracción líquido-líquido y la extracción por

destilación en corriente de vapor han sido reemplazadas por la extracción en fase

sólida, ya que ofrece diversas ventajas, como tiempos de análisis más cortos,

costos más bajos, volúmenes más pequeños de disolventes orgánicos y

posibilidad de automatización.

Este trabajo tiene como finalidad el desarrollo de un método de

preconcentración en fase sólida, basado en el empleo de una columna con oxina

inmovilizada covalentemente en vidrio de poro controlado. Se evaluará la eficacia

del proceso de inmovilización y preconcentración mediante espectrofotometría

ultravioleta-visible o, en su defecto mediante cromatografía líquida con detección

ultravioleta visible o con cromatografía de gases con espectrometría de masas.

Para establecer la aplicabilidad del método se determinarán cloro- y

nitrofenoles en muestras diversas en las concentraciones admitidas por la

legislación.

59



4. PARTE EXPERIMENTAL



4. Parte Experimental

4.1. APARATOS Y MATERIAL

• Detector de fotodiodos integrados Hewlett Packard 8542A, conectado a

un ordenador Hewlett Packard PC-AT Vectra, con una impresora Hewlett

Packard Think Jet.

• Cromatógrafo Líquido de Alta Eficacia con los siguientes componentes:

bomba isocrática Perkin Elmer LC-250, detector espectrofotométrico Uy-VIS

Perkin Elmer LC-290, acoplado a una interfase PE Nelson (serie 900),

ordenador IBC-lbérica S.A. e impresora Epson LX-Junior 800.

• Cromatógrafo de Gases Hewlett Packard HP 5690 (serie II), acoplado a un

detector de masas HP 5989 equipado con una fuente de impacto electrónico

un sistema de tratamiento de datos Apolo serie 400 y una base de datos

Willey, con una impresora Hewlett Packard Laser Jet III.

• Columna de cromatografía de gases: PTE-5 (95% Dimetil-5% Difenil-

Polisiloxano).

• Columna de cromatografía líquida: Spherisorb 5 ODS(2) (150 x 4.6 mm).

• Columna de cromatografía líquida: Supercosil LC —16 (150 x 3.0 mm).

• Bomba peristáltica de cuatro canales WIZ con una precisión de + 1%.

• pH-metro modelo PHM 82 Standar Radiometer Copenhagen equipado con

electrodo de vidrio — plata-cloruro de plata.

• Balanza analítica modelo Sartorius de 0.1 mg de sensibilidad analítica.

• Cubeta espectrofotométrica de cuarzo de 1 cm de paso óptico.

• .Jeringa de 10 ¡it, Hamilton.

• Jeringa de 50 uL, Unimetrics TP 5050.

• Micropipetas Brand que realizan medidas de volumen entre O — 25 aL y

0 — 100 ¡it.

• Tubos de teflón para las conducciones de 0.8 mm de diámetro interno.
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‘Tubos de silicona para la bomba peristáltica de 1.6 mm de diámetro

interno.

‘Tubos de tigon para la bomba peristáltica de 1.6 mm de diámetro interno.

• Material volumétrico de calidad contrastada.

4.2. REACTIVOS Y DISOLUCIONES

Disoluciones patrón de fenoles en medio acuoso

Se prepararon disoluciones patrón de 500 mg/L de los siguientes fenoles:

pentaclorofenol, 2,4,6-triclorofenol, 2,4-diclorofenol, 2-clorofenol, fenol, 4,6-dinitro-
2-metilfenol, 2,4-dinitrofenol, 2-nitrofenol, 4-nitrofenol, 4-cloro-3-metilfenol, 2,4-
dimetilfenol y 2,4-dinitro-6-secbutilfenol. Estas disoluciones se prepararon

disolviendo 50 mg de cada fenol en 5-10 ml de NaOH 0.1 M y enrasando a 100

ml. Las concentraciones de las disoluciones de trabajo preparadas a partir de las

anteriores fueron de 10, 25, 50 y 100 mgIL.

Disoluciones patrán de fenoles en disolventes orgánicas

Se prepararon disoluciones patrón de 100 mg/L de pentaclorofenol en cada

uno de los siguientes disolventes orgánicos: diclorometano, n-hexano, cloroformo,

tetracloruro de carbono, eter dietílico, 1 ,2-dicloroetano, tetrahidrofurano y tolueno.

Las disoluciones se prepararon disolviendo 0.01 g de pentaclorofenol y diluyendo

con el disolvente orgánico hasta 100 ml. Se prepararon disoluciones de trabajo de
10 mg/L a partir de las anteriores.

Se prepararon disoluciones patrón de 50 mg/L de pentaclorofenol, 2,4,6-

triclorofenol, 2,4-diclorofenol, 2,4,6-tribromofenol y 4,4’-diclorobifenilo, disolviendo

2.5 mg de cada fenol en 50 mL de diclorometano.
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Fases móviles para cromatografía líquida

‘Clorofenoles:
Se prepararon fases móviles

metanol, acetonitrilo y disolución

diferentes pH (5.1, 5.2 y 5.3) para el

ternarias mediante la adecuada mezcla de

reguladora 30 mM de acetato amónico a

ensayo de la fase móvil.

‘Nitrofenoles:

Se prepararon fases móviles binarias mediante

fórmico 30 mM a diferentes pH (3.5, 4.0, 4.2 y 4.4) y

fase móvil.

la adecuada mezcla de ácido

metanol para el ensayo de la

Otros reactivos y disoluciones

Disolución de NaOH 0.1 M y 0.5 M.

Disoluciones de HOI 0.1 M, 0.4 M, 1 M y 2 M.

Disolución de HNO3 al 5%.

Disolución del 10% de (aminofenil>

tolueno seco.

trimetoxisilano (H2N-C6H4-Si (OMe)3 en

Disolución del 2% de NaNO2 en HOI 2 M.

Disolución de C9H7ON (oxina) al 2% en etanol.

Disolución de oxina 1.0 x 10~ M en etanol.

Disolución de nitrato de hierro (III) 50 mM en ácido clorhídrico 0.1 M. Se

prepararon a partir de ésta, disoluciones de concentración 10 mM, l5mM, 20

mM y 30 mM.

Disolución reguladora de HCI/NaH2PO4.H20 0.1 M de pH 2.0 y 3.0.

Disolución reguladora de CHzCOOH/CH3COONa.3H20 de pH 3.0.

Disolución reguladora de CH3COOH/CH3COONa.3H20 de pH 4.8.

Disolución reguladora de NH4CI/NH3 1.0 x i0
3 M de pH 9.2.
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Disolución de AI(N03)3.9H20 1.0 x 1 0~ M en agua.

Vidrio de poro controlado Sigma (CPG-240) con tamaño de poro de 22.6 nm.

Disolventes: diclorometano, n-hexano, cloroformo, tetracloruro de carbono,

eter dietílico, 1 2-dicloroetano, tetrahidrofurano, tolueno, acetonitrilo,

metanol, etanol y acetona.

Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analítica y el agua fue

purificada mediante un aparato Milli-Q.
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4.3. PROCEDIMIENTOS

4.3.1. Inmovilizacián de la 8-hidroxiquinolina (oxina) en vidrio de poro

controlado (CPG)

• Lavado del vidrio de poro controlado (CPG)

En un vaso graduado se adicionan 0.5 g de CPG y 10.0 mL de ácido nítrico

al 5%, se pone a hervir durante 30 minutos en una placa eléctrica, evitando

proyecciones del CPG. Una vez frío, se filtra, se lava con agua Milli-Q y se deja

secar en un vidrio de reloj en una estufa a 959C durante toda la noche.

• Inmovilización de la 8-hidroxiquinolina (oxina>

En un matraz de fondo redondo se coloca el CPG una vez lavado, se

añaden 5.0 mL de la disolución de (aminofenil) trimetoxisilano al 10% y se deja a
reflujo durante 4 horas. A continuación se filtra el precipitado de arilamina unida al

CPG (arilamina-CPG) de color violeta-morado y se deja secar en una estufa a

8Q9C durante toda la noche.

Para diazotar el compuesto se coloca la arilamina-CPG en un vaso de

precipitados y se adicionan 25.0 mL de la disolución del 20/o de NaNO
2 en HCI

2 M. La mezcla de reacción se deja durante 30 minutos en baño de hielo, para
formar la sal de diazonio-CPG de color marrón. Se filtra rápidamente y se aya con

tres porciones de agua fría.

Se coloca la sal de diazonio-CPG en un vaso de precipitados y se adicionan
25.0 mL de la disolución de oxina al 2% en etanol. La reacción de formación del

azocompuesto unido a la oxina tarda en completarse 30 minutos. El producto de

la reacción es de color rojo-morado. A continuación se filtra la oxina inmovilizada

en CPG y se aya con etanol. Se recoge las aguas de lavado con etanol para
calcular el rendimiento del proceso de inmovilización por diferencia. Después se

aya la oxina inmovilizada con HCI 0.1 M y agua Milli-Q. Se coloca el compuesto

obtenido en una estufa a 95
2C durante 4 horas y se conserva en un desecador.

65



4. Parte Experimental

a Preparación y conservación de la columna de vidrio

Se pone tana de vidrio en uno de los extremos de la columna de vidrio para

evitar la salida de la oxina inmovilizada. Se coloca en un vaso una porción de la

oxina inmovilizada y HCI 0.1 M. La columna se rellena bombeando continuamente

la suspensión de la oxina inmovilizada, a través de un tubo de silicona conectado

a una bomba peristáltica. Se pone lana de vidrio en el otro extremo de la columna

y se conecta a través de tubos de teflón al resto del sistema de preconcentración.

La columna rellena de oxina inmovilizada en CPG (10 mm x 2.5 mm, 20 mm x 2.5

mm o 30 mm x 2.5 mm> se almacena a 49C en una disolución de HCI 0.1 M (pH

1.0) para evitar la hidrólisis de la oxina.

4.3.2. Determinación de la eficacia de la inmovilización oxina-CPG por

formación de oxinato de aluminio con detección espectrofotométrica

‘Preparación del calibrado de oxina en etanol

En matraces aforados de 10.0 mL se añaden entre 1.0 y 4.0 mL de una

disolución de oxina en etanol 1.0 x 10~ M. En cada matraz se añade 1.0 mL de

disolución reguladora NH
4CI/NH3 1.0 x 10~ M de pH 9.2, 5.0 mL de la disolución

de AI(N03)3 9H20 1.0 x io-
3 M y se enrasa con agua, midiéndose su absorbancia

a 360 nm frente a un blanco preparado en las mismas condiciones en ausencia de

oxina.

‘Determinación de oxina en las aguas de lavado con etanol resultante del

proceso de inmovilización

Se mide el volumen de las aguas de lavado, se recogen 5.0 mL y se enrasa

con agua a 100 mL. En matraces aforados de 10.0 mL se añaden entre 1.0 y

4.0 mL de esta disolución. En cada matraz se añade 1.0 mL de disolución

reguladora NH
4CI/NH3 1.0 x 1W M de pH 9.2, 5.0 mL de la disolución de AI(N03)3
39H20 1.0 x 10 M y se enrasa con agua. El ensayo se realiza por cuadruplicado y
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se determina la concentración con el calibrado obtenido anteriormente. El
rendimiento de la inmovilización se calcula por diferencia con la cantidad añadida.

4.3.3. Determinación de fenoles con detección espectrofotométrica

La determinación espectrofotométrica de fenoles se realiza en todos los

casos por comparación con la correspondiente línea de calibrado que se prepara

en cada caso como se indica a continuación:

• Preparación de los calibrados de pentaclorofenol, 2,4,6-triclorofenol, 2,4-

diclorofenol, clorofenol, fenol, 4,6-dinitro-2-metilfenol, 2,4-dinitrofenol, 2-

nitrofenol, 4-nitrofenol, 4-cloro-3-metilfenol y 2,4-dimetilfenol a pH 1.0 en medio

acuoso

Se utilizaron disoluciones que contienen entre 0.2, y 9,0 mL respectivamente
de las disoluciones de 25 mg/L de cada fenol y se ajustaron a pH 1.0, se

llevaron a un volumen de 25.0 mL y a continuación se midió la absorbancia del

máximo de la banda de cada fenol frente a un blanco preparado en las mismas

condiciones en ausencia del fenol. La absorbancia de los distintos fenoles se
midieron a las siguientes longitudes de onda: pentaclorofenol a 302 nm, 2,4,6-

triclorofenol a 290 nm, 2,4-diclorofenol a 286 nm, 2-clorofenol a 276 nm, fenol a

270 nm, 4,6-dinitro-2-metilfenol a 272 nm, 2,4-dinitrofenol a 264 nm, 2-nitrofenol a
350 nm, 4-nitrofenol a 320 nm, 4-cloro-3-metilfenol a 280 nm y 2,4-dimetilfenol a

278 nm.

• Preparación de los calibrados de pentaclorofenol a pH 2.0, 3.0 y 4.8 en medio

acuoso

Se utilizaron disoluciones que contienen entre un 1.0 y 9.0 mL de las

disoluciones de 25 mg/L de pentaclorofenol y se ajustaron a pH 2.0, 3.0 y 4.8, se

llevaron a un volumen de 25.0 mL y a continuación se midio la absorbancia del

pentaclorofenol a 302 nm en las distintas disoluciones frente a un blanco

preparado en las mismas condiciones en ausencia del pentaclorofenol.
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4. Parte Experimental

• Preparación de los calibrados de pentaclorofenol, 2,4,6-triclorofenol, 2,4-

diclorofenol, 2-clorofenol. fenol, 4,6-dinitro-2-metilfenol, 2,4-dinitrofenol, 2-

nitrofenol, 4-nitrofenol, 4-cloro-3-metilfenol y 2,4-dimetilfenol en acetonitrilo

En matraces aforados de 10.0 mL se añaden entre 0.1 y 0.9 mL

respectivamente de las disoluciones de 100 mg/L de cada fenol y se enrasan con

acetonitrílo. A continuación se miden las absorbancias del máximo de las bandas

de cada fenol usando el acetonitrilo como blanco. La absorbancia de los distintos

fenoles fue medida en las siguientes longitudes de onda: pentaclorofenol a 302

nm, 2,4,6-triclorofenol a 290 nm, 2,4-diclorofenol a 292 nm, clorofenol a 278 nm,

fenol a 272 nm, 4,6-dinitro-2-metilfenol a 272 nm, 2,4-dinitrofenol a 264 nm, 2-

nitrofenol a 350 nm, 4-nitrofenol a 320 nm, 4-cloro-3-metilfenol a 284 nm y 2,4-

dimetilfenol a 282 nm.

4.3.4. Determinación de la retención y elución de los fenoles a diferentes

pHs y caudales con detección espectrofotométrica

Se pasan por una columna rellena de oxina inmovilizada en CPG (10 mm x

2.5 mm), 10.0 mL de acetonitrilo y 10.0 mL de HOI 0.1 M. A continuación se pasan
las disoluciones acuosas de fenoles de concentraciones entre 3.0 y 10 mg/L, a
pHs 1.0, 2.0, 3.0 y 4.8, con distintos caudales entre 0.4 y 1.8 mL/mm. A

continuación se eluye el fenol con acetonitrilo puro y mezcla de acetonitrilo puro y

agua. El proceso de la retención y elución se evaluan espectrofotométricamente.

Para el estudio de la influencia del caudal se pasan 10.0 mL de disoluciones

acuosas a pH 1.0 de los distintos fenoles en concentraciones del orden de 10
mg/L a caudales de 1.0 mL/mm ó 0.6 mL/mm. A continuación se eluye con 10.0

mL de acetonitrilo a caudales de 1.0 mL/mm o 0.6 mL/mm. El rendimiento del

proceso de retención y elución de los fenoles se realiza

espectrofotométricamente, midiéndose la absorbancia a la longitud de onda

máxima frente a un blanco en ausencia de fenol y determinando su concentración
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4. Parte Experimental

a partir de los calibrados del apartado 4.3.3. Entre los diferentes ensayos se aya
la columna con 10.0 mL de acetonitrilo y 10.0 mL de HCI 0.1 M.

El estudio de la retención y elución de pentaclorofenol con disolventes

orgánicos se lleva a cabo bombeando lOfl mL de la disolución de pentaclorofenol

del orden de 10 mg/L a un caudal de 1.0 mL/mm. A continuación se eluye con

acetonitrilo a un caudal de 0.6 mlJmin. El proceso de la retención y elución se

evaluan espectrofotométricamente, usando el disolvente orgánico como blanco.

