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1. INTRODUCCION

Los fenoles son derivados de! anillo bencénico con grupos hidroxilo
unidos al anillo aromatico. Existe un interés creclente en su determinacion y
cuantificacion ya que varios de estos compuestos, los cuales estan
considerados como contaminantes ambientales por la EPA (Agencia de

Proteccion Ambiental, por sus siglas en inglés), han sido clasificados como

cancerigenos,

Estos compuestos se pueden encontrar en el ambiente debido a tres
causas principales: 1. Como producto de la degradacion de varios pesticidas
organofosforados. 2. Como indicio de contaminacion realizada por el hombre
cuando se encuentran en concentraciones elevadas en aguas potables,
municipales y naturales asi como en efluentes provenientes de diversas plantas
industriales como la del acero, petrdleo y las dedicadas a la fabricacion de
compuestos orgdnicos (1), ademas de que muchos aceites provenientes del
cracking del petroleo contienen fenol. y 3. Como producto de la degradacion
natural de las proteinas y de la descomposicion téermica de la madera (2),
Algunos compuestos fendlicos se encuentran ampliamente distribuidos en el
reino vegetal de manera natural, particularmente los que no estdn considerados

como contaminantes.

Los métodos de analisis de fenoles mas utilizados involucran el uso de
técnicas colorimélricas y de técnicas instrumentales como la Cromatografia de

Gases y las Espectrometria de Masas.



Aunque existen varios trabajos donde se exponen metodologias
automatizadas para la determinacién de fenoles, los métodos donde se utiliza la
técnica FIA (Analisis por Inyeccion en Flujo, por sus siglas en inglés) no son
reconocidos oficialmente en México. La principal razén para ésto es que esta
técnica no es muy conocida en nuestro pais, aunque en otros paises se utiliza
ampliamente para llevar a cabo analisis rutinarios. Esta técnica ofrece un gran
nimero de ventajas sobre las técnicas utilizadas cominmente para el analisis
de fenoles entre las que se puede mencionar la notoria disminucién de costos y

la faciiidad para analizar un mayor nimero de muestras por unidad de tiempo.

Debido a lo anterior, se propuso un métedo por inyeccion en flujo para la
determinacién de fenol en agua, en el que se involucra la reaccion de
copulacién con sulfanilamida diazotizada, reaccién que ha sido ampliamente

utilizada y estudiada por ser caracteristica para el fenol.



2. OBJETIVOS

Realizar una investigacion bibliografica de los métodos comunmente
utilizados para el analisis de fenoles en agua.
Proponer un método automatizade viable para la cuantificacion de fenoles
en agua y evaluar {as ventajas y desventajas que ofrecen estas técnicas en
rejacion con {as que cominmente se utilizan para estos analisis.
Optimizar las variables que afectan la metodologia por inyeccion en fiujo
propuesta para la determinacion de fenol.
Encontrar el intervalo de linealidad para el fenol en el método FIA
propuesto.
Observar las tendencias de linealidad de varios fencles sustituidos,
considerados como contaminantes por la EPA, en el método FIA propuesto
y evaluar como afecta la presencia de sustituyentes auxocrdmices a la
intensidad de la seiial analitica.

Evaiuar si es posibie introducir of método propuesto como un método de

cuantificacion de fenoles totaies y/o individuales en agua.



3. ANTECEDENTES
3.1 Fenoles

3.1.1 Historia

La historia del fenol se remonta al siglo XIX cuando Runge lo aislé por
primera vez, en 1834, a partir del alquitra'n de hulla, Los usos iniciales del fenol
se limitaron a aplicaciones como conservador de madera y como
desinfectante (3),

En 1865 Lord Lister selecciond al feno! para ponerlo a prueba en el inicio
del uso de las técnicas de desinfeccion. Se utilizaban soluciones fendlicas para
limpiar areas en la piel antes de las ciruglas y para desinfectar las compresas
con las que se vendaban las heridas.