Se realizan experimentos del mismo tipo con cloroformo, tetracloruro de carbono y

1,2-dicloroetano saturado con HCI 0.1 M.

4.3.5. Determinación de clorofenoles por cromatografía líquida de alta
eficacia (HPLC>

La determinación cromatográfica se realiza por el procedimiento del patrón

externo para lo cual se prepararon calibrados de los clorofenoles pentaclorofenol,
2,4,6-triclorofenol y 2,4-diclorofenol a partir de la disolución patrón de 500 mg/L en

medio acuoso. Se preparan mezclas de clorofenoles que contienen

concentraciones entre 1.5 — 4.5 mg/L de pentaclorofenol, 0.5 — 3.5 mg/L de 2,4,6-

triclorofenol y 1.0 — 5.0 mg/L de 2,4-diclorofenol y se enrasa con metanol hasta
10.0 mL. Se inyectan 20 ¡it de las mezclas de clorofenoles en una fase móvil

metanol: acetonitrilo: 30 mM acetato amonico (35:25:40), a un caudal de

1.0 mL/mm y la separación se lleva a cabo con una columna Spherisorb 5 ODS y

la detección a 240 nm.

Se prepararon también calibrados de pentaclorofenol en medio acuoso de

disoluciones con concentraciones entre 0.07 — 8.0 mg/L, usando la misma fase

móvil y caudal, y la separación se lleva a cabo con una columna Supercosil LC —

18.
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4.3.6. Precancentración selectiva de clorofenoles y determinación por

cramatografía líquida de alta eficacia <HPLC)

El proceso de retención y elución es el desarrollado en 4.3.4. con mezclas

de clorofenoles con concentraciones entre 1.0 — 6.0 mg/L de pentaclorofenol, 2.0
— 7.0 mg/L de 2,4,6-triclorofenol y 1.0 — 6.0 mg/L de 2,4-diclorofenol y se sigue la

cantidad de cada clorofenol no retenida y eluida cromatograficamente según el

procedimiento descrito en 4.3.5.

4.3.7. Determinación de nitrofenoles por cromatografia liquida de alta

eficacia (HPLC>

La determinación cromatográfica se realiza por el procedimiento del patrón

externo para lo cual se prepararon calibrados de los nitrofenoles 2-nitrofenol, 4,6-

dinitro-2-metilfenol y 2,4-dinitro-6-secbutilfenol a partir de las disoluciones patrón

de 500 mg/L en medio acuoso. Se prepararon calibrados de cada nitrofenol, en

función de la sensibilidad de cada uno, que contenian concentraciones entre 0.1 y
1.5 mgIL de 2-nitrofenol, 0.05 y 1.0 mgIL de 4,6-dinitro-2-metilfenoi y 0.3 y 1.0

mg/L de 2,4-dinitro-6-secbutilfenol. Se inyectaron 20 ¡it de cada nitrofenol en una

fase móvil metanol: ácido fórmico 30 mM a pH 4.2 (65:35), a un caudal de 1.0
mL/mm y la separación se llevó a cabo con una columna Spheriosorb 5 ODS y la

detección a 350 nm.
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4.3.8. Preconcentración selectiva de nitrofenales y determinación por

cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC)

4.3.8.1 Procedimiento para el 2-nitrofenol y 4,6-dinitro-2-metilfenol

El proceso de preconcentración se realiza de la siguiente forma: se pasan

por la columna de vidrio rellena de oxina inmovilizada en CPG (10 mm x 2.5 mm),

5.0 mL de HCI 0.4 M y después 10.0 mL de disolución de nitrato de hierro (III) 20

mM en HCI 0.1 M. A continuación se pasan 10.0 mL de una mezcla de los dos

nitrofenoles en concentraciones del orden de t6 mgIL, a un caudal de 0.6

mL/mm. A continuación se eluye con 10.0 mL de la fase móvil (65% MeOH, 35%

HCOOH/NaCOOH 30 mM a pH 4.2), a un caudal de 1.0 mL/mm y se analiza por

HPLCsegún el procedimiento descrito en 4.3.7.

4.3.8.2 Procedimiento para el 2,4-dinitro-8-secbutilfenol

Para la preconcentración de 2,4-dinitro-6-secbutilfenol se pasan por la

columna de vidrio rellena de oxina inmovilizada en CPG (10 mm x 2.5 mm) 10.0

mL de disolución de nitrato de hierro (III) 20 mM en HCI 0.1 M. A continuación se

pasan 10.0 mL de la disolución de 2,4-dinitro-6-secbutilfenol en concentración del

orden de 1.6 mg/L, a un caudal de 1.0 mL/mm. La elución y la separación por

HPLCse hace de acuerdo con el procedimiento descrito en 4.3.8.1.
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4.3.9. Determinación de clorofenoles por cromatagrafia de gaseslespectro-
metría de masas (GCJMS>

La determinación se realiza utilizando como patrón interno el 2,4,6-

tribromofenol. Se prepararon mezclas de clorofenoles que contienen

concentraciones entre 7.0 - 15 mg/L de pentaclorofenol, 1.0 - 5.0 mg/L de 2.4,6-
triclorofenol y 5.0 - 12 mg/L de 2,4-dictorofenol y se enrasan con HCI 1 M hasta

10.0 mL. Las mezclas de los clorofenoles en HOI 1 M, se extraen 3 veces con

2.5 mL de diclorometano. El extracto se filtra previamente sobre ana de vidrio y

Na2SO4 anhidro. A continuación se adiciona el patrón interno y se enrasa con

diclorometano a 10.0 mL. Se inyectan 3.0 gL de las mezclas de clorofenoles en el

cromatógrafo en modo sin división durante 2 minutos, siendo la temperatura inicial
de 40

0C y gradiente de temperatura hasta 700C durante 1 minuto y seguidamente

a 2O0CImin, hasta 2300C durante 5 minutos. La temperatura del inyector es de

3000C y la del detector de 2500C, utilizando helio como gas portador.

4.3.10. Preconcentración selectiva de clorofenoles y determinación por

cromatografía de gases/espectrometría de masas (GC/MS)

A partir de la disolución de trabajo de 50 mg/L, se prepararon mezclas de

pentaclorofenol, 2,4,6-triclorofenol y 2,4-diclorofenol que contenian cantidades

comprendidas entre 30 — 90 gg a pH 1.0. Se pasan por columnas de vidrio

rellenas con oxina inmovilizada en CPG de 10 mm, 20 mm y 30 mm, 10.0 mL de

la mezcla de clorofenoles a un caudal de 0.6 mL/mm. A continuación se eluye con

diclorometano a un caudal de 0.6 mL/mm, se añaden 120 ¡±gde patrón interno y

se lleva a un volumen de 10.0 mL. El estudio de la recuperación de los

clorofenoles se realiza utilizando el procedimiento descrito en 4.3.9.

72



4. Parte Experimental

4.3.11.Determinación de pentaclorofenol en madera de pino (serrín)

Se pesa 1.0 g de serrín, se añaden 10.0 mL de la disolución de NaOH 0.5 M

y se adicionan diferentes cantidades de pentaclorofenol cada vez, agitando unos

minutos. Después de un máximo de 24 horas, se filtra con un filtro de papel y se

lava con dos porciones de 1.0 mL cada una de NaOH 0.5 M. Una vez filtrado se

añaden 3.0 mL de HCI 2 M para asegurar el pH ácido y se vuelve a filtrar en papel

para obtener un filtrado limpio.

A continuación se pasan entre 10.0 y 12.0 mL de la muestra por la columna

rellena de oxina inmovilizada en vidrio de poro controlado (CPG), a un caudal de

1.0 mL/mm. A continuación se eluye con 1.0 mL de acetonitrilo. La cuantificación

se realiza utilizando el calibrado descrito en 4.3.5.

4.3.12. Determinación de 2,4-dinitro-6-secbutilfenol <dinoseb) en zumo de

limón

Se filtran 10.0 mL de zumo de limón utilizando un filtro de pliegues a un

matraz. A continuación se añaden en un matraz de 10.0 mL, 1.0 mL de ácido

clorhídrico 1 M, 2 ¡tg de 2,4-dinitro-6-secbutilfenol y se enrasa hasta 10.0 mL con

el zumo de limón previamente filtrado. Se agita fuertemente la disolución y se filtra

mediante una membrana de nailon de 0.45 um.

La muestra de limón se pasa por la columna rellena de oxina inmovilizada en

vidrio de poro controlado (CPG), a un caudal de 1.0 mL/mm. A continuación se

eluye con la fase móvil (65% MeOH, 35% HCOOH/NaCOOH 30 mM a pH 4.2),

recogiendo dos alícuotas de 1.0 mL y se cuantifican por HPLC empleando el

calibrado descrito en 4.3.7.
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5. Resultados y Discusión

5.1. DETERMINACIÓN DE LA EFICACIA DE LA INMOVILIZACIÓN OXINA-CPG

POR FORMACIÓN DE OXINATO DE ALUMINIO CON DETECCIÓN

ESPECTROFOTOMÉTRICA

5.1.1. Calibrado de la oxina

La determinación de la cantidad de oxina inmovilizada en CPG se realizó

según el procedimiento descrito en 4.3.2. El máximo de absorción del oxinato de

aluminio es a 360 nm, longitud de onda a la que se realiza el calibrado, los

resultados se presentan en la tabla 8 y en la figura 6.

Tabla 8. Variación de la absorbancia del oxinato de aluminio con la concentración

de oxina

Disolución reguladora: pH 9.2

Concentración AI(N03)3 9H20 = 1.0 x io~~ M

Disolvente: etanol/H20

Longitud de onda: 360 nm

Absorbancia Concentración, M

0.2022

0.3977

0.6120

0.7844

1.0x10
4

2.Ox

3.Ox io~

4.0x104
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Figura 6. Variación de la absorbencia de oxinato de aluminio con la concentración

de oxina

Recta de regresión: A = 1960 0 + 0.0088

Coeficiente de correlación (r) = 0,9991

1.0
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5.1.2. Eficacia de la inmovilización de la oxina-CPG

Con el objetivo de determinar la cantidad de oxina inmovilizada en CPG, se

recogen las aguas de lavado con etanol y se determina la concentración por

formación de oxinato de aluminio y medida espectrofotométrica a 360 nm, usando

el calibrado del apartado 5.1.1.

En la tabla 9 se muestran los resultados obtenidos para cuatro alicuotas

preparadas de acuerdo con el procedimiento descrito en 4.3.2.

Tabla 9. Determinación de la concentración de oxina por formación de oxinato de

aluminio en las aguas de lavado con etanol de la oxina inmovilizada en CPG

Disolución reguladora: pH 9.2

Concentración: AI(N03)3 9.H20 =1.0x10
3 M

Disolvente: etanol/H
20

Longitud de onda: 360 nm

Alícuota V,mL Concentración, M Absorbancia

4

4

4

4

1.0

2.0

3.0

4.0

6.48X io-
5

1.30X104

1.89X104

2.66 X io~

0.1290

0.2598

0.3779

0.5298

Se utilizó la alícuota 2 para hacer los cálculos de la eficacia de la

inmovilización, considerando el calibrado de la figura 6. Teniendo en cuenta las

diluciones requeridas 5:100 y 2:10, la concentración de oxina libre en disolución

es de 2.6 x 1 02 M que corresponde a 0.4340 § de oxina. Dado que la cantidad de

oxina adicionada fue de 0.5002 g, la cantidad de oxina inmovilizada calculada por

77



5 Resultados y Discusión

diferencia fue de 0.0662 g de oxina en 0.4745 § de CPG. Por tanto los mg de

oxina inmovilizados por gramo de CPG son:

66.2 mg/0.4745 g = 139.5 mg de oxinalg de CPG

En la tabla 10 se presenta los resultados obtenidos para diferentes

inmovilizaciones, donde se muestran las cantidades en gramos de vidrio de poro

controlado (CPG), de la oxina adicionada y de la oxina no inmovilizada. A partir de

estos datos se calcula la cantidad de oxina inmovilizada en miligramos por

gramos de CPG.

Tabla 10. Resultados obtenidos en diferentes inmovilizaciones

Inmovilización CPG, g Oxína
adicionada, g

Oxina no
inmovilizada, §

Oxina
inmovilizada,

mg/g CPG

4

4

4

4

0.5000

0.5009

0.5003

0.4745

0.5006

0.5004

0.5000

0.5002

0.4500

0.4448

0.4211

0.4340

101

111

157

140

5.12. Estabilidad de la oxina-CPG en ausencia de fenoles

La oxina inmovilizada en vidrio de poro controlado (CPG) se seca a 959C y

se conserva en un desecador. No se ha observado una gran pérdida de su

reactividad para retener los diferentes fenoles después de cinco meses, pues una

columna rellena con esta oxina retuvo 88.2% cuando se pasaron 10.0 mL de

pentaclorofenol de 10 mg/L de concentración, a un caudal de 1.0 mL/mm,

considerando que la retención inicial fue de 91.0%.
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5.2. ESTUDIO ESPECTROFOTOMÉTRICO DE DIFERENTES FENOLES

CLORADOS, NITRADOS Y METILADOS

5.2.1. Calibrados de los fenoles en medio acuoso a pH 1.0

De acuerdo con los procedimientos del apartado 4.3.3., se prepararon

disoluciones de concentración entre 0.2 y 9.0 mg/L de los diferentes fenoles en

medio acuoso a pH 1.0 y se realizaron los calibrados de la absorbancia frente a

concentración, a la longitud de onda máxima de cada fenol. En la tabla 11, se

presentan las rectas de regresión y el coeficiente de correlación (r) de cada fenol.

En todos los casos las ordenadas en el origen no son muy diferentes de cero. Se

observan valores de los coeficientes de correlación iguales o superiores a 0.9947.

79



Tabla 11. Recta de regresión y coeficiente de correlación (r) de diferentes fenoles
en medio acuoso a pH 1.0.

Fenoles Recta de

A = B

regresión,

O + D

Coeficiente de

correlación, r

2. máx.,

nm

Pentaclorofenol A = 0.0080 C - 0.0026 0.9947 302

2,4,6-Triclorotenol A 00090 0 + 0.0034 0.9954 290

2,4-Diclorofenol A = 0.0113 0 + 0.0054 0.9956 286

2-Clorofenol A 0.0177 0 + 0.0038 09997 276

Fenol A = 0.0144 0 + 0.0029 0.9995 270

4,6-Din¡tro-2-metilfenol A 0.0727 0 — 0.0024 0.9999 272

2,4-Dinitrofenol A = 0.0624 0 — 0.0024 0.9998 264

2-Nitrofenol A=0.0225 0—0.0013 0.9998 350

4-Nitrofenol A = 0.0715 0 + 0.0022 0.9999 320

4-Cloro-3-metilfenol A = 0.0082 0 — 0.0011 0.9961 280

2,4-Dimetílfenol A 0.0203 0 — 0.0002 0.9993 278

Recta de regresión: A = 8 0 + D

Donde: A = Absorbancia

B = Pend¡ente

o = Concentración, mg/L

o = Ordenada en el origen
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5.2.2. Calibrados de los fenoles en acetanitrilo

Se realizan en base a los procedimientos descritos en 4.3.3.,

preparándose disoluciones con concentraciones entre 1.0 y 9.0 mg/L de los

diferentes fenoles en acetonitrilo y se realizaron los calibrados de la absorbancia

frente a concentración en el máximo de absorción de cada fenol. Sin embargo,

solamente presentó interés la variación de la absorbancia con la concentración

para el 2-nitrofenol, con recta de regresión: A = 0.0143 C + 0.0120 y coeficiente

de correlación (r) 0.9993.

Con relación a los otros fenoles no se pueden determinar en las

concentraciones que se eluian, probablemente porque la absorción del disolvente

es tan alta que no se puede restar adecuadamente el blanco.
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5.3. ESTUDIO ESPECTROFOTOMÉTRICO DE LA RETENCIÓN Y ELUCIÓN DE
FENOLES CLORADOS, NITRADOS Y METILADOS

Para la retención se prepararon disoluciones acuosas de los distintos fenoles de
10 mg/L de concentración en medio acuoso a pH 1.0. De acuerdo con el

apartado 4.3.4. se pasaron a través de la columna con oxina inmovilizada en

vidrio de poro controlado (CPG) 10.0 mL de la disolución de 10 mg/L de cada
fenol y se recogieron 10.0 mL de la disolución de desecho. Se midió la

absorbancia máxima de cada fenol en la disolución de 10 mgIL antes de pasar

por la columna y después en la disolución de desecho. Aplicando los calibrados

descritos en el apartado 5.2.1., 50 calcula el porcentaje de retención de los
distintos fenoles. En la tabla 12 se presentan los porcentajes de retención para

los fenoles estudiados a los caudales de 1.0 mL/mm y 0.6 mL/mm.



Tabla 12. Estudio de la retención de los fenoles dorados, nitrados y metilados en

oxina - CPG.

Columna oxina-CPG (10 mmx 2.5 mm)

Concentración = 10 mg/L, pH 1.0

= = 10.0 mL

Fenoles X máx.,
nm

Retenciónt, %
1.0 mL/mm

S~.
1

—
2 2

Retención*, %
0.6 mL/mm

S~1

Pentaclorofenol 302 91.0 98 8 1 7

2,4,6-Triclorofenol 290 61.6 3.3 73.2 1.2

2,4-Diclorofenol 286 39.2 5.4 42.1 0.3

2-Clorofenol 276 26.5 3.5 30.2 2.7

Fenol 270 7.3 1.4 9.1 0.5

4,6-Dinitro-2-met¡lfenol 272 36.4 1.5 40.8 1.2

2,4-Dinitrofenol 264 15.5 0.2 20.2 1.4

2-Nitrofenol 350 42.0 2.5 45.3 4.0

4-Nitrofenol 320 6.4 0.3 10.9 0.1

4-Cloro-3-met¡lfenol 280 38.0 2.1 46.0 52

2,4-Dimetilfenol 278 17.1 0.3 238 1.7

* media de 3 experimentos



5. Resultados y Discusion

Como se puede observar en los resultados presentados en la tabla 12, de
los clorofenoles estudiados los que más se retienen son el pentaclorofenol,

98.8%, y el 2,4,6-tríclorofenol, 732%, a un caudal de 0.6 mL/mm. Con relación a

los nitrofenoles el que tiene mayor retención es el 2-nitrofenol, 45.3%, a un caudal

de 0.6 mLimin. De los fenoles metilados la mayor retención observada fue para el

4-cloro-3-metilfenol 46.0% a un caudal de 0.6 mlJmin.

De acuerdo con este estudio, no se pueden calcular las recuperaciones,
sino solo las retenciones, dado que no es posible evaluar la cantidad que se ha

eluido, con excepción del 2-nitrofenol.

Los espectros de absorción UV-VIS de las disoluciones patrón de fenoles

de 10 mg/L de pentaclorofenol, 2,4,6-triclorofenol, 2-nitrofenol y 4-cloro-3-
metilfenol se muestran en las figuras 7 a 10.
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Figura 7. Espectro de absorción de la disolución patrón del pentaclorofenol.

Concentración = 10 mg/L, pH 1.0
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Figura 8. Espectro de absorción de la disolución patrón de 2,4,6-triclorofenol.

Concentración = 10 mg/L, pH 1.0
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Figura 9. Espectro de absorción de la disolución patrón de 2-nitrofenol.

Concentración = 10 mg/L, pH 1.0
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Figura 10. Espectro de absorción de la disolución patrón de 4-cloro-3-metilfenol.

Concentración = 10 mgIL, pH 1.0

4

<

oz
4<
o
u,

4<

300 400 500

88



5. Resultados y Discusión

La elución de los distintos fenoles se realizó siguiendo el procedimiento

descrito en 4.3.4., con 10.0 mL de acetonitrilo. Se recogieron 10.0 mL de la
disolución de desecho y se midió la absorbancia máxima. Se hicieron cálculos de

elución para el 2-nitrofenol; para el resto no fue posible pues los fenoles tienen el

máximo de absorción en el entorno del disolvente y los resultados obtenidos
fueron poco representativos.

De acuerdo con el calibrado del apartado 5.2.2., la elución del 2-nitrofenol

fue de 34.7% a un caudal de 1.0 mLimin y de 39.5% a un caudal de 0.6 mL/mm.

Si bien, a 350 nm la sensibilidad en estas condiciones también es pequena.

Los espectros de absorción UV-VIS del 2-nitrofenol eluido con acetonitrilo a

caudales de 1.0 mL/mm y 0.6 mL/mm se presentan en las figuras 11 y 12.
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Figura 11. Espectro de absorción del 2-nitrofenol eluido con acetonitrilo.

Caudal = 1.0 mL/mm.
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Figura 12. Espectro de absorción del 2-nitrofenol eluido con acetonitrilo.

Caudal = 0.6 mL/mm.
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La elución de los clorofenoles pentaclorofenol, 2,4,6-triclorofenol, 2,4-

diclorofenol y de los nitrofenoles no ha podido ser estudiada por absorción UV-

VIS, debido a las irreproducibilidades obtenidas al tener el máximo de absorción

en la zona de absorción del disolvente.
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5.4. OPTIMIZACIÓN DE LA RETENCIÓN Y ELUCIÓN DE LOS FENOLES

Con relación a la retención y elución de los fenoles influyen factores

químicos e hidrodinámicos, por lo cual ha sido necesaria la optimización de

diversos parámetros tales como pH, naturaleza de los fenoles y del eluyente.

5.4.1. Influencia del pH en la retención y elución de los fenoles

De acuerdo con el procedimiento del apartado 4.3.4., para el pentaclorofenol

y de acuerdo con los resultados de la tabla 13, se observa que la retención

disminuye al aumentar el pH y es máxima a pH 1.0. Por lo que es de esperar que
las formas más protonadas de fenol sean las que retengan mejor y al mismo

tiempo se evita la hidrólisis del compuesto oxina — CPG.

Respecto a la elución los mejores resultados fueron los obtenidos con

acetonitrilo sin que sea necesario control de pH.

En la tabla 13 se presenta el porcentaje de retención para el pentaclorofenol

en función del pH.
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Tabla 13. Influencia del pH en la retención del pentaclorofenol

Columna oxina-CPG 10 mm x 2.5 mm
Concentración 10 mg/L; Caudal = 1.0 mLJmin;

= Vf = 10.0 mL; Longitud de onda = 302 nm

PH Retención, %

1.0
2.0

3.0

91.8
72.1

60.0

5.4.2. Influencia de la naturaleza de los fenoles en la retención

De acuerdo con el estudio realizado en el apartado 5.3. para los fenoles

dorados, nitrados y metilados, el porcentaje más alto de retención fue el obtenido

para el pentaclorofenol, 98.8%, y 2,4,6-triclorofenol, 73.2%. Como se puede
observar para los clorofenoles en la tabla 1 a medida que disminuye el grado de

cloración aumenta los valores de pKa y a medida que aumenta el grado de
cloración, aumentan la retención como se muestra en la tabla 12.

Con relación a los nitrofenoles el mayor porcentaje de retención se observó
para el 2-nitrofenol, 45.3%. La acidez aumenta cuando los sustituyentes se

encuentran en la posición orto- o para- con respecto al grupo —OH, debido a la
conjugación de estas posiciones con el grupo hidroxilo. Por otro lado la presencia

de sustituyentes captadores de electrones (desactivantes) hacen aumentar la

acidez del fenol.
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Considerando los fenoles metilados el mayor porcentaje de retención fue
para el 4-cloro-3-metilfenol, 46.0%, cuyo valor de pKa es elevado (9.72), esto

significa que sustituyentes donadores de electrones (activantes), hacen disminuir
la acidez del fenol al dificultar la deslocalización de la carga en el anillo aromático

y consecuentemente disminuye la retención.

5.4.3. Influencia de la naturaleza de disolventes orgánicos en la retención del

pentaclorafenol

De acuerdo con el procedimento del apartado 4.3.4., este estudio se realizó
para el pentaclorofenol con disolventes orgánicos puros y también saturados con

HCI 0.1 M. Se registró la absorbancia máxima del pentaclorofenol en los distintos

disolventes orgánicos, antes de pasar por la columna (Am) y de la disolución de
desecho (Ad). Los cálculos se realizaron de acuerdo con la expresión:

% Retención =
Am~Ad

xlOO
A ¡u

Donde:

Am = Absorbancia de la disolución de 10 mg/L a 302 nm
= Absorbancia del desecho a 302 nm.

En la tabla 14 se presenta el porcentaje de retención obtenidos, con
disolventes puros y en la tabla 15 con disolventes saturados con HCI 0.1 M.
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Tabla 14. Estudio de la retención de pentaclorofenol en oxina — CPG con

disolventes orgánicos.

Columna oxina-CPG 10 mm x 2.5 mm
Concentración = 10 mgIL; Caudal = 1.0 mLlmin;

= Vf = 10.0 mL; Longitud de onda = 302 nm

Disolventes Orgánicos Retención,

Diclorometano

n-Hexano 4.4

Cloroformo 20.9
Tetracloruro de carbono 2.6

Eter dietílico

1 2-Dicloroetano 18.9

Tabla 15.

disolventes

Estudio de la retención de pentaclorofenol en oxina — CPG con

orgánicos saturados con HCI 0.1 M.

Columna oxina-CPG lOmm x 2.5 mm

Concentración = 10 mgIL; Caudal = 1.0 mLlmin;
= V~ = 10.0 mL; Longitud de onda = 302 nm

Disolventes Orgánicos,
saturados con HCI 0.1M

Retención, %

Cloroformo

Tetracloruro de carbono

1 2-Dicloroetano

8.0

7.5
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Se observan en las tablas 14 y 15 que la retención de pentaclorofenol en

diferentes disolventes orgánicos es baja para los experimentos realizados con la

columna oxina — CPG.

La elución de pentaclorofenol se realizó con acetonitrilo, pero no se observó

banda máxima de absorción para hacer una evaluación de la recuperación
probablemente por estar en el entorno de la banda de absorción del disolvente.

Dada la baja retención del pentaclorofenol en didorometano, éste se podr<a

usar como eluyente.
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5.5. ESTUDIO DE ESTABILIDAD DEL PENTACLOROFENOL

5.5.1. Estabilidad del pentaclorofenol retenido en la columna oxina — CPG

Para el estudio de estabilidad del pentaclorofenol, se pasaron 10.0 mL de

una disolución de 10 mg/L en medio acuoso a pH 1.0. Una vez retenido el
pentaclorofenol se guardó la columna a 40C, en una disolución de HCI O.1M (pH
1.0), durante 4 días. Se realizó la elución con 10.0 mL de acetonitrilo y el espectro

tenía la misma apariencia que el espectro hecho antes de la retención, pero como
ya vimos en el apartado 5.3, el cálculo exacto de elución no fue posible pues el

pentaclorofenol tiene el máximo de absorción en el entorno del disolvente. De

acuerdo con este estudio la unión entre la oxina inmovilizada en vidrio de poro
controlado (oxina — CPG) y el pentaclorofenol permanece a pH 1.0, durante por lo
menos 4 días; la inmovilización también es una forma de aumentar la estabilidad

del pentaclorofenol, pues él mismo no es estable a bajas concentraciones, siendo

este procedimiento útil para almacenar muestras por un determinado período.

5.5.2. Estabilidad de la columna axina — CPG con el paso de muestras

Para este estudio se pasaron 10.0 mL de una disolución de 10 mg/L de

pentaclorofenol en medio acuoso a pH 1.0, y se hicieron los cálculos de la

retención de acuerdo con los ya observados en la tabla 12. En días subsecuentes
se realizaron experimentos con la misma columna y en las mismas condiciones

para otros fenoles y fueron equivalentes a los que se presentan en la tabla 12.

De acuerdo con este estudio, si se hacen siempre los experimentos en
medio acuoso a pH 1.0, la columna presenta estabilidad durante días, aunque se
use para la retención y elucián de otros fenoles.
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5.6. ESTUDIO DE REPRODUCIBILIDAD DE LA PRECONCENTRACIÓN DE
PENTACLOROFENOL

5.6.1. Reproducibilidad de la retención del pentaclarofenol en una misma
columna

Para este estudio se prepararon muestras de pentaclorofenol de 100 pg en

10.0 mL, en medio acuoso a pH 1.0. Inicialmente se pasaron por la columna oxina
— CPG 10.0 mL de la muestra y se recogieron 10.0 mL de la disolución del

desecho. Se midió la absorbancia máxima a 302 nm y se llevaron al calibrado del

pentaclorofenol del apartado 5.2.1. La concentración obtenida en mg/L se

transformó en ~sgconsiderando el volumen de 10.0 mL.

En la tabla 16 se presentan para la disolución del desecho la cantidad de
pentaclorofenol no retenido y el porcentaje de retención.

De acuerdo con este estudio, se observa que la retención es muy alta y

bastante reproducible.
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Tabla 16. Estudio de reproduciblidad del porcentaje

pentaclorofenol en una misma columna.

Cantidad de pentaclorofenol = 100 pg

Caudal = 1.0 mL/mm

= Vf = 10.0 mL
Longitud de onda = 302 nm

Muestra Cantidad de PCF no
Retenido, ~g

Retención, %

3

3

3

8.1

7.5

14.9

92.0

92.5

87.1

Media 10.2

4.1

90.5

3.0

5.6.2. Reproducibilidad de la retención del pentaclorofenol en distintas

columnas

Para el estudio de la reproducibilidad entre distintas columnas en oxina —

CPG se prepararon muestras de pentaclorofenol de 100 pg en 10.0 mL, en medio

acuoso a pH 1.0. Se pasaron por la columna 10.0 mL de la muestra y se

recogieron 10.0 mL de la disolución del desecho. Se midió la absorbancia máxima

a 302 nm y se llevaron al calibrado del apartado 5.2.1. La concentración obtenida

en mg/L se transformó en ~.igconsiderando el volumen de 10.0 mL.

100

de retención del
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En la tabla 17 se presenta para la disolución de desecho la cantidad de

pentaclorofenol no retenido y el porcentaje de retención. Como muestran los

resultados de la tabla 17 la reproducibilidad de la retención sigue estando en el

entorno del 90.0%, como en el caso de utilizar una misma columna y con una
reproducibilidad semejante.

Tabla 17. Estudio de reproducibilidad del porcentaje de retención del

pentaclorofenol en distintas columnas.

Cantidad de pentaclorofenol = 100 gg

Caudal = 1.0 mL/mm
= = 10.0 mL

Longitud de Onda = 302 nm

Muestra Cantidad de PCF no

Retenido, p.g

Retención, %

3

3

3

8.1

16.1

11.6

92.0

84.0

88.4

Media 12.0

3.6

88.1

4.0

Comparando el porcentaje de retención del pentaclorofenol en la misma
columna y en distintas columnas, no se observan diferencias significativas.
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5.7. ESTUDIO CONJUNTO DE CLOROFENOLES POR CROMATOGRAFÍA

LiQUIDA DE ALTA EFICACIA (HPLC)

Dado que en muestras medioambientales la cantidad de fenoles

contaminantes prioritarios esperada está al nivel de mgIL y p.QIL, como ya se ha

visto en la revisión bibliográfica, es necesaria su preconcentración antes de la

determinación cromatográfica con detección espectrofotométrica. Para esto se

hizo un estudio conjunto de los clorofenoles que más se retenían, de acuerdo con
el estudio espectofotométrico.

5.7.1. Optimización de las condiciones cromatográfícas

5.7.1.1. Elección de la longitud de onda

Como cada clorofenol absorbe a una longitud de onda máxima distinta y

dado que se dispone de un detector monocanal, se procedió a la elección de la

longitud de onda de trabajo, buscando una sensibilidad de compromiso para los

tres clorofenoles pentaclorofenol, 2,4,6-triclorofenol y 2,4-diclorofenol.

Se utilizó para la separación la fase móvil MeOH: CH3CN: 30 mM

CH3000NH4, pH 5.0 (10:34:56> que ya había sido descrita en la bibliografía (66)
para la separación de estos fenoles.

Registramos los cromatogramas de cada clorofenol en concentraciones de

15.0 mglL en metanol a un caudal de 1.0 mL/mm con la siguiente fase móvil
MeOH:CH3CN: 30 mM CH3COONH4, pH 5.0 (10:34:56), a dos longitudes de onda

240 nm y 254 nm. Se observó en los cromatogramas que la mayor sensibilidad
fue para 240 nm, la cual se consideró como longitud de onda óptima para el

estudio conjunto de pentaclorofenol, 2,4,6-triclorofenol y 2,4-diclorofenol.
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5.7.1.2. Optimización del pH

Para este estudio se procedió a revisar la influencia del pH de la fase móvil,

Se prepararon mezclas de los clorofenoles pentaclorofenol, 2,4,6-triclorofenol y

2,4-diclorofenol con concentraciones de 4.5 mg/L, 2.0 mg/L y 4.0 mg/L en

metanol, respectivamente. Se registraron los cromatogramas a la longitud de

onda óptima 240 nm, a un caudal de 1.0 mL/mm y fase móvil MeOH CH3CN: 30

mM CH3COONH4 (35:25:40). Los pH estudiados fueron 5.1, 5.2 y 5.3.