Una de las primeras preparaciones antisépticas de fenol fue la conocida
con el nombre de "lisol". Este se obtiene hirviendo una mezcla de aceites
pesados de alquitran con aceites vegetales en presencia de un alcali fuerte,
como por ejemplo hidréxido de sodio o potasio (4),

La demanda industrial del fenol no se desarrolld sino hasta principios de
este siglo cuando se obtuvo por primera vez la baquelita, ia cual fue el primer
termoplastico sintético comercial. Se sintetizd en 18906 a partir de la
condensacion del fenol con formaldehido. E! alquitran de hulla permaneci6
como la unica fuente de fenol hasta la Primera Guerra Mundial, cuando se
produjo por primera vez fenol en forma sintética.

La Industria moderna del fenol se remonta a los trabajos del Doctor
aleman Heinrich Hock quién demostrd en 1944 que bajo condiciones apropiadas

ei cumeno (isopropilbenceno) se puede oxidar a hidroperdxido de cumeno, el



cual, bajo 1a influencia de un catalizador acido, se puede descomponer a fenol y
acetona.

Hoy en dia, la oxidacion del cumeno es la ruta mas comercial para la
produccion de fenol a nivel mundial (mas del 90% de la demanda mundial de
fenol se produce de ésta forma) (3). La sintesis a nivel industrial de varios
fenoles sustituidos se realiza a partir de la fusion alcalina de los
arenosulfonatos, mientras que 1a hidrélisis de las sales de diazonio es la técnica

mas ulilizada a nivel de laboratorio (2),

3.1.2 Estructura Quimica

Los fenoles son compuestos organicos que contienen un grupo hidroxilo
unido a un anillo aromatico. Debido a que las propiedades quimicas del grupo
hidroxilo de los fenoles son muy diferentes a las que presenta el mismo grupo
en los alcoholes alifaticos, éstos no son considerados como alcoholes. Ambos,
tanto los alcoholes como los fenoles, se pueden convertir a ésteres y éteres,
aunque en sus demas propiedades, asi como en su preparacion difieren de tal

modo que deben clasificarse en diferentes familias.

Los fenoles generalmente se nombran como derivados del miembro mas
simple de la familia, el fenol. Se clasifican dependiendo del niimero de grupos

hidroxilo que contenga la molécula en monohidricos, dihidricos, trihidricos, etc.



3.1.3 Propiedades Quimicas

Los fenoles mas simples son liquidos o sélidos de bajo punto de
ebullicion. Algunos pueden presentar puntos de ebullicion bastante altos debido
a que tienen la capacldad de formar puentes de hidrogeno. El fenol es algo
soluble en agua (9 g/100 g de H,0), tal vez debido a esta capacidad, aunque
los demas fenoles son esencialmente insolubles en agua. Se oxidan faciimente
siendo coloridos sus productos de oxidaclon. La sustitucién del anillo aromatico
en los fenoles influye en el punto de ebullicién, solubilidad y, por lo tanto, en su
volatilidad (5).

3.1.4 Comportamiento 4cido-base dei fenol

La mayoria de los fenoles tienen pKa's cercanos a 10, por lo que se
pueden clasificar como dcldos débiles.
Cuando el fenol se encuentra en una disolucion acuosa, se establece el

siguiente equlibrio:

:0H :0:
+
& o — O wo
fenol ion fendxido

poco soluble en agua mas soluble en agua

Figura 1. Equliibrio del fenol en disolucién acuosa.
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En estas condiciones la constante de equilibrio que se establece es ia

sigulente:

[0~ || wo'
[©-onf o

Ecuacioén 1

keq =

A partir de esta ecuacion podemos deducir la ecuacion de Hendelson:
0o
Ecuacién 2

0 hien:

|09
|©—ou|

Ecuacion 3

pH = pKa +log

En una escala de pH, el fenol tiene un pKa de 9.8:

| | |———pH
pKa-1 9.8 pKat1i

De este modo, despejando de la ecuacion nimero 3 la reiacion entre la
concentracion entre el ion fendxido y el fenol se obtiene que en las disoluciones

acuosas cuyo pH se encuentre una unidad por debajo del pKa del fenol (9.8),

1



existira diez veces mas fenol que ion fendxido, mientras que en las disoluciones
que tengan un pH una unidad por encima de 9.8, existira diez veces mas ion
fendxido que fenol.

Si el agua municipal de la Ciudad de México tiene un pH de
aproximadamente 7.2, la relacion entre el ién fendxido y el fenol es 10-26; es
decir, bajo estas condiciones existe aproximadamente 630 veces mas fenol que
ion fendxido. En el caso de otras ciudades en las que el pH de su agua
municipal sea diferente a 7.2, esta relacién variara dependiendo cuéntas

unidades de pH se encuentre el agua por encima o por debajo de 9.8.