Los resultados se presentan en la tabla 18, donde puede

variación de los tiempos de retención con el pH. De estos datos y

se deduce que el pH óptimo es de 5.1, ya que es el pH al cual, se

los clorofenoles en el menor tiempo de retención.

observarse la

de la figura 13

separan mejor

Tabla 18. Optimización del pH.

Fase Móvil = MeOH: CH3CN : 30 mM CH3COONH4 (35:25:40)
Caudal = 1.0 mL/mm; Longitud de onda = 240 nm

Tiempo de retención, minutos

pH Pentaclorofenol 2,4,6-Triclorofenol 2,4-Diclorofenol

5.1

5.2

5.3

4.76

6.53

19.43

6.08

13.62

17.90

5.73

9.33

10.06

De acuerdo con este estudio, el pH influye tanto en la posición relativa de los

clorofenoles, como también en el tiempo total del análisis. Mientras que a pH 5.1

el primero en eluirse es el pentaclorofenol, a pH 5.3 el primero en eluirse es el

2,4-diclorofenol, y el tiempo total del cromatograma es más de el doble a pH 5.3

que a pH 5.1.
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5.7.1.3. Elección de la fase móvil

Tomando como referencia los estudios realizados con anterioridad por otros

autores (66), para este estudio se prepararon diferentes fases móviles ternarias

para saber cuál es la que mejor separaría la mezcla de clorofenoles. Se

prepararon fases móviles ternarias de MeOH : CH3CN : 30 mM CH3COONH4, pH

5.1, comprendidas entre 35:25:40 y 25:25:50. En la tabla 19 se presentan las

fases móviles, los tiempos de retención y factores de capacidad (k) obtenidos

para los clorofenoles estudiados.

Tabla 19. Influencia de la fase móvil en la separación cromatográfica de

clorofenoles

PCF 2,4,6-TCFFase Móvil [ tr, mm 0
0

05

tr, mm
a

1338

0
0
078

tr, mm
—

800

0
0
006MeOH:CH3CN:3OmM

CH3COONH4pH 5.1 (30:25:45)
1130

MeOH : CHSCN :30 mM
CH3COONH4 pH 5.1 (25:25:50)

1699 0.76 16.99 0.78 10.20 0.07

MeOH:CH3CN:3OmM
CH3COONH4 pH 5.1 (35:25 40)

476 020 808 102
—

573
—

043
—

tr, mm tiempo de retención, minutos k = factor de capacidad

La separación cromatográfica óptima fue para la fase móvil MeOH : CH3CN

30 mM CH3COONH4, pH 5.1 (35:25:40), pues es en la que los clorofenoles

quedan mejor resueltos y con un tiempo de retención inferior a 6.0 minutos. En la

figura 14 se presenta el cromatograma para una mezcla de clorofenoles.

2,4-DCF
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0 3 6 9

TIEMPO, minutos

Figura 14. Cromatograma de una mezcla de clorofenoles

Columna Spherisorb 5 QOS 150 x 4.6 mm
Fase móvil = MeOH: CH3CN : 30 mM CH3COONH4, pH 5.1 (35:25:40)

Caudal = 1.0 mL/mm

Longitud de onda = 240 nm

1: PCF 4.5 mg/L, 2: 2,4-DCF = 4.0 mg/L, 3: 2,4,6-TCF= 2.0 mg/L

•1

2
3

12
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5.7.2. Características analíticas de la determinación de clorofenoles por
HPLC

5.7.2.1. Calibrado de los clorofenales

De acuerdo con el procedimiento expuesto en el apartado 4.3.5., se
realizaron los calibrados del área frente a la concentración de los clorofenoles

pentaciorofenol, 2,4,6-triclorofenol y 2,4-diclorofenol, mediante cromatografía
líquida de alta eficacia (HPLC) con detección espectrofotométrica UV, utilizando la

columna Spherisorb 5 ODS 150 x 4.6 mm.

El intervalo de concentración para el calibrado de cada clorofenol fue

pentaclorofenol de 1.5 a 4.5 mgIL, 2,4,6-triclorofenol de 0.5 a 3.5 mg/L y 24-

diclorofenol de 1.0 a 5.0 mg/L. En la tabla 20 se presentan las rectas de regresión

y el coeficiente de correlación (r) para cada clorofenol. En todos los casos las
respuestas lineales en los intervalos de concentración estudiados también se

pueden apreciar coeficientes de correlación iguales o superiores a 0.9946.
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Tabla 20. Rectas de regresión y coeficientes de correlación (r) para los

clorofenoles estudiados.

Columna Spherisorb 5 ODS 150 x 4.6 mm
Fase móvil = MeOH : CH3CN : 30 mM CH3COONH4, pH 5.1 (35:25:40)

Caudal = 1.0 mLimin

Longitud de onda = 240 nm

Clorofenoles Recta de regresión,

Área = B C + D

Coeficiente de

correlación, r

Pentaclorofenol

2,4,6-Triclorofenol

2,4-Diclorofenol

Área = 40952.1 C — 14271.6

Área = 18857.3 C + 1430.3

Área = 8739.3 C + 2643.1

0.9958

0.9949

0.9946

B = pendiente
C = concentración, mg/L

D = ordenada en el origen

De acuerdo con el procedimiento descrito en el apartado 4.3.5., también se
obtuvo el calibrado del área frente a la concentración del pentaclorofenol, con las
mismas condiciones citadas en la tabla 20, pero usando la columna Supercosil

LC —18 150 x 3.0 mm.
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El margen de concentración para hacer el calibrado del pentaclorofenol fue

de 0.07 a 8.0 mgIL, obteniéndose la recta de regresión; Área 55579.5 C —

8538.3 y coeficiente de correlación 0.9949.

5.7.2.2. Limite de detección y cuantificación

La determinación del límite de detección (L.D.) se realizó según el criterio de

la relación señal/ruido (SIN = 3). Para eso, se preparan e inyectan disoluciones
sucesivamente más diluidas de los clorofenoles de acuerdo con el procedimiento

descrito en el apartado 4.3.5. Se registran los correspondientes cromatogramas

hasta que la señal de los analitos se confunde con en ruido del cromatograma,
considerándose el triple de esta mínima concentración detectada como el límite

de detección.

El límite de cuantificación (L.C.> es definido como 10 veces la relación

señal/ruido.

En la tabla 21 se presentan los valores del límite de detección y

cuantificación para los clorofenoles estudiados.
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Tabla 21. limite de detección y cuantificación para los clorofenoles estudiados

Columna Spherisorb 5 005 150 x 4.6 mm
Fase móvil MeOH : CH3CN: 30 mM CH3000NH4, pH 5.1 (35:25:40)

Caudal = 1.0 mL/mm

Longitud de onda = 240 nm

Clorofenoles L.D., mgIL L.C., mgIL

Pentaclorofenol

2,4,6-Triclorofenol
2,4-Diclorofenol

0.10

0.10
0.20

0.33

0.33
0.67

5.7.2.3. Reproducibilidad

Para el estudio de la reproducibilidad se utilizaron cinco determinaciones

para un valor representativo en la zona intermedia del calibrado de clorofenoles,
según el procedimiento del apartado 4.3.5. Los resultados obtenidos se presentan

en la tabla 22, para la mezcla de clorofenoles.
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Tabla 22. Estudio de la reproducibilidad

Fase Móvil = MeOH: CH3CN : 30 mM CH3COONH4, pH 5.1 (35:25:40)

Caudal = 1.0 mL/mm

Longitud de onda = 240 nm

Clorofenoles M1
—

2.56

M3 M6 Media S~1
—— —

2.40 2 42 0 12

S~.,%
—

5 0Pentaclorofenol, mg/L 2.38 2.53 2.22

2,4,6-Triclorofenol, mg/L 2.79 2.71 2.92 2.68 2.71 2 76 0 10 3 5

2,4-Diclorofenol, mg/L 2 76
—

241 2.68 2.51 2.60 2 60
—

0 14
—

5 3
—

M = muestra

*4

A:. ~

~
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5.8 PRECONCENTRACIÓN SELECTIVA DE CLOROFENOLES Y

DETERMINACIÓN POR HPLC

Para la preconcentración selectiva de los clorofenoles pentaclorofenol, 2,4,6-

triclorofenol y 2,4-diclorofenol, se utiliza el mismo procedimento descrito en el

apartado 4.3.4. para la retención y elución de los fenoles. Con relación a la
determinación de clorofenoles por HPLC, se usan las condiciones optimizadas en

el estudio conjunto de clorofenoles descrito en el apartado 5.7.

5.8.1. Estudio de la preconcentración selectica de clorofenoles en columna

oxina — CPG y análisis por HPLC

Para la preconcentración selectiva de clorofenoles se pasa a través de la

columna oxina — CPG 10.0 mL de una mezcla de clorofenoles pentaclorofenol,

2,4,6-triclorofenol y 2,4-diclorofenol, en concentración de 3.0 mg/L, cada uno, a
pH 1.0 y a un caudal de 0.6 mLlmin. Una vez retenida la mezcla de clorofenoles,

se eluye con acetonitrilo a un caudal de 0.6 mL/mm, recogiendo 10.0 mL. A
continuación se analiza por HPLC de acuerdo con el procedimiento del apartado
4.3.5.

Aplicando en calibrados descritos en el apartado 5.7.2.1., los porcentajes de

retención y elución obtenidos se presentan en la tabla 23. Los porcentajes de
retención son concordantes con los obtenidos por espectrofotometría Uy-VIS.
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Tabla 23. Estudio de la preconcentración de clorofenoles y análisis por HPLC.

PCF, 2,4,6-TCF, 2,4-DCF = 3.0 mg/L
pH = 1.0; Eluyente = acetonitrilo; V1 = Vf = 10.0 mL

Fase Móvil = MeOH : CH3CN : 30 mM CH3COONH4, pH 5.1 (35:25:40)

Caudal = 1.0 mL/mm
Longitud de onda = 240 nm

Clorofenoles Retención*, % S,.~ Elución*, % Sn-1

Pentaclorofenol

2,4,6-Triclorofenol

2,4-Diclorofenol

100

75.1

45.1

2

2.5

4.0

95.4

66.0

40.6

1.2

2.1

0.8

* media de 3 experimentos

5.8.2. Evaluación del volumen de ruptura

El volumen de ruptura hace referencia a la cantidad de clorofenol que se
puede preconcentrar y recuperar en volúmenes crecientes de disolución hasta

llegar a un volumen donde dejan de ser constantes los datos de recuperación.

Para el estudio del volumen de ruptura se pasan sucesivamente disoluciones

acuosas a pH 1.0 conteniendo 30 gg de clorofenol en 10.0, 25.0 y 50.0 mL a

través de la columna oxina — CPG a un caudal de 0.6 mL/mm, Una vez retenido el

clorofenol, se eluye con 10.0 mL de acetonitrilo a un caudal de 0.6 mL/mm. A

continuación se analiza por HPLC de acuerdo con el procedimiento del apartado

4.3.5. y se calcula la cantidad recuperada de cada clorofenol.
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En la tabla 24 y en la figura 15 se presentan los resultados obtenidos y se
puede observar que el volumen de ruptura para el pentaclorofenol y 2,4,6-

triclorofenol es 50.0 mL y para el 2,4-diclorofenol 25.0 mL, cuando se
preconcentran conjuntamente.

Tabla 24. Determinación del volumen de ruptura de clorofenoles

Columna oxina-CPG

Caudal = 0.6 mLimin

(10 mmx 2.5 mm)

Vo, mL 10.0 25.0 50.0

Clorofenoles C, gg C/Co
—

0.96

C, ~j.g C/Co C, gg
—

20 3

C/Co
—

0 67Pentaclorofenol 29.0 27.2 0.91
2,4,6-Triclorofenol 15.5 0.52 10.7 0 36 9 2 0 30

2,4-Diclorofenol 14.2 0.47 2.3 0 28 — —

Co = 30 gg: pentaclorofenol, 2,4,6-triclorofenol, 2,4-diclorofenol

C = jsg (Recuperado)
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. PcE

• 2,4-DCF • 2,4,6-TCF

20 30

va, mL

40 50

Figura 15. Determinación del volumen de ruptura de clorofenoles

PCE = pentaclorofenol, 2,4,6-TCF = 2,4,6-triclorofenol, 2,4-DCF = 2,4-diclorofenol

5.8.3. Estudio de la influencia de la concentración

Para estudiar la influencia de la concentración se pasan por la columna

oxina-CPG disoluciones acuosas de clorofenoles a pH 1.0, usando el

procedimiento del apartado 4.3.5., manteniendo el volumen de la muestra en 10.0

mL y aumentando la concentración de los clorofenoles. En la tabla 25 y en la

figura 16 se presentan los resultados obtenidos. Se observa que para el

pentaclorofenol en las concentraciones 2.0, 3.0 y 4.0 mg/L, el porcentaje de

retención es 100 %, para el 2,4,6-triclorofenol en la concentración de 4.0 mgIL el

1.0-

0.9—

0.8—

0.7 —

cico 0.5—

0.4 —

0.3 —

0.2 -

0.1 —

0.0
10

115



5. Resultados y Discusión

porcentaje de retención es 77.3 % y para el 2,4-diclorofenol para la concentración

de 8.0 mg/L el porcentaje de retenc¡ón es 38.2 %.

Los porcentajes de retención obtenidos para los clorofenoles por HPLC son

concordantes con los obtenidos por espectrofotometría ultravioleta — visible. Se

observa también que los porcentajes de elución son muy próximos a los de
retención.

Tabla 25. Estudio de la influencia de la concentración

Fase Móvil = MeOH : CH3CN : 30 mM CH3COONH4, pH 5.1 (35:25:40)

= V1 = 10.0 mL

Caudal = 1.0 mLimin

Longitud de onda = 240 nm

C,mg/L

—— ———

10 20 30 4.0 5.0 60 70 80 100

CF R%E%R%E%R%E%R,%E,%R,%E%R%E%R%E%R%E%R%E%
— — — — a — —

859770 100880 100789 10098.4 — — 794745PCE

2,4,6-TCF — — 518394 734682 77.359.9 62.9702 — 598322

2,4-DCF 245598 — — 35415 32.444.2 — — 288304 — — 382— 304—
— a —

C = concentración, mg/L, CF = clorofenoles, PCF = pentaclorofenol

2,4,6-TCF = 2,4,6-triclorofenol, 2,4-DCF = 2,4-diclorofenol

R, % = % de retención; E, % = % de elución
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pcF

2,4,6-TcF

• 2,4-DcF

¡ 1 1 ‘ 1 ~

0 1 2 3 4 5 6 7

¡ . 1 i 1

8 9 10 11

CONCENTRACIÓN, mg/L

F¡gura 18. Estudio de la influencia de la concentración

PCF = pentaclorofenol, 2,4,6-TCF = 2,4,6-triclorofenol, 2,4-DCF = 2,4-diclorofenol
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5. Resultados y Discusión

5.8.4. Estudio de la elución del pentaclorofenol en acetonitrilo

De acuerdo con el calibrado del pentaclorofenol obtenido en el apartado
5.7.2.1 usando la columna Supercosil LC — 18, se estudió la posibilidad de eluir el

pentaclorofenol en el menor volumen posible de acetonitrilo.

Se preparó una disolución de 10.0 mL a pH ácido de pentaclorofenol de

1.088 mg/L. Primero se acondiciona la columna oxina — CPG pasando 10.0 mL de

acetonitrilo y luego 10.0 mL de HOI 0.1 M. A continuación se pasa la disolución

de pentaclorofenol y después se eluye con acetonitrilo de la siguiente manera: se

recoge primero 1.0 mL y a continuación fracciones sucesivas de 1.0 mL, 2.0 mL,

2.0 mL y finalmente 5.0 mL. Seguidamente se mide la cantidad obtenida en el

calibrado del apartado 5.7.2.1 con la columna Supercosil LO — 18 y se calcula la

recuperación. En la tabla 26 se presentan los resultados obtenidos.

Tabla 26. Estudio de la elución del pentaclorofenol en acetonitrilo

Cantidad de pentaclorofenol = 10.88 gg

VAcN (fracciones),

mL

VACN(total),

mL

gg

Recuperados

Recuperación,

1.0

1.0

2.0

2.0

5.0

1.0

2.0

4.0

6.0

11.0

9.46

1.54

1.66

1.55

0.35

87.0

14.0

15.0

14.0

3.0

VACN — Volumen de acetonitrijo
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A la vista de estos resultados se decidió que 1.0 mL de acetonitrilo era

suficiente para recuperar la mayor parte del pentaclorofenol. También se

deterrninó la cantidad no retenida y se obtuvieron 0.74 >.tg, lo que supone 6.80/o.

En la figura 17 se presentan los cromatogramas de las fracciones de elución

de pentaclorofenol en acetonitrilo. En esta figura, PCP 1 en rojo corresponde al

primer mililitro, PCP 2 en verde al segundo mililitro, la PCP 3 en azul a los 2.0 mL

siguientes, la PCP 4 en negro a los otros dos mililitros y finalmente la PCP 5 en

violeta a lo recogido en los últimos 5.0 mL.

Se observa que el pentaclorofenol con la columna Supercosil LC — 18 se

eluye entre 5.22 y 5.45 minutos, o sea un poco más tarde que en la columna

Spherisorb 5 ODS, en la que salió a 4.76 minutos.
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5.9. ESTUDIO CONJUNTODE NITROFENOLES POR CROMATOGRAFíA

LIQUIDA DE ALTA EFICACIA <HPLC)

5.9.1. Optimización de las condiciones cromatográficas

5.9.1.1. Elección de la longitud de onda

Se realizó un estudio por espectrofotometría ultravioleta — visible con la

finalidad de seleccionar una longitud de onda de compromiso que permitiera la
detección simultánea de los nitrofenoles 2-nitrofenol, 4,6-dinitro-2-metilfenol y 2,4-

dinitro-6-secbutilfenol. Para ello se prepararon disoluciones de los nitrofenoles en

concentración de 5.0 mg/L en la fase MeOH : H20, pH 5.1 (60:40). A continuación
se registraron los espectros entre 190 y 500 nm, los cuales se presentan en la

figura 18. Observándose que los espectros del 4,6-dinitro-2-metilfenol y 2,4-
dinitro-6-secbutilfenol son muy similares y con la longitud de onda del máximo de

absorción a 376 nm. Por lo que respecta al 2-nitrofenol presenta un máximo de

absorción relativa a 346 nm.
En función de los espectros, se elegió 350 nm como longitud de onda de

detección para la determinación de los nitrofenoles mediante cromatografía

líquida.
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Figura 18. Espectros de absorción de los nitrofenoles
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5.9.1.2. Optimización del pH

Para estudiar la influencia del pH de la fase móvil en el comportamiento

cromatográfico, se prepararon disoluciones de 2-nitrofenol, 4,6-dinitro-2-metilfenol

y 2,4-dinitro-6-secbutilfenol y se registraron los cromatogramas de cada

compuesto a 350 nm, con la fase móvil MeOH : 30 mM HCOOH/NaCOOH (60:40)

en los pH 3.5, 4.0, 4.2 y 4.4, a un caudal de 1.0 mL/mm.

Los resultados se presentan en la tabla 27, donde se observa la variación de

los tiempos de retención con el pH. De estos datos y observando la figura 19 se

deduce que el pH de compromiso es de 4.2 pues a este pH, el 2-nitrofenol y 4,6-

dinitro-2-metilfenol se separan mejor y además el 2,4-dinitro-6-secbutilfenol,

queda más próximo a los otros nitrofenoles.

Tabla 27. Optimización del pH.

Fase Móvil = MeOH: 30 mM HCOOH/NaCOOH (60:40)

Caudal = 1.0 mL/mm

Longitud de onda = 350 nm

Tiempo de retención, minutos

pH 2-Nitrofenol 4,6-Dinitro-2-metilfenol 2,4-Dinitro-6-secbutilfenol

3.5

4.0

4.2

4.4

5.30

5.10

5.50

5.50

7.00

4.50

4.40

3.60

17.50

18.20

16.00

13.50
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5.9.1.3. Elección de la fase móvil

Siendo los nitrofenoles compuestos bastante polares, es de esperar que su
separación cromatográfica en columna C-18 requiera fases móviles de polaridad

relativamente alta.
Para la elección de la fase móvil se prepararon una serie de mezclas

binarias de MeOH : 30 mM HCOOH/NaCOOH (pH 4.2) comprendidas entre 60:40
y 70:30.

En la tabla 28 se presentan las fases móviles y los tiempos de retención

obtenidos para los nitrofenoles estudiados.

Tabla 28. Influencia de la fase móvil en la separación cromatográfica de

nitrofenoles.

Tiempo de retención, minutos

Fase Móvil 2-NF 4,6-DN-2-MF 2,4-DN-6-SBF

MeOH : 30 mM HCOOHINaCOOH,
pH 4.2 (60:40)

5.30 7.00 15.70

MeOH: 30 mM HCOOH/NaCOOH,
pH 4.2 (65.35)

3.60 2.60 6.60

MeOH : 30 mM HCOOH/NaCOOH,
pH 4.2 (70:30)

3.10 3.50 8.20

De los resultados obtenidos se observan que la mejor separación
cromatográfica es para la fase móvil MeOH: 30 mMHCOOH/NaCOOH,pH 4.2

(65:35), pues con ella los tiempos de retención son inferiores a 7.00 minutos. En

la figura 20 se presenta el cromatograma para una mezcla de nitrofenoles.
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o

1

TIEMPO, minutos

Figura 20. Cromatograma de una mezcla de nitrofenoles

Columna Spherisorb 5 ODS 150 x 4.6 mm
Fase móvil = MeOH: 30 mM HCOOH/NaCOOH, pH 4.2 (65:35)

Caudal = 1.0 mL/mm

Longitud de onda = 350 nm

1: 4,6-DN-2-MF, 2: 2-NF, 3: 2,4-DN-6-SBF

2
3

2 4 6 8 10
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5.9.2. Característ¡cas analíticas de la determinación de los nitrofenoles por

HPLC

5.9.2.1. Calibrados de los nitrofenoles

Siguiendo los procedimientos descritos en el apartado 4.3.7., se han

realizado calibrados de la respuesta cromatográfica expresada en áreas frente a

la concentración de los nitrofenoles 2-nitrofenol, 4,6-dinitro-2-metilfenol y 2,4-
dinitro-6-secbutilfenol, a través de cromatografía líquida de alta eficacia con

detección espectrofotométrica Uy-VIS.
El intervalo de concentración para el calibrado de los nitrofenoles fue para el

2-nitrofenol de 0.1 a 1.5 mg/L, para el 4,6-dinitro-2-metilfenol de 0.05 a 1.0 mg/L y

para el 2,4-dinitro-6-secbutilfenol de 0.3 a 1.0 mgIL.

En la tabla 29 se presentan las rectas de regresión y el coeficiente de

correlación (r) para cada nitrofenol. Se observan coeficientes de correlación
iguales o superiores a 0.9980.
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Tabla 29. Recta de regresión y coeficiente de correlación (r) de los nitrofenoles.

Columna Spherisorb 5 ODS 150 x 4.6 mm
Fase móvil = MeOH: 30 mM HCOOH/NaCOOH, pH 4.2 (65:35>

Caudal = 1.0 mL/niin

Longitud de onda 350 nm

Nitrofenoles Recta de regresión,

Área = B C + D

Coeficiente de

correlación, r

2-Nitrofenol

4,8-Dinitro-2-metilfenol

2,4-Dinitro-6-secbutilfenol

Área = 28710.6 C — 1552.1

Área = 50360.4 C + 1069.6

Área = 44297.1 0 — 3395.4

0.9986

0.9980

0.9993

B = pendiente
C = concentración, mg/L

D = ordenada en el origen

5.9.2.2. Límite de detección y cuantificación

El límite de detección (L.D.) se realiza siguiendo el criterio de 3 veces la

relación señal/ruido (S/N = 3). Para determinarlo, se preparan e inyectan

disoluciones sucesivamente más diluidas de los nitrofenoles, de acuerdo con el

procedimiento descrito en el apartado 4.3.7. A continuación se registran los

correspondientes cromatogramas hasta que la señal del analito se confunde con
el ruido, se considera que el triple de esta mínima concentración como el limite de

detección. Se considera el límite de cuantificación (LO.) como 10 veces la

relación señallruido.
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En la tabla 30 se presentan los valores del límite de deteción y cuantificación

para los nitrofenoles estudiados.

Tabla 30. Límite de detección y cuantificación de los nitrofenoles

Columna Spherisorb 5 ODS150 x 4.6 mm

Fase móvil = MeOH: 30 mMHCOOH1NaCOOH,pH 4.2 (65:35)

Caudal = 1.0 mL/mm

Longitud de onda = 350 nm

Nitrofenoles L.D., gg/L LO., pg/L

2-Nitrofenol

4,6-Dinitro-2-metilfenol

2,4-Dinitro-6-secbutilfenol

20 67

10 33

60 200

5.9.2.3. Reproducibilidad

Para el estudio de la reproducibilidad se utilizaron cinco determ

para una mezcla de nitrofenoles según el procedimiento descrito en el

4.3.7.

En tabla

nitrofenoles.

31 se presentan los valores obtenidos para la mezcla de

¡naciones

apanado
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Tabla 31. Reproducibilidad de una mezcla de nitrofenoles

Fase Móvil = MeOH : 30 mM HCOOH/NaCOOH, pH 4.2 (65:35)

Caudal = 1.0 mLlmin

Longitud de onda = 350 nm

Nitrofenoles M1 M2
——

1.59 1 58

M3 M4 M5
—

1.55

Media
—

1 56

Sn 1
—

002

Sr, %

2-Nitrofenol, mg/L 1 56 1.53 1 5

4,6-Dinitro-2-metilfenol, mg/L 1.64 1 64 1 62 1.65 1.60 1 63 002 1 2

2,4-Dinitro-6-secbutilfenol, mg/L 1 65
a

1 63
a

1 64 1 62 1 66
—

1 64
—

0 02
—

1 0
—

M = muestra
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5.10. PRECONCENTRACIÓN SELECTIVA DE NITROFENOLES Y

DETERMINACIÓN POR HPLC

5.10.1. Estudio previo de preconcentración selectiva de nitrofenoles en

columna oxina — GPG

Para la preconcentración selectiva de los nitrofenoles 2-nitrofenol, 4,6-

dinitro-2-metilfenol y 2,4-dinitro-6-secbutilfenol, inicialmente se utiliza el mismo

procedimiento descrito en el apartado 4.3.4. para la retención y elución de los

fenoles. Se pasaron a través de la columna oxina — CPG 10.0 mL de una mezcla

de los nitrofenoles en concentración de 1.6 mg/L cada uno a un caudal de 0.6

mlJmin. Se acondiciona la columna oxina-CPG previamente con 10.0 mL de

acetonitrilo seguido de 10.0 mL de ácido clorhídrico 0.1 M. Una vez retenido la

mezcla de nitrofenoles, se eluye con acetonitrilo, y se recogen 10.0 mL.

Los porcentales de recuperación para el 2-nitrofenol, 4,6-dinitro-2-metilfenol

y 2,4-dinitro-6-secbutilfenol obtenidos fueron, 9.0 %, 1.0 % y 3.0 %

respectivamente, los cuales son mucho más bajos que los obtenidos en el estudio

espectrofotométrico. En consecuencia, se decidió estudiar el acondicionamiento

de la columna con disoluciones de nitrato de hierro(lll>. De acuerdo con la

bibliografia (213>, el hierro(lll) se une a la 8-hidroxiquinolina formándose una fase
estacionaria que es adsorbente y selectiva para los grupos hidroxilo de los

componentes fenólicos. La adsorción de los analitos a los iones hierro (III)

inmovilizados está basada en la formación de complejos los cuales son

dependientes del pH. Con oxina-OPO el hierro (III) está unido covalentemente a la
8-hidroxiquinoleina y la formación de complejos depende del pH.

Tras pasar 10.0 mL de una disolución 10 mM de nitrato de hierro (III) antes

de la preconcentración de la mezcla de nitrofenoles de 1.6 mg/L de concentración

cada uno, se observó un aumento considerable en la retención del 2-nitrofenol y

2,4-dinitro-6-secbutilfenol. Sin embargo, para el 4,6-dinitro-2-metilfenol fue todavía

baja, aunque mayor que en las condiciones anteriores.

En la tabla 32 se presentan tos porcentajes de recuperación obtenidos.
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Tabla 32. Estudio de la recuperación de nitrofenoles previo acondicionamiento

con una disolución 10 mMde nitrato de hierro (III).

Columna oxina-CPG (10 mm x 2.5 mm)
Caudal (elución> = 0.6 mtJmin

Vi = 10.0 mL

Vf=2.0 mL

Nitrofenoles Recuperación, %

2-Nitrofenol

4,6-Dinitro-2-metilfenol

2,4-Dinitro-6-secbutilfenol

63

18

86

A partir de estos datos se incluyó la disolución de nitrato de hierro (III) como

acondicionamiento previo para la preconcentración de nitrofenoles.
Debido a la fuerte adsorción de los nitrofenoles, especialmente el 2,4-dinitro-

6-secbutilfenol, la desorción con acetonitrilo fue escasa o nula, siendo necesario

hacer un estudio para la optimización de la elución. Se prepararon disoluciones de

ácido clorhídrico de diferentes concentraciones y tampones de diferentes pH. Se

pasaron disoluciones de los nitrofenoles de 1.6 mg/L cada una, contenidos en
10.0 mL de disolución y recogiendo 2.0 mL, para la optimización de (a elución.

En la tabla 33 se presentan los resultados obtenidos para la optimización de
la elución de los nitrofenoles, observándose que el mejor eluyente es la fase móvil

MeOH: 30 mMHCOOH/NaCOOH,pH 4.2 (65:35).

132



5. Resultados y Discusión

Tabla 33. Optimización de la elución de los nitrofenoles.

Columna oxina-CPG (10 mmx 2.5 mm>

Caudal (retención) 1.0 mLimin

Caudal (elución) = 0.6 mL/mm

Vi = 10.0 mL

Vf= 10.0 mL

HCI 0.1 M

R,% E,%

HCI 0.2 M HCI 0.4 M

Eluyente

Fase móvil MeOH : 30Tampón acetato mM HCOOHINaCOOH
sádico pH 4.0 pH 4.2 (65:35)

R,% E,% R,% E,%

2-NF 52.0 11.0 460 100 520 110 48.0 11.0 45.0 30.0

4,6-DN-2-MF 16.0 6.0 140 100 120 70 21.0 17.0 19.0 19.0

2,4-DN-6-SBF 61.0 7.0 460 80 56.0 15.0 85,0 4.0 50.0 50.0

R = retención, E = elución

También se hizo un estudio de los porcentajes de recuperación obtenidos

utilizando diferentes concentraciones de la disolución de nitrato de hierro (III).

En la tabla 34 se puede observar la concentración de los nitrofenoles y el

porcentaje de recuperación obtenido, verificándose que la concentración óptima

de la disolución de nitrato de hierro (III) para un mejor acondicionamiento de la

columna es 20 mM. Se observa que una concentración mayor de nitrato de hierro

(III) no mejora los resultados, posiblemente porque ya se ha saturado la oxina de

hierro.
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5. Resultados y Discusión

Tabla 34. Optimización de la concentración de nitrato de hierro (III).