Realizando un andlisis de los pKa se pueden hacer las siguientes
afirmaciones:

o Los fenoles son dcidos mucho més débiles que los acidos carboxilicos, los
cuales poseen pKa's alrededor de 5.

« El acido carbdnico posee un pKa de 6.4, por lo que al contrario de los dcidos
carboxilicos, los fenoles no se disuelven en soluciones acuosas de NaHCO,,
ya que no se lleva a cabo la reaccion entre el bicarbonato y el fenol.

+ La acidez de los fenoles y la solubilidad de sus sales en agua es importante
tanto para su andlisis como para su separacién. Un fenol es, por lo tanto, un
compuesto insoluble en agua que se disuelve en soluclones de sosa pero no
en soluciones de bicarbonato.

+ Un fenol se puede separar de los compuestos no acidos por su solubilidad
en bases y se puede separar de los acidos carboxilicos por su insolubilidad
enNaHCO,.

+ Los fenoles (pKa~10) son compuestos mds acidos que los alcoholes los
cuales muestras propiedades débilmente acidas sdlo frente a bases muy

fuertes. Esta diferencia tan notable en acidez se debe a las diferencias en

12



estabilidad de los reactivos y de los productos cuando ambos compuestos se
disuelven en disoluciones acuosas.
Tanto el alcohol como el alcoxido pueden representarse por medio de
una sola estructura;

C]

o o v @
R—OH +H,8 == R—0: + Hyd

-

alcohol aledxido
Figura 2. Estructuras resonantes del alcohol y del i6n alcéxido,
En cambio ef fenol y el fendxido tienen una estabilizacion por resonancia

en el aniilo bencénico lo cual es aumentado por el caracter basico del oxigeno,

el cual puede compartir mas de un par de electrones con el aniflo.

. 2 ©
:0:e 101
— - )
Fenol Fendxido
WiH SOiH O & & 0 6
H M H
9 2lJ == fo_. -
p/ o T e
Fenol Fendxido

Figura 3. Estructuras resonantes del fenol y del idn fendxido,
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Algunas de las estructuras del fenol son portadoras de una carga positiva
y ofra negativa, lo cual las hace mas energéticas y menos estables; en cambio
ol ion fenoxido sdlo presenta una carga negativa, Por lo tanto, el efecto neto de
la resonancia es una mayor estabilizacion para el ion fenoxido que para el fenol,
por lo que se desplaza el equllibrio en el sentido de la ionizaclén.

Los substituyentes que atraen electrones como -X o NO, aumentan la
acidez de los fenoles, mientras que los substituyentes liberadores de electrones
como -CH, disminuyen la acidez.

Los substituyentes que atraen electrones tienden a dispersar la carga
negativa del fendxido, mientras que los que liberan electrones la intensifican.

Un grupo liberador de electrones favorece las reacciones en las que el

anillo se hace mas negativo, como en la conversion de un fenol en su sal (6),

3.1.5 Reacciones

Quimicamente, el fenol se caracteriza por la influencia mutua del grupo
hidroxilo y del grupo fenilo. El fenol reacciona con las bases para formar sales
(lamadas fendxidos, fenolatos o fenatos ). Muchas de estas sales,
especialmente las de sodio y potasio, son solubles en agua (2),

El grupo hidroxilo comunica gran reactividad al grupo fenilo, Los atomos
de hidrogeno orfo y para con respecto al grupo hidroxilo son muy reactivos con
numerosos compuestos; la sustitucion conduce primero a la formacidn del
derivado 2-mono o 4-mono, luego al derivado 2,4-di,0 al derivado 2,6-di y

finaimente al derivado 24,6 tri, si las condiciones estereoquimicas lo
permiten {2).

14



Una de las reacciones mas importantes en la que participan los fenoles y
que ha sido ampliamente utilizada para su cuantificacion es la de copulacién
con sales de diazonio para formar compuestos azoicos. A continuacién se

muestran algunos aspectos generales de estas reacciones.