Columna oxina-CPG (10 mmx 2.5 mm)

Caudal (elución) = 1.0 mLimin

Vi = 10.0 mL

Vf = 2.0 mL

2-Nitrofenol 4,6-Dinitro-2-metilfenol 2,4-Dinitro-6-secbutilfenoll
Nitrato de

hierro (III)

C, mg/L R, % C, mg/L R, % C, mg/L R, %

10 mM

15 mM

20 mM

30 mM

1.59

1.60

1.63

163

46.0

47.0

50.0

490

1.87

1.87

1.88

1 88

12.0

12.0

33.0

31.0

1.53

1.55

1.53

1.54

50.0

57.0

80.0

79.0

C = concentración, R = recuperación

Se hizo un estudio de recuperación para mezclas de nitrofenoles en
diferentes condiciones. La concentración de cada nitrofenol en la mezcla fue de

1.6 mg/L. Se pasaron por la columna de oxina inmovilizada en CPG, 10.0 mL de

mezclas de nitrofenoles, a un caudal de 1.0 mLJmin. En la tabla 35 se presentan

los resultados obtenidos.
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Tabla 35. Estudio de la recuperación de mezclas de nitrofenoles

Columna oxina-CPG <10 mm x 2.5mm)

Caudal (retención> = 1.0 mL/mm

Caudal (elución) = 1.0 mLimin

Vi = 10.0 mL

Vf= 2.0 mL

2-Nitrofenol
4,6-Din itro-2-

metilfenol

2,4-Dinitro-6-

secbutilfenol

Disoluciones de
acondicionamiento Recuperación, % Recuperación, % Recuperación, %

10.0 mL HCI 0.1 M

Fe (III) 20 mM
32.0 10.0 21.0

10.0 mL HCI 0.2 M

Fe(lll) 2OmM
27.0 12.0 12.0

10.0 mL HCI 0.4 M

Fe (III) 20 mM
35.0 12.0 23.0

10.0 mL HCI 0.1 M

Fe(lll) 2OmM
32.0 7.0 29.0

Fe (III) 10 mM 29.0 6.0 22.0

Fe (III) 20 mM 34.0 8.0 24.0

Fe (III) 30 mM 17.0 6.0 1.0

De acuerdo con los resultados obtenidos anteriormente se decidió estudiar
conjuntamente el 2-nitrofenol y 4,6-dinitro-2-metilfenol y el 2,4-dinitro-6-

secbutilfenol separando de los mismos ya que se comportan de forma distinta en

los diferentes acondicionamientos. Se estudian por separado por la necesidad de

acondicionar de forma distinta no por el hierro (III) sino por el HCI.
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5.10.1.1. Estudio del acondicionamiento de la columna oxina — CPG para la

preconcentración del 2-nitrofenol y 4,6-d¡n¡tro-2-metilfenol.

Para este estudio se utilizaron diferentes disoluciones para el

acondicionamiento de la columna. En todos los casos se pasaron por la columna

oxina — CPG 10.0 mL de la mezcla de 2-nitrofenol y 4,6-dinitro-2-metilfenol a un

caudal de 1.0 mL/mm. La elución se llevó a cabo con la fase móvil MeOH: 30 mM

HCOOH/NaCOOH (65:35), pH 4.2 a un caudal de 0.6 mLimin, que ha sido

utilizada en la separación cromatográfica por HPLC.

En la tabla 36 se presentan la concentración puesta y el porcentaje de

recuperación para los nitrofenoles.

Tabla 36. Estudio del acondicionamiento de la columna oxina — CPG

Columna oxina-CPG (10 mmx2.5 mm>

Caudal (retención) = 1.0 mL/mm;

= 10.0 mL; Vf= 2.0 mL

Caudal (elución) = 0.6 mL/mm

Disoluciones de
acondicionamiento

2-Nitrofenol 4,6-Dinitro-2-metilfenol

C,m/L R,% C,mg/L
10.0 mL CH3CN
10.0 mL HCI 0.1 M
10.0 mL de 10 mM de
nitrato de hierro <III)

1.57 50.0 1.87 4.0

10.0 mL CH3CN
10.0 mL HCI 0.4 M
10.0 mL de 20 mM de
nitrato de hierro (III)

1.59 50.0 1.79 10.0

10.0 mL CH3CN
10.0 mL HCI 0.1 M
5.0 mL HCI 0.4 M
10.0 mL de 20 mM de
nitrato de hierro (III)

1.57 64.0 1.87 35.0

C= concentración R = recuperación

Inc‘-‘u



5. Resultados y Discusión

Se observa que el máximo porcentaje de recuperación obtenido para el 2-
nitrofenol y 4,6-dinitro-2-metilfenol fue con las disoluciones de acondicionamiento

10.0 mL de CH3CN, 10.0 mL de HCI 0.1 M, 5.0 mL de HCI 0.4 M y 10.0 mL de una

disolución 20 mM de nitrato de hierro (III). Esto justifica la necesidad de un medio

fuertemente ácido que permita protonar los silanoles libres del vidrio y que no se
produzcan repulsiones electrostáticas de estos silanoles con el 2-nitrofenol y el
4,6-dinitro-2-metilfenol.

5.10.1.2.Estudio del acondicionamiento de la columna oxina — CPG para la

preconcentración del 2,4-dinitro-6-secbutilfenol.

Se utilizaron para este estudio diferentes disoluciones para el

acondicionamiento de la columna oxina — CPG. Se pasan por la columna 10.0 mL

de una disolución de 2,4-dinitro-6-secbutilfenol, a un caudal de 1.0 mL/mm. La

elución se lleva a cabo con la fase móvil MeOH: 30 mM HCOOH/NaCOOH, pH
4.2, la misma que se utiliza en la separación por HPLC.

En la tabla 37 se muestran la concentración puesta y la recuperación para el

2,4-dinitro-6-secbutilfenol. Se observa que para todos acondicionamientos los
porcentajes de recuperación son elevados, principalmente cuando se compara

con los valores obtenidos para el 2-nitrofenol y 4,6-dinitro-2-metilfenol en la tabla

36. Se verifica en este estudio que el porcentaje máximo (100%> de recuperación

para el 2,4-dinitro-6-secbutilfenol fue con la disolución de acondicionamiento de

100 mL de CH3CN, 10.0 mL de 20 mM de nitrato de hierro (III), sin

acondicionamiento previo con una disolución ácida. En el caso del 2,4-dinitro-6-

secbutilfenol parece ser que este tipo de interacciones electrostáticas tienen

menos importancia debido a que el fenol es mucho más grande y no se aproxima

tanto al interior del poro del vidrio.
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5. Resultados y Discusión

Tabla 37. Estudio del acondicionamiento de la columna oxina — CPG para el 2,4-

dinitro-6-secbutilfenol.

Columna oxina-CPG (10 mmx 2.5 mm)

Caudal (retención) = 1.0 mL/mm

Caudal (elución) = 0.6 mL/mm

= 10.0 mL

= 2.0 mL

Disoluciones de acondicionamiento Concentración,
mg/L

Recuperación,

10.0 mL CH3CN
10.0 mL HCI 0.1 M
10.0 mL de 20 mM de nitrato de hierro (III)

1.75 85.0

5.0 mL CH3CN
10.0 mL de 20 mM de nitrato de hierro (III)

1.71 93.0

10.0 mL CH3CN
10.0 mL de 20 mM de nitrato de hierro (III)

1.71 100

5.10.2. Evaluación del volumen de ruptura.

Para este estudio se elegió el 2,4-dinitro-6-secbutilfenol, pues de los tres
nitrofenoles considerados es el que presenta mayor porcentaje de retención y

recuperación.
El volumen de ruptura hace referencia a la cantidad de 2,4-dinitro-6-

secbutilfenol que se puede preconcentrar y recuperar en volúmenes crecientes de
disolución, hasta llegar a un volumen donde dejan de ser constantes los datos de

recuperación.
Para esto se pasaron a través de la columna oxina — CPG 10.0 j.tg de 2,4-

dinitro-6-secbutilfenol en 10.0 mL, 25.0 mL, 50.0 mL y 100 mL, cada vez, a un

caudal de 1.0 mL/mm.
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Una vez retenido el 2,4-dinitro-6-secbutilfenol, se eluye con la fase móvil

MeOH; 30 mM HCOOH/NaCOOH, pH 4.2 (65:35). Se recogieron fracciones de
2.0 mL cada una y se analizaron por HPLC.

El área obtenida se lleva al calibrado del apartado 5.9.2.1. y se calcula la

concentración.
En la tabla 38 y en la figura 21 se presentan los resultados obtenidos y se

puede observar que las recuperaciones del 2,4-dinitro-6-secbutilfenol para 10.0,
25.0 y 50.0 mL son muy buenas, sin embargo, a partir de 50.0 mL, los datos de

recuperación dejan de ser reproducibles y se produce un gran descenso en la

recuperación. Este estudio permite establecer un factor de preconcentración de

25 veces.

Tabla 38. Estudio del volumen de ruptura del 2,4-dinitro-6.-secbutilfenol.

Columna oxina-CPG (10 mmx 2.5 mm)
Caudal (elución) = 1.0 mLJmin

Volumen, mL Recuperación, %

10.0
25.0

50.0
100

93.0
88.0

82.0
27.0
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2,4-DN-6-SBF

80

VOLUMEN, mL

Figura 21. Determinación

secbutilfenol

del volumen de ruptura para el 2,4-dinitro-6-

5.10.3. Estudio de la influencia de la concentración

La influencia de la concentración se refiere a la cantidad máxima que se

puede preconcentrar y recuperar en un volumen constante de disolución, hasta

llegar a una cantidad donde dejan de ser constantes los datos de recuperación.

Para este estudio se pasaron a través de la columna oxina — CPG, 10.0 mL

de la disolución de 2,4-dinitro-6-secbutilfenol en concentraciones de 0.8 a 6.0

mg/L cada vez. Después de retenido el 2,4-dinitro-6-secbutilfenol, se eluye con la
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5. Resultados y Discusión

fase móvil MeOH: 30 mM HCOOH/NaCOOH, pH 4.2 a un caudal de 1.0 mL/mm y

se recogieron fracciones de 2.0 mL, analizándose por HPLC. El área obtenida se
llevó al calibrado del apartado 5.9.2.1, donde se calcula la concentración.

En la tabla 39 y en la figura 22 se presentan los resultados obtenidos, donde

se puede observar la recuperación del 2,4-dinitro-6-secbutilfenol en función de la

concentración, siendo la capacidad de la columna de 0.4 mg/g oxina — CPG. A

partir de esta concentración la columna oxina — CPG de dimensiones 20.0 mm x
2.5 mm se ha saturado y ha perdido la capacidad de retención.

Tabla 39. Estudio de la influencia de la concentración para el 2,4-dinitro-6-

secbutilfenol.

Columna oxina-CPG (20 mm x 2.5 mm)

Caudal (elución) = 1.0 mL/mm

V~ 10.0 mL
Vf = 2.0 mL

Concentración, mg/L Recuperación, %

0.8 78.0

2.0 82.0

3.0 85.0

4.0 92.0
5.0 40.0

6.0 19.0
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5.11. ESTUDIO CONJUNTO DE CLOROFENOLES POR CROMATOGRAFÍA DE

GASESIESPECTROMETR¡A DE MASAS (GCIMS)

Teniendo en cuenta que en muestras de interés medioambiental la cantidad

de clorofenoles se encuentra en concentraciones por debajo del límite de

detección de la mayoría de los métodos analíticos utilizados, es necesario una
etapa de preconcentración antes de la determinación cromatográfica. Para esto

se hizo un estudio conjunto de los clorofenoles pentaclorofenol, 2,4,6-triclorofenol
y 2,4-diclorofenol mediante cromatografía de gases/espectrometría de masas, que

a su vez permite la identificación de estos compuestos en muestras complejas.

5.11.1. Optimización de las condiciones cromatográficas

Para el estudio conjunto de clorofenoles por cromatografía de
gases/espectrometria de masas se establecieron las condiciones óptimas de

trabajo para la determinación de estos compuestos en lo que se refiere a

temperatura del inyector, el gradiente de temperatura, patrón interno y relaciones
masa/carga para el modo de detección de iones seleccionados.

5.11.1.1. Elección del patrón interno

Para la elección del patrón interno se registraron cromatogramas de masas

en el modo de iones selecionados (SIM> para una mezcla de pentaclorofenol,
2,4,6-triclorofenol y 2,4-diclorofenol, incluyendo uno de los dos compuestos 2,4,6-

tribromofenol o 4,4’-diclorobifenilo, con la finalidad de usarlos como patrón interno.
Se observaron en los cromatogramas de masas que el pico del 4,4-

diclorobifenilo solapaba con los de los clorofenoles. Se decidió entonces utilizar el
2,4,6-tribromofenol, como patrón interno pues en las condiciones experimentales
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establecidas se conseguió la separación de los tres clorofenoles y la del patrón

interno. La elución se produjo en la siguiente orden: 2,4-diclorofenol, 2,4,6-

triclorofenol, 2,4,6-tribromofenol (patrón interno) y pentaclorofenol.

5.11.1.2. Elección de las condiciones cromatográficas

Para establecer las condiciones cromatográficas inicialmente se obtuvieron

los espectros de masas de los clorofenoles pentaclorofenol, 2,4,6-triclorofenol y
2,4-diclorofenol y del patrón interno 2,4,6-tribromofenol, los cuales se muestran en
las figuras de 23 a 26.
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5. Resultados y Discusión

Posteriormente, se registraron los cromatogramas de iones totales (TIC) de

los clorofenoles pentaclorofenol, 2,4,6-triclorofenol y 2,4-diclorofenol, utilizando

como patrón interno el 2,4,6-tribromofenol y una columna PTE-5 (95% dimetil —

50/o difenilpolisiloxano). Se inyectaron 3 gL de la mezcla de clorofenoles y se

optimizaron las variables temperatura del inyector y gradiente de temperatura.

En la tabla 40 se muestran los intervalos estudiados y el valor óptimo

seleccionado.

Tabla 40. Optimización de temperaturas en la separación cromatográfica.

Columna PTE — 5 (95% dimetil — 5% difenilpolisiloxano)

Variables Intervalo Estudiado Optimo

Temperatura del Inyector, 0C 250 - 320 300

Gradiente de Temperatura, 0C

40 — 230

40 - 230

80 —280

50 — 300

40 — 200

50 - 250

Las condiciones óptimas de trabajo seleccionadas fueron una temperatura

inicial de 400C durante 1 minuto y seguidamente a 200C/min, hasta 2300C durante
5 minutos. La temperatura de inyector se fijó a 3000C y del detector a 25000,

utilizando helio como gas portador.

En la figura 27 se muestra un cromatograma de masas obtenido en estas

condiciones.
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El tiempo de retención de cada clorofenol se evaluó utilizando detección de
iones totales y la asignación de cada pico se realizó por comparación del espectro

de masas en la zona del máximo del pico con los datos de la librería Willey.
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5.11.1.3. Elección de las relaciones masalcarga (mlz> para el modo de

detección de iones seleccionados (SIM)

Para elegir las relaciones masa/carga utilizadas en la detección se

estudiaron los espectros de masas de pentaclorofenol, 2,4,6-triclorofenol, 2,4-

diclorofenol y 2,4,6-tribromofenoL

Las relaciones masa/carga elegidas para cada compuesto son aquellas que

tienen mayor abundancia para cada compuesto y cuyos valores se presentan en

la tabla 41.

Tabla 41. Relaciones masa/carga elegidas para la detección de iones

seleccionados (SIM)

Fenoles Relación m/z

Pentaclorofenol

2,4,6-Triclorofenol

2,4-Diclorofenol

2,4,6-Tribromofenol

264

196

162

330

5.11.2. Características analíticas de la determinación de clorofenoles por

GCIMS

5.11.2.1.Calibrado de los clorofenoles

De acuerdo con el procedimiento del apartado 4.3.9., se hicieron los

calibrados del pentaclorofenol, 2,4,6-triclorofenol y 2,4-diclorofenol, usando como

patrón interno 2,4,6-tribromofenol.
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Analizando cada disolución del calibrado, se calcula el factor de respuesta

(RO según la expresión:

1%. ~
4,, .Q

Donde:

= área del fenol;

= concentración del patrón interno

Ap~ = área del patrón interno

CF = concentración del fenol

Los cálculos del factor de respuesta (Rl) para los clorofenoles, usando el

2,4,6-tribromofenol como patrón interno se presentan en las tablas 42 a 44.
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Tabla 42. Cálculo del factor de respuesta (Rr> para el pentaclorofenol usando el

2,4,6-tribromofenol como patrón interno (Pl)

AF Gp¡ mg/L Ap~ CF, mg/L Rf

1 450832 12.0 2131780 7.0 0.36

2 574105 12.0 2314980 8.0 0.37

3 123898 12.0 2187960 12.0 0.33

4 1171020 12.0 2326940 15.0 0.40

Rrmedio 0.36

S~ =0.028

= 7.6

= área del pentaclorofenol

Cm = concentración del 2,4,6-tribromofenol

= área del 2,4,6-tribromofenol

Cg = concentración del pentac¡orofenol
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Tabla 43. CáLculo del factor de respuesta (R1> para el 2,4,6-triclorofenol usando el

2,4,6-tribromofenol como patrón interno (Pl)

AF Cpi, mg/L A~1 CF mg/L

1 353280 12.0 2314960 1.0 1.83

2 567675 12.0 2131760 ZO 1.59

3 1341540 12.0 2606350 4.0 1.54

4 1906100 12.0 2326940 5.0 1.96

Rfmed¡o 1.73

= 0.20

Sr% 11.5

AF= área del 2,4,6-triclorofenol

Cpi = concentración del 2,4,6-tribromofenol

Apj = área del 2,4,6-tribromofenol

CF = concentración del 2,4,6-trktorofenol

152



5. Resultados y Discusión

Tabla 44. Cálculo del factor de respuesta (RO para el 2,4-diclorofenol usando el

2,4,6-tribromofenol como patrón interno (Pl)

AF C~1, mg/L Ap~ C~ mg/L Rf

1 1183350 12.0 2314980 5.0 1.23

2 4572650 iZO 2131760 7.0 1.26

3 2088690 12.0 2187960 9.0 1.27

4 3298470 12.0 2326940 12.0 1.41

AF área del 2,4-diclorofenol

= concentración del 24,6-tribromofenol

A~i = área del 2,4,6-tribromofenol

CF = concentración dei 2,4-diclorofenol
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Como se puede observar los resultados obtenidos tienen desviaciones

estándar relativas entre 6.2 % y 11.5 %, siendo estos valores aceptables, ya que

están de acuerdo con las recomendaciones de la Agencia de Protección

Medicambiental (EPA>, que considera que el factor de respuesta (Rf> permanece

constante, si la desviación estándar relativa es menor deL 20.0 %; de esta forma el

valor de R1 se utiliza para el cálculo de las concentraciones en la muestra

En la figura 28 se presenta un cromatograma de masas de una mezcla de

pentaclorofenol, 2,4,6-triclorofenol y 2,4-diclorofenol, usando como patrón interno

el 2,4,6-tribromofeno¡, de uno de los puntos del calibrado.

3

4

<

o
z
4<o
z
D
4<

Figura 28. Cromatograma de iones totales de una mezcla de clorofenoles

1: 2,4-DCF = 7 mg/L; 2: 2,4,6-TCF = 4 mg/L, 3: 2,4,6-TBF = 12 mgIL; 4: PCF = 12

mg/L

10000

2
4000
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o

4

8 10 12 14

TIEMPO, minutos
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5. Resultados y Discusión

En la tabla 45 se presentan los tiempos de retención y factores de capacidad

para una mezcla de clorofenoles usando el 2,4,6-tr¡bromofenol como patrón

interno.

Tabla 45. Tiempo de retención y factores de capacidad de los clorofenoles.

Clorofenoles Tiempo de retención, mm Factor de capacidad, k

24-Diclorofenol

2,46-Triclorofenol

2,46-Tribromofenol

Pentaclorofenol

8.77

9.62

11.78

12.85

0.03

0.15

0.38

0.51

5.11.2.2. Intervalo de linealidad

Se puede representar la relación del área del fenol (Ar) a la concentración

del patrón interno (Cp¡) por la área del patrón interno (Ap1) frente a concentración

del fenol (CF), obteniendo una representación lineal. Las ecuaciones

correspondientes al calibrado de cada clorofenol se presentan en la tabla 46

usando el 2,46-tribromofenol como patrón interno.
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5. Resultados y Discusión

Tabla 46. Rango de linealidad y ecuaciones de las líneas de calibrado de

clorofenoles usando el 2,4,6-tribromofenol como patrón interno (Pl>.

AFCPIIAPI

—1~~PCF 2,4,6- 2,4-
TcF DCF

Ecuaciones de las líneas de calibrado
Cr, mgIL

— —1—’PCF 2,4,6- 2,4- PCF~2,4,6-~ 24-
TCF OcF ic~ DCF

1 2538 1.831 6.134 70 1.0 5.0

2 2.976 3.197 8.854 80 20 7.0
3 3.970 6.177 11.456 120 40 9.0
4 6.039 9.830 17.010 150 50 12.0

——

Ordenada en el

origen - 0.4235 - 0.435 - 1 887

Pendiente 0.41 1.90 1 55
coeficiente de 0.9723 0.9769 0 9958correlación,

-

5.11.2.3. Limite de detección y cuantificación

Con relación al límite de detección (L.D.) la mayor sensibilidad se obtiene

para el 2,4,6-triclorofenol cuyo límite de detección es de 0.5 mgIL, mientras que el

pentaclorofenol presenta el límite de detección más alto con un valor de 2.0 mg/L.

El límite de cuantificación (LO.) para el 2,4,6-triclorofenol fue él más bajo 1.0

mg/L y más alto para el pentaclorofenol 6.0 mg/L.

En la tabla 47 se presentan los límites de detección y cuantificación de los

clorofenoles por GO/MS.
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5. Resultados y Discusión

Tabla 47. Límite de detección y cuantificación para los clorofenoles.

Clorofenoles L. O., mg/L L. C., mg/L

Pentaclorofenol

2,4,6-Triclorofenol

2,4-Diclorofenol

2.0

0.5

1.0

6.0

1.0

3.0
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5.12. PRECONCENTRACIÓN SELECTIVA

DETERMINACIÓN POR GCIMS

DE CLOROFENOLES

5.12.1. Estudio de la preconcentración selectiva de clorofenoles y

determinación por GC/MS

Para la preconcentración selectiva de los clorofenoles pentaclorofenol, 2,4,6-

triclorofenol y 2,4-diclorofenol se siguió el procedimiento descrito en el apartado

4.3.10. En la tabla 48 se presentan los resultados obtenidos para la mezcla de

clorofenoles.

Tabla 48. Estudio de la recuperación de clorofenoles.

Clorofenoles Puesto,

%tg

Encontrado,

1.19

Recuperaciónt, Sni

Pentaclorofenol

2,4,6-Triclorofenol

2,4-Diclorofenol

90

30

70

80

9

21

88.8

30.0

30.0

0.95

0.10

0.53

media de 3 experimentos

Observando la tabla 48 puede apreciarse que los porcentajes de

recuperación obtenidos para el pentaclorofenol y 2,4-diclorofenol no son muy

diferentes comparándose estos valores con los obtenidos por HPLC. Sin

embargo, el porcentaje de recuperación para el 2,4,6-triclorofenol es baja. Se

decidió estudiar la recuperación de 2,4,6-triclorofenol en muestras a las que se les

había añadido de 50 ¡ig ó 100 jg.

Y
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En la tabla 49 se presentan los porcentajes de recuperación obtenidos,

observándose 46.0% de recuperación para la muestra de 50 gg de 2,4,6-

triclorofenol, sin embargo este porcentaje continua siendo más bajo que el

obtenido por HPLC.

Utilizándose el diclorometano como eluyente, en el proceso de

concentración, la recuperación es menor que cuando se usa acetonitrilo y se

determina los clorofenoles por HPLC.

Tabla 49. Estudio de la recuperación del 2,4,6-triclorofenol.

Puesto, Encontrado, Recuperación*, ~

46.0

24.0

0.34

0.15

* media de 3 experimentos

5.12.2. Evaluación del volumen de ruptura

Para realizar el estudio del voiumen de ruptura de los clorofenoles, se

pasaron a través de la columna oxina — CPG (20 mm x 2.5 mm), 70 ~xgde 2,4-

diclorofenol, 30 ptg de 2,4,6-triclorofenol y 90 gg de pentaclorofenol, en 10.0 mL,

25.0 mL y 50.0 mL cada vez a un caudal de 1.0 mL/mm. Oespués de retenido la

mezcla de clorofenoles para cada volumen, se hizo la elución con diclorometano a

un caudal de 1.0 mL/mm, se añade el patrón interno 2,4, 6-tribromofenol y se lleva

a un volumen de 10.0 mL. La recuperación de los clorofenoles se realiza de

acuerdo con el procedimiento descrito en el apartado 4.3.10.

En la tabla 50 y en la figura 29 se muestran los resultados obtenidos y se

puede observar que el volumen de ruptura está en torno a 10.0 mL, ya que para
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5. Resultados y Discusión

25.0 mL la recuperación deja de ser constante y se produce un gran descenso en

la recuperación principalmente del pentaclorofenol.

Tabla 50. Determinación del volumen de ruptura de clorofenoles.

Vo, mL 10.0 25.0 50.0

Clorofenoles C, ~ C/Co C, p.g C/Co C, ~.tg C/Co

Pentaclorofenol

2,4,6-Triclorofenol

2,4-Diclorofenol

66.40

4.63

14.60

0.73

0.16

0.21

43.2

4.0

13.9

0.46

0.13

0.20

25.2

3.76

12.5

0.28

0.12

0.18

Co: pentaclorofenol 90 gg, 2,46-triclorofenol = 30 ~g,2,4-diclorofenol = 70 ktg

C = ¡tg (recuperado)
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0.8

0.7

0.6

0.5

C/Co
0.4

0.3

0.2

0.1
30

Figura 29. Determinación del volumen de ruptura.

PCF = pentaclorofenol, 2,4,6-TCF = 2,4,6-triclorofenol, 2,4-DCF = 2,4-diclorofenol

5.12.3. Reproducibilidad

La reproducibilidad de los resultados del proceso de preconcentración y

determinación se evaluó de acuerdo con el procedimiento del apartado 4.3.10. Se

realizaron tres determinaciones para una mezcla de pentaclorofenol, 2,4,6-

triclorofenol y 2,4-diclorofenol, usando el 2,4,6-tribromofenol como patrón interno.

Los experimentos se realizaron con la columna oxina — OPO (20 mm x 2.5 mm).

PCF

• 2,4-DCF

2,4,6-TCF
a

10 20 40 50

Vo, mL
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En la tabla 51 se presentan los valores obtenidos para la mezcla de

clorofenoles.

Tabla 51. Reproducibilidad

Clorofenoles Puesto
mgIL

Encontrado,
1 2

mg/L
3

Media

—
8.0

Sn 1 Sr %

Pentaclorofenol 9.0 8.9 7 0 8 1 0.95 12.0

2,4,6-Triclorofenol 3.0 0.8 10 09 0.9 0.10 11.0

2,4-Diclorofenol 7.0 2.5 1 5 2.3 2.1 Q53
-

25,0
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5.13 DETERMINACIÓN DE FENOLES EN DIVERSAS MUESTRAS

5.13.1. Determinación de pentaclorofenol en madera de pino (serrín)

El uso de pentaclorofenol y sus sales en tratamientos protectores de la

madera está regulado según la legislación española (214>.

Se realizó un estudio de la extracción y recuperación de pentaclorofenol en

madera de pino (serrín). De acuerdo con el procedimiento del apartado 4.3.11.1,

se evaluó la recuperación según las condiciones del apartado 5.6.4.

5.13.1.1. Tratamiento de la muestra

La extracción de pentaclorofenol en madera se hace en medio alcalino. Se

pesa 1.0 g de madera de pino (serrín) y se añaden 10.0 mL de la disolución de

NaOH 0.5 M y agita durante algunos minutos. Después de un máximo de 24

horas, se filtra con un filtro de papel y se lava el serrín que queda en el filtro con

dos porciones de 1.0 mL cada una de NaOH 0.5 M. Una vez filtrado y para

asegurar pH ácido se añaden 3.0 mL de HCI 2 M y se filtra otra vez en papel para

asegurar que la muestra este clara.

5.13.1.2. Estudio de recuperación

Se realizó un estudio de la recuperación del pentaclorofenol y su

determinación por HPLC con detección a 240 nm, de acuerdo con el

procedimiento del apartado 4.3.11.1.

Inicialmente se prepara la columna oxina — CPG con 10.0 mL de acetonitrilo

y luego con 10.0 mL de HCI 0.1 M. A continuación se pasan entre 10.0 mL y 12.0

mL de la disolución ácida una vez extraída de la muestra de serrín a un caudal de

1.0 mL/mm. Se recoge la tracción no retenida y se registra el cromatograma y se

observa que la cantidad de pentaclorofenol no retenida esta por debajo del limite

de cuantificación.
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5. Resultados y Discusión

En la figura 30 se presenta el cromatograma de la fracción no retenida del

pentaclorofenol en la muestra de serrín.

TIEMPO, minutos

Figura 30 Cromatograma de una fracción no retenida de pentaclorofenol en

muestra de serrín.

Columna Supercosil LC — 18 150 x 3.0 mm

Fase Móvil MeOH: CH3CN : 30 mM CH3COONH4, pH 5.1 (35:25:40)

Caudal = 1.0 mL/mm

Longitud de onda = 240 nm

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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A continuación se eluye el pentaclorofenol con 1.0 mL de acetonitrilo y no se

observa pentaclorofenol en la muestra de serrín. Se procedió a la evaluación de la

recuperación de pentaclorofenol haciendo diferentes adiciones sobre el serrin.

En la figura 31 se presentan el cromatograma de la muestra de serrín

cuando se añaden 2.6 ¡.tg de pentaclorofenol, recuperandose 2.203 p.g.

o

TIEMPO, minutos

Figura 31. Cromatograma de

2.6 ~g pentaciorofenol.

la elución de una muestra de serrín con adición de

Columna Supercosil LC —18 150 x 3.0 mm

Fase Móvil = MeOH: CH3CN: 30 mM CH3COONH4, pH 5 1 (35 25 40)

Caudal = 1.0 mL/mm; Longitud de onda = 240 nm

2.5 5 7.5 10
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En la tabla 52 se presentan la recuperación de distintas muestras de serrín

cuando se adicionan diferentes cantidades de pentaclorofenol.

Tabla 62. Determinación de- pentaclorofenol en madera de pino (serrín).

Puesto, Encontrado, Recuperación,
hg

2.611 2.203 84.4

2.611 2.527 96.8

3.046 =876 94.4

3.046 2.906 95.4

1.958 1.635 83.5

1.958 1.679 85.7

1.088 1.038 95.4

1.088 0.978 89.9

Media= 91.0%

= 5.5

Sr % = 6.0

5.13.2. Deteminación de 2,4-dinitro-6-secbutilfenol <dinoseb) en zumo de

limón

Se hizo un estudio de la recuperac¡ón de 2,4-din¡tro-6-secbutilfenol (dinoseb)

en zumo de limón comercial de la marca Don Símon.

De acuerdo con el procedimiento del apartado 4.3.11.2 se pasaron por la

columna oxina — CPG 10.0 mL y 25.0 mL de la muestra y se realizaron la

recuperación en las condiciones óptimas que se indican en el apartado 5.9.1.
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5.13.2.1. Tratamiento del zumo de limón

Inicialmente se acidifica la muestra de zumo de limón añadiendo 1.0 mL de

HOI 1 M por cada 10.0 mL de muestra, ya que la especie que se retiene en la

oxina es el fenol y no el fenóxido, por lo que debemos asegurar la presencia de

esta especie en la muestra. Al añadir el ácido al zumo de limón, la muestra

aumenta su turbidez. Con el objeto de eliminarla, se filtra la muestra con una

membrana de 0.45 im antes de pasarla por la columna oxina — CPG.

Teniendo en cuenta que los colorantes de zumo de limón también se

retienen en la oxina, se intentó separarlos eluyendo con 1.0 mL de acetonitrilo.

Sin embargo, lo que ocurrió, fue que el 2,4-dinitro-6-secbutilfenol también se elula

en pequeña proporción con acetonitrilo.

Como las sustancias colorantes de zumo de limón que se eluian con la fase

móvil no interferían en la determinación cromatográfica del 2,4-dinitro-6-

secbutilfenol, no se separaron previamente.

5.13.2.2. Estudio de recuperación del 2,4-dinitro-8-secbutilfenol

Se hizo un estudio de la recuperación del 2,4-dinitro-6-secbutilfenol y su

determinación por HPLC con detección a 350 nm.

Para esto, se añadieron al zumo de limón de 1.0 a 2.0 ¡ig de 2,4-dinitro-6-

secbutilfenol y se utilizó el procedimiento del apartado 4.3.11.2. para la

determinación por HPLC, se usaron los procedimientos del apartado 4.3.7

recogiendo 2.0 mL del eluido. Las cantidades añadidas están en el entorno

máximo establecido paría legislación (215>.

En la tabla 53 se presentan los resultados obtenidos para cinco

experimentos realizados.

Las recuperaciones en las muestras de zumo de limón estan por encima del

80%, cuando se preconcentran 10.0 mL de muestra en la columna oxina — CPG,

además, cuando se tratan 25.0 mL de muestra se consigue buena recuperación y

se pueden determinar cantidades menores de 2,4-dinitro-6-secbutilfenol.