3.1.5.1 Formacién de sales de diazonio

Las aminas aromaticas reaccionan con nitrito de sodio en disoluciones
acuosas fuertemente acidas para formar compuestos solubles conocidos como
sales de diazonio (6).

El proceso de formacion de las sales de diazonio es llamado
diazotizacion y fué descubierto por P. Griess en 1858 (7).

Estas reacciones consisten en sustituciones electrofilicas en el dtomo de
nitrégeno. Los términos diazonium, diazo y azo provienen dei vocablo francés
azote, con el cual se denomina al nitrogeno. Ei término di se refiere a dos
atomos de nitrdgeno unidos en una molécula y unidos a un grupo arilo. Los
compuestos que poseen la estructura general, A—N==N—Y donde la Y
representa a un atomo diferente al carbono, son llamados diazo y aquellos con
Ia estructura general Ar—N==N-—Ar son denominados azo compuestos,

Las sales de diazonio solidas son cristalinas e incoloras aunque se
oscurecen en contacto con el aire. Se trata de sustancias inestables que
pueden explotar cuando se calientan o al estar sujetas a choques mecénicos,
por lo que su elaboracidn puede ser peligrosa; ademas de que sus disoluciones
se descomponen con produccion de nitrogeno cuando se permite que se
encuentren a temperatura ambiente. La mayoria de las sales de diazonio son

solubles en agua y usualmente se preparan en disoluciones acidas utilizdndose

15



sin ser aisladas previamente. Si se desean almacenar, se debe realizar bajo
condicones especiales ya que son sensibles a la luz (7).
La velocidad de la diazociacion esta controlada por la formacion de la

nitrosamina primaria:

lento rapido rapido

Ar-NH, ——» Ar-NH- NO-—— Ar+ N: N- OH —— Ar. N:N®+ OHO

Figura 4, Mecanismo de diazociacion.

La nitrosacion es una sustitucion electrofilica y consiste en la unién de la

entidad NO*¥, la cual se puede encontrar en forma libre, o unida a un portador,

Se dice que en soluciones acuosas el agente nitrosante es el trioxido de
dinitrégeno, N,Oj. (8,9, 10, 11, 12, 13, 14) aunque esto es poco creible ya que este
compuesto esta disociado en estado liquido asi como en el estado gaseoso
cuando existen trazas de agua presentes. Se puede encontrar este compuesto
en disoluciones acuosas, siempre y cuando se disminuya la temperatura

drasticamente (-32°C) y se aumente la presién (15),

Estudios cinéticos han demostrado que la velocidad de la reaccion se
puede volver independiente de la naturaleza y concentracion de la amina; y es
de segundo orden con respecto al dcido nitroso solamente (6). Supuestamente
esto quiere decir que la amina reacciona con el trixido de dinitrégeno tan
rapidamente como éste se forme de modo que la velocidad de la reaccion es
determinada por la velocidad de descomposicion de HNO2 a N2Oa. La estructura

del N2Oaparece corresponder a una mezcla en equilibrio:

16
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Figura 5. Estructura del triéxido de dinitrégeno.

Una solucién de nitrito acidificada con un dcido fuerte contendra ademas
de HNO2 y N,0a moléculas de H:NQ2t y NO*, El pKa del sistema H;NO, / NO
es 3.3 siendo muy poco estable esta especie a pH menores a 5.8 como se

muestra a continuacion:

En el diagrama simplificado de potencial normal condicional en funcion
del pH para el nitrégeno que se muestra en la figura 6, se puede observar que
hasta un pH de 5.8 el HNO: o el NO2" oxidante del sistema N(IIl)/N(ll) tiene un
potencial normal superior al HNO2 o el NO2" reductor del sistema N(V)/N(IlI).

En medio acido el HNO2 no es estable, dismutandose segln la reaccion:

3HNG,—> NO3 + 2Not + HO+ H,0

Debido a lo anterior las especies estables son NO y NO3™ (16). A un pH
superior a 5.8 esta situacion se invierte siendo el potencial normal del NOz"

reductor superior al del NO2™ oxidante; por lo tanto, la especie estable es NO2".

17



patencial nomrmal aparente (V)
>

Q8- NGy
o
agl Mo ho o NG
nal- ry T
02} Noy
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. i . 1 1 ] 1 L 3
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pH

Figura 6. Diagraima de potencial normal condicional en funcién del pH para
el
nitrégeno. N(V), N(IIl} y N(it).