167



5 Resultados y Discusión

Tabla 53. Determinación de 2,4-dinitro-6-secbutilfenol en zumo de limón.

Experimentos Volumen,
mL

Cantidad
añadidos,

Cantidad
recuperada,

hg

Recuperación
,

5
5

5

5

5

10.0
10.0

10.0

10.0

25.0

2.00

2.00

0.36

1.40

1.23

1.61

1.93

0.84

1.34

1.23

80.0

¡ 97.0

96.0

96.0

100

Media94.4

Sr % = 8.6
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6. Conclusiones

Inmovilización de la 8-hidroxiquinoleina (oxina) en vidrio de poro

controlado (CPG)

1. - La cantidad de oxina inmovilizada covalentemente en vidrio de poro

controlado oscila entre 101 y 157 mg por gramo de vidrio.

2. - El producto oxina-CPG mantiene su capacidad de retención de cloro- y

nitrofenoles durante los cinco meses siguientes a su preparación, siempre que se

mantenga almacenado en un lugar exento de humedad a temperatura ambiente.

3. - El producto oxina-CPG mantiene su capacidad de retención durante varios

días cuando se utiliza para preconcentrar distintos fenoles en medio acuoso a pH

1.0. La cantidad de muestras preconcentradas en cada columna dependerá de la

naturaleza del cloro- o nitrofenol.

Retención y elución de los fenales contaminantes prioritarios sobre

columnas rellenas de oxina inmovilizada en vidrio de poro controlado (CPG>

4. - Los fenoles contaminantes prioritarios se retienen en columnas de oxina

inmovilizada en vidrio de poro controlado en medios ácidos, por lo que la especie

retenida es el fenol y no el fenóxido. A medida que aumenta el pH, la retención es

menor, debido a que la forma predominante en disolución es el fenóxido. Por otro

lado, a pH alcalino se observa la hidrólisis de la unión entre la oxina y el vidrio

diazotado.

5. - Para caudales de 0.6 y 1.0 mL/mm, los fenoles más retenidos son el

pentaclorofenol (98.8 %) y el 2,4,6-triclorofenol (73.2 %>; de entre los nitrofenoles,

el 2-nitrofenol (45.3 %); y metilfenoles, el 4-cloro-3-metilfenol (46.0%).
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6. - En el caso de los clorofenoles, la retención en ox¡na-CPG aumenta con el

grado de cloración y con el pKa; en los nitrofenoles, la retención no parece

depender tanto de la acidez como de la posición que ocupe el grupo nitro, y

parece estar favorecida cuando el grupo nitro está en posición orto. Los fenoles

metilados, al tener sustituyentes donadores de electrones, presentan menor

acidez y también menor retención en oxina inmovilizada, tal y como cabría

esperar.

7.- El pentaclorofenol prácticamente no se retiene en la columna de oxina-CPG

cuando está disuelto en disolventes como diclorometano, n-hexano o éter

dietílico, los cuales podrían usarse como eluyentes dada la afinidad del

pentaclorofenol por ellos.

8.- La estabilidad del pentaclorofenol retenido en la columna de oxina-CPG

permite la conservación de bajas concentraciones de este fenol durante al menos

cuatro días.

9. - La cantidad máxima de pentaclorofenol retenido es de unos 0.4 mg por gramo

de oxina-CPG.

10. - Por lo que respecta a la reproducibilidad de la retención, no se observan

diferencias significativas entre columnas, ya que la desviación estándar es del

orden del 3.0% en una misma columna y del 4.0% para distintas columnas.

11. - La elución de los fenoles retenidos en la columna rellena de oxina-CPG es

elevada cuando se realiza con acetonitrilo y mezclas acetonitrilo-agua. Sólo se

pudo seguir espectrofotométricamente la elución del 2-nitrofenol, ya que, en el

caso de los demás fenoles, el máximo de absorción está en el entorno de la

absorción del disolvente y los resultados obtenidos fueron poco representativos.

La elución del 2-nitrofenol fue del 39.5% a un caudal de 0.6 mL/mm.
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Determinación de clorofenoles por cromatografia liquida de alta eficacia

(HPLC)

12. - Los espectros de absorción de los clorofenoles pentaclorofenol, 2,4,6-

triclorofenol y 2,4-diclorofenol presentan bandas de absorción en el intervalo 200

a 302 nm. La longitud de onda de compromiso para la determinación

cromatográfica conjunta de estos clorofenoles fue de 240 nm.

13.- La separación cromatográfica se realizó a pH 5.1, ya que es el pH al cual la

resolución es máxima con el menor tiempo de retención.

14. - La fase móvil elegida para la separación cromatográfica de los tres

clorofenoles fue un compromiso entre adecuada resolución y tiempo mínimo de

análisis. Los clorofenoles se separaron en un tiempo inferior a ocho minutos con

la fase móvil MeOH:CH3CN:30 mM CH3 COONH4a pH 5.1 (35:25:40).

15. — El intervalo de linealidad para los calibrados fue de 1.5 a 4.5 mg/L para el

pentaclorofenol, 0.5 a 3.5 mg/L para el 2,4,6-triclorofenol y 1.0 a 5.0 mg/L para el

2,4-diclorofenol, utilizando la columna Spherisorb 5 ODS 150 x 4.6 mm. También

se h¡zo un calibrado para el pentaclorofenol de 0.07 a 6.0 mg/L con la columna

Supercosil LC-18 150 x 3.0 mm, obteniéndose en todos los calibrados

coeficientes de correlación (r) iguales o superiores a 0.9946.

16. - Los límites de detección de los clorofenoles por cromatografía líquida de alta

eficacia con detección espectrofotométrica fueron de 0.10 mg/L para el

pentaclorofenol y 2,4,6-triclorofenol y de 0.20 mg/L para el 2,4-diclorofenol. Los

límites de cuantificación fueron de 0.33 mg/L para pentaclorofenol y 2,4,6-

triclorofenol y 0.67 mg/L para el 2,4-diclorofenol.

17. - La reproducibilidad del método cromatográfico, expresada como desviación

estándar relativa está entre 3.5 y 5.3 %

172



6. Conclusiones

Preconcentración selectiva de clorofenoles en columnas de oxina

inmovilizada en vidrio de poro controlada y determinación por

cromatografía líquida

18. - Las máximas retenciones obtenidas para los clorofenoles cuando el proceso

se sigue por HPLC fueron del 100% para el pentaclorofenol, 75.1% para el 2,4,6-

triclorofenol y 45.1% para el 2,4-diclorofenol, siendo el caudal de 1.0 mL/mm, Los

máximos porcentajes de elución cuando ésta se lleva a cabo con acetonitrilo a un

caudal de 0.6 mL/mm fueron de 95.4 % para el pentaclorofenol, 66.0% para el

2,4,6-triclorofenol y 40.6% para el 2,4-diclorofenol.

19. - El volumen de ruptura de los clorofenoles cuando se preconcentran

conjuntamente en la columna rellena con oxina-CPG fue de 50.0 mL para el

pentaclorofenol y 2,4,6-triclorofenol y 25.0 mL para el 2,4-diclorofenol.

20. - El porcentaje de retención fue del 100% para el pentaclorofenol en

concentraciones de 2.0, 3.0 y 4.0 mg/L, del 77.3% para 4.0 mg/L de 2,4,6-

triclorofenol, y del 38.2% para 8.0 mgJL de 24-diclorofenol, cuando se utiliza una

columna de 1.0 cm de longitud y 2.5 mm de diámetro intemo.

21. La elución de pentaclorofenol en el mínimo volumen de acetonitrilo se realizó

eluyendo el pentaclorofenol, previamente retenido en la columna rellena de oxina-

CPG, con fracciones sucesivas de acetonitrilo. La primera fracción de 1.0 mL fue

suficiente para recuperar el 87.0% del pentaclorofenol. La cantidad no retenida en

la columna fue de 6.8%. Teniendo en cuenta que el volumen de ruptura para el

pentaclorofenol es de 50.0 mL y que se eluye en un porcentaje muy alto con un

mililitro, se alcanza un factor de preconcentración de 50.
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Determinación de nitrofenoles por cromatografia líquida de alta eficacia

(HPLC>

22. - La longitud de onda de compromiso para la determinación cromatográfica de

los nitrofenoles fue de 350 nm, ya que el 4,6-dinitro-2-metilfenol y 2,4-dinitro-6-

seobutilfenol presentan bandas con máximos de absorción a 376 nm, y el 2-

nitrofenol tiene su máximo a 346 nm.

23. - El pH de trabajo, 4.2, es un compromiso entre una buena resolución y un

tiempo mínimo para el desarrollo del cromatograma

24. - La fase móvil binaria elegida, MeOH:30 mM HCOOH/NaCOOH pH 4.2

(65:35), permite la separación de los tres nitrofenoles estudiados en un tiempo

inferior a siete minutos.

25.- Los intervalos lineales de los calibrados fueron de 0.1 a 1.5 mg/L para el 2-

nitrofenol, 0.05 a 1.0 mg/L para el 4,6-dinitro-2-met¡lfenol, y 0.3 a 1.0 mgfL para el

2,4-dinitro-6-secbutilfenol. En todos los casos se han obtenido coeficientes de

correlación de 0.960 o superiores.

26. - Los limites de detección fueron de 20 pgIL para el 2-nitrofenol, 10 pg/L para

el 4,6-dinitro-2-metilfenol, y 60 pg/L para el 2,4-dinitro-6-secbutilfenol. Los límites

de cuantificación fueron 67, 33 y 200 ~agILrespectivamente.

27. - La reproducibilidad del método cromatográfico, expresada como desviación

estándar relativa, está entre 1.0 y 1.5%
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Preconcentración selectiva de nitrofenoles sobre columnas de oxina

inmovilizada en vidrio de paro controlado (CPG) y determinación

cromatográfica

28. - Los nitrofenoles se retienen en la columna de oxina inmovilizada en vidrio de

poro controlado en medios ácidos, por lo que la especie retenida es el fenol y no

el fenóxido.

29. - Los nitrofenoles se retienen en columnas rellenas de oxina inmovilizada en

vidrio de poro controlado acondicionadas con disoluciones de nitrato de hierro

(III). La oxina forma con el hierro (III) una fase estacionaria que es selectiva hacia

los grupos hidroxilo de los compuestos fenólicos. La concentración de nitrato de

hierro (III) óptima para el acondicionamiento de la columna oxina-CPG es de 20

mM.

30. - La retención de los nitrofenoles varía según el procedimiento de

acondicionamiento utilizado. La preconcenÚación de 2, 4-dinitro-6-secbutilfenol

sólo necesita un acondicionamiento con una disolución 20 mM de nitrato de hierro

(III), mientras que el 2-nitrofenol y el 4,6-dinitro-2-metilfenol requieren un

preacondicionamiento con varias porciones de ácido clorhídrico a diferentes

concentraciones antes del acondicionamiento con la disolución de nitrato de hierro

(III).

31. - El mejor eluyente fue la fase móvil empleada para la separación

cromatográfica, MeOH:30 mM HCOOH/NaCOOH, pH 4.2 (65:35).

32. - En las condiciones óptimas de acondicionamiento de la oxina-CPG se han

obtenido recuperaciones de hasta el 64% para el 2-nitrofenol, 35% para el 4,6-

dinitro-2-metilfenol y del 100% para el 2,4-dinitro-6-secbutilfenol cuando se eluyen

con 2.0 mL de la fase móvil utilizada en cromatografía.

33. — La elución en un solo paso con la fase móvil utilizada en cromatografía

facilitaría la posibilidad de la preconcentración en línea.
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34. - El volumen de ruptura del 2,4-dínitro-6-secbutilfenol en la columna rellena de

oxina-CPG es de 50.0 mL. Consíderándose que el volumen de elución es de 2.0

mL el factor de preconcentración para el 2,4-dinitro-6-secbutilfenol es de

veinticinco veces.

35. - La máxima capacidad de retención del 2,4-dinitro-6-secbutilfenol es de 0.4

mg por gramo de oxina-CPG.

Determinación de clorofenoles por cromatografia de gases 1 espectrometría

de masas

36. - La determinación del pentaclorofenol, 2,46-triclorofenol y 2,4-diclorofenol por

cromatografia de gases 1 espectrometría de masas permite la cuantificación de

estos compuestos previa preconcentración en columna oxina-CPG y posterior

elución con diclorometano.

37. - El patrón intemo seleccionado 2,46-tribromofenol, presenta caracteristicas

fisico-quimicas similares a los clorofenoles estudiados, y en el cromatograma se

distinguen cuatro picos cromatográficos bien diferenciados, correspondientes al

24-diclorofenol, 24,6-triclorofenol, 2,4,6-tribromofenol y pentaclorofenol.

38. - La asignación de cada pico se realizó por comparación del espectro de

masas correspondiente al máximo de cada pico cromatográfico con los espectros

de las bases de datos Wiley. La selección de masas se realizó a partir del

espectro de masas de cada clorofenol, escogiendo la relación masa/carga con la

mayor abundancia. Las relaciones masa/carga, en uma., elegidas para los

clorofenoles y para el patrón interno fueron 264 para el pentaclorofenol, 196 para

el 2,4,6-triclorofenol, 162 para el 2,4-diclorofenol, y 330 para el 2,4,6-

tribromofenol.
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39. - Las condiciones óptimas establecidas para la separación cromatográfica

fueron temperatura del inyector 30000, y gradiente de temperatura de 40 a 7000

durante un minuto y seguidamente a 200C/min hasta 23000 durante 5 minutos.

40. - Los calibrados fueron lineales en intervalos de concentración de 7.0 a 15.0

mg/L para el pentaclorofenol, de 1 .0 a 5.0 mg/L para el 2,4,6-triclorofenol, y de 5.0

a 12.0 mg/L para el 2,4-diclorofenol.

41. - Los límites de detección fueron de 2.0 mg/L para el pentaclorofenol, 0.5 mglL

para el 24,6-triclorofenol y 1.0 mg/L para el 2,4-diclorofenol, y los de

cuantificación fueron 6.0 mg/L, 1.0 mg/L y 3.0 mg/L respectivamente.

Preconcentración selectiva de clorofenoles sobre columna de oxina

inmovilizada en vidrio de poro controlado (CPG) y determinación por

cromatografia de gases ¡ espectrometria de masas

42. - Los clorofenoles se retienen en medio ácido y se eluyen con diclorometano

para su posterior análisis por GO-MS. Cuando se preconcentran conjuntamente,

las recuperaciones máximas fueron del 30.0 % para el 2,4-diclorofenol y 2,4,6-

triclorofenol y del 88.8 % para el pentaclorofenol. En el caso del 2,4,6-triclorofenol,

la recuperación aumenta hasta el 46.0 % cuando no se hallan presentes los otros

dos clorofenoles.

43. - El volumen de ruptura es de 25.0 mL, lo que permite un factor de

preconcentración de 2.5, ya que el volumen necesario para la elución es de 10.0

mL.

44. - La reproducibilidad del proceso global presenta desviaciones estándar

relativas entre el 11 .0 y el 25.0 %.

45. - El bajo volumen de ruptura y el alto limite de detección no permiten la

determinación de estos clorofenoles en concentraciones traza.
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Determinación de cloro- y nitrofenoles en diversas muestras

46. - Se ha determinado pentaclorofenol en madera de pino (serrín) en cantidades

comprendidas entre 1 y 3 ~g de pentaclorofenol por gramo de serrin. Los estudios

de recuperación demuestran que es posible determinar el pentaclorofenol con alto

grado de recuperación, 91.0%, y con una reproducibilidad, expresada como

desviación estándar relativa, del 6.0%.

47. - Se ha determinado 2,4-dinitro-6-secbutilfenol añadido a zumo de limón en

cantidades comprendidas entre 0.20 y 0.049 pg/mL. Los resultados de

recuperación fueron del orden del 94.0 %, con una desviación estándar relativa

del 8.6%, y demuestran que es posible determinar el 2,4-dinitro-6-secbutilfenol en

las concentraciones máximas establecidas por la ley.

48. - En todos los casos, el tratamiento de muestra necesario ha sido mínimo, y

esto ha permitido una alta reproducibilidad en el proceso global. La alta

recuperación en muestras de naturaleza tan variada y a bajos niveles de

concentración pone de manifiesto la aplicabilidad de las metodologías propuestas.
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