Los sistemas oxido-reductores son:

N(V)/N(IIE)
Cuando el pH es menor a 3.3 el potencial condicional sigue la siguiente
ecuacion:

E=0.94-0.09pH

Cuando el pH es superior a 3.3 el potencial condicional sigue la siguiente
ecuacion:

E=0.838-0.06pH
N(II)/N(ID
Cuando el pH es menor a 3.3 el potencial condicional sigue la siguiente
ecuacion:

E=1.00~0.06pH
Cuando el pH es superior a 3.3 el potencial condicional sigue la siguiente
ecuacion:

E=1.19-0.12pH

18



N(V)/IN(I)
Para toda la escala de pH el potencial condicional sigue la siguiente ecuacion;
E=0.96-0,08pH (16).

Por lo tanto, de acuerdo al diagrama anterior, el agente eiectrofilico, en
disoluciones acuosas con pH acido debe de ser el NO o el NOs™ aunque ésto
no se puede asegurar, ya que el abjetivo de la presente tesis no era observar
quién es el agente nitrosante.

El i6n H,O* ejerce un efecto cataizador en el proceso de diazotizacién,
por lo que en medios acidos la velocidad de reaccién es mayor (8, 11),

Ya que en disoiuciones acuosas las sales de diazonio se comportan
como electrolitos fuertes y como sales de bases fuertes, deben de ser de
naturaleza ionica. Por esta razén se les ha asignado una estructura en la cual

un atomo de nitrégeno es tetra-covalente como en las sales de amonio:

@
A—R=p: X°

Figura 7. Estructura de las sales de diazonio en soluciones.

Siendo Ar un grupo arllo y X el anidn del acido utilizado en |a diazotizacién.
El cation diazonio es mesomérico, slendo las formas candnicas mas

importantes para el caso del cation bencendiazonio las siguientes:

@
® © e o !
@:N::N:q—-. N==N: ¢—p @:ﬁrﬁ:
/ ©
Ot
Nass
"==N=

Figura 8. Estructuras candnicas del catién bencendiazonio,
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La estructura candnica de la izquierda es la de mayor contribucion. Este
mesomerismo con su distribucion de carga explica la mayor estabilidad
presentada por las sales de diazonio aromaticas al compararlas con las
alifaticas. La presencia de grupos aceptores de electrones tales como los
grupos nitro o los haldgeno, especialmente en las posiciones orto y para
aumentan la estabilidad de la sal de diazonio que se forma.

La inestabilidad de las sales de diazonio se explican. al menos en parte
por la tendencia del grupo diazonio para separarse como una molécula de

nitrégeno, levandose consigo sus electrones de enlace (7).

® ®
CeHg——N==N:—>CgHg +:N==N;

Figura 9. Mecanismo de liberacion de nitrégeno a partir de sales de
diazonio.

Los grupos aceptores de electrones provocan que lo anterior sea mas
dificil. Algo similar ocurfe con los grupos liberadores, los cuales también
aumentan la estabilidad de las sales de diazonio cuando se encuentran en la
posicion para. Se ha sugerido que esto se logra mediante un mecanismo por
medio del cual se reduce la carga positiva neta en el grupo N,* aumentando el

caracter de doble enlace del enlace carbono-nitrogeno.

3@——?«&“ N: <> CHy—C =@=ﬁ=€

Figura.10. Estructuras candnicas del catién p-metox|-bencendlazonio.
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Se dificuita por lo tanto la heterdlisis de este enlace. La naturaleza del
anion también tiene !nfluehcta en la estabilidad de las sales de diazonio, siendo
mas estables las de cleftos acidos sulfonicos aromaticos que las
correspondientes de acidos minerales (7),

Las reacciones de las sales de diazonio se han dividido en dos grupos:
aquellas en las cuales el reemplazo del grupo diazonio ocurre con la liberacion
de nitrogeno, y aquellas en las cuales se retienen los dos atomos de
nitrégeno (7),

Dentro de la primer categoria se encuentra la reaccion de reemplaze por
hidroxilo por medio de la cual se obtiene como producto un fenol al someter a

calentamiento una solucion acuosa de Ja sal de diazonio (5);
m . "
=N 2H2(').-—---> P.H + N2 + H30
Figura 11. Reaccion de produccion de fenol a partir de una sal de diazonio.

El mecanismo de reaccion es el siguiente:

(€] et @
AL N=N: 2 a4 NN
® . répido 9
A 4 :(l)—~H r N—-T-—-H —— Af—0—H + Ht§>
H H

Figura 12, Mecanismo de la reaccion de praduccién de fenol a partir de una
sal de diazonio.

y dentro de la segunda categoria se encuentran las reacciones de copulacion,

en las cuales se hara incapie debido a su importancia en el presente trahajo.
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3.1.5.2 Reacciones de Copulacién

Las sales de diazonio reaccionan rapidamente con aminas arilicas y con
fenoles bajo condiciones apropiadas en las Ilamadas reacciones de copulacién,
dando como productos a compuestos coloridos denominados azo-
compuestos (7).

Las reacciones de copulacion siguen un mecanismo de substitucion
electrofilica aromatica. En estas reacciones el anillo bencénico sirve como una
fuente de electrones, es decir, como una base. Los compuestos con los cuales
reacciona estan deficientes de electrones, es decir, son agentes electrofilicos o
acidos (5),

Las reacclones de copulacion ocurren en disoluciones acidas, neutras o
levemente alcalinas, siendo éstas ltimas las mejores condiciones para que
reaccionen los fenoles.

La reaccion de copulacidn es una sustitucion del cation diazonlo, el cual
actia como agente electrofilico, en un atomo de carbono del anillo bencénico el
cual estd activado por un grupo hidroxilo o un amino. El cation diazonio es
mesomérico y la reaccion de copulacién se comporta hasta cierto punto como si
tuviera la estructura candnica, A “"N‘——"ﬁg , en la cual el atomo de nitrogeno
terminal estd cargado positivamente y esta deficiente de electrones. Como
agente electroflico, sdlo es capaz de sustituir en las posiciones del anillo
bencénico que estan suficientemente activadas, como por ejemplo, aquellas que
se encuentran en posicion orfo o para con respecto a un grupo amino o
hidroxilo. Las reacciones de copulacion ocurren mas rapidamente en la posicion
para que en la orto, de modo que si la posicion para con respecto a un grupo

amino o hidroxilo esta libre, se obtiene el derivado p-amino o p-hidroxi
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azobenceno, con una muy pequefia cantidad del isdbmero orfo. Sin embargo, si
la posicion para se encuentra blogueada por otro grupo, la reaccion de
copulacion ocurre sin dificultad en la posicion orto. Si ambas posiciones, la para
y la orto, estan bloquedas, la reaccion de copulaciéon no ocurre, no estando
suficientemente activada la posicion meta para el ataque del cation diazonio. El

mecanismo de la reaccion de copulacion se muestra en la figura 13.

Ot % — O (D5
H® M
g @"b" @ e

Figura 13. Mecanismo de las reacciones de copulacion.

La reaccién de copulacion con los fenoles se lleva a caho mas facilmente
en soluciones ligeramente aicalinas. El atomo del oxigeno cargado
negativamente del anion fenoxido es un activante mucho mas poderoso que el
grupo hidroxilo neutral. La reaccion de copulacion se ileva a cabo con el anion
fendxido y no con el fenol sin ionizar. Se debe avitar un gran exceso de aicali ya
que en estas condiciones, los cationes diazonio pueden formar compuestos
diazo, los cuales pierden su habilidad para copular (7).

Los sustituyentes que liberan electrones del anillo de la sal de diazonio,
facilitan ia reaccion de copulacién, haciendo al grupo diazonio mas electrofilico,
probahblemente porque la estructura mesomeérica se acerca mas a la forma o
formas candnicas en la cual el nitrogeno terminal es positivo y deficiente de

electrones:
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Figura 14. Resonancia del cation p-nitro bencendiazonio

Por lo tanto, tales grupos aumentan la velacidad de copulacion, asi como
la establiidad de la solucién de sal de diazonio. '

Un grupo donador de electrones adicional al amino o ai hidroxilo en el
anillo bencénico facilita el proceso de copulacién especialmente los grupos
amino, hidroxiio o amino alquilado. Tales grupos son mas efectivos cuando se
encuentran en la posicion meta con respecto al grupo hidoxiio o dialquil amino
originai, ya que en esta posicién pueden reforzar mas el efecto activante dei
otro grupo amino o hidroxilo, Por lo tanto, el resorcinol (m-dihidroxibenceno)
copula mas rapidamente que el fenoi con una solucion de sal de diazonlo dada,
slendo en para la posicion de la copulacién a un grupo hidroxile y orfo con
respecto al otro (5),

Cuando el resorcinal es tratado con un exceso de sal de diazonio, la
copulacion prosigue facllmente para dar como productos primero un bi- y luego
un tri-azo compuesto.

El fenol también forma derivados bi- y tri-azo con un exceso de sal de
diazonio aunque no tan faciimente coma lo hace el resarcinol (17).

Cualquier grupo unido al anilio bencénico afecta su reactividad asi como
la orientacion de la sublitucion. Cuando un agente electrofilico ataca un anillo
aromatico, el grupo que ya estd unido al anillo es el que determina que tan

facilmente ocurre el ataque y donde se lleva a cabo.
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Un grupo cuyo efecto es hacer al anillo mas reactivo que el benceno
recibe el nombre de grupo activante; mientras que un grupo que hace que el
anillo sea menos reactivo recibe el nombre de grupo desactivante.

Un grupo que hace que e! ataque ocurra principalmente en las posiciones
orto y para con respecto a si, recibe el nombre de director orto-para. Un grupo
que hace que el ataque ocurra principalmente en la posicion meta con respecto
a si recibe el nombre de director meta.

Casi todos los grupos sustituyentes caen dentro de dos categorias:
activantes y directores orto-para, y desactivantes y directores mefa. Los
halégenos forman una clase aparte por si mismos siendo desactivantes pero

directores orto-para (5).

Tabla 1.Efecto de los grupos en la sustitucion electrofilica aromatica,

Activantes: directores orto-para Desactivantes: directores meta

Fuertemente activantes -NO,
-NH2 (-NHR, -NR;} -N(CH,)s*
-OH -CN
-COOH (-COOR)
Moderadamente activantes -S0;H
-OCHj3 (-OC_H;, etc.) -CHO, -COR
NHCOCH,§
Desactivantes: directores orto-para
Debilmente activantes -F, -C|, -Br, -
-CgHs

-CH3 ('CLHQ etc.)

Cuando se presentan dos sutituyentes en el mismo anilio bencénico se
pueden presentar dos situaciones:
Los dos sutituyentes se localizan de manera tal que la fuerza directiva de

uno refuerce la del otro.
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La fuerza directiva de un grupo se opone a la del otro. En estas
situaciones se obtienen mezclas complejas de diversos productos. Sin embargo,
cuando las fuerzas directoras se oponen, es posible hacer Cciertas

generalizaciones:

{(a) Los grupos activantes fuertes predominan sobre grupos desactivantes o
activantes débiles. La secuencia que se ha observado en el poder directivo es
la siguiente.
-NH,,-OH >-0CH;-NHCOCH; >-C¢Hs-CH; > directares meta
Sin embargo, la diferencia en el efecto de los dos grupos debe ser
bastante notoria para obtener resultados claros, ya que de lo contrario se

pueden obtener mezclas de isomeros,

(b) Existe muy poca sustitucidn entre dos grupos que Se encuentran en posicion
meta respecto al otro. En muchos casos al parecer no existe suficiente espacio
entre los dos grupos localizados en posicion meta con respecto al otro para que
exista una sustitucion notable en esa posicion,

La reactividad en la sustitucion electrofilica aromatica depende en la
tendencia del grupo sustituyente a liberar o atraer electrones. Un grupo que
dona electrones activa el anillo mientras que un grupo que acepta electrones

desactiva el anillo (5).
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3.1.6 Toxicologia

Los fenoles presentan una mayor foxicidad en comparacion con muchas
otras clases de compuestos organicos. La mayoria de los alquil fencles,
clorofenoles y nitrofenoles exhiben un alto grado de toxicidad aunque siguen
rutas metabdlicas diferentes (18),

El feno! altera y precipita las proteinas celulares y en pequeiias
cantidades tiene un efecto estimulante sobre el centro respiratorio lo que
provoca alcalosis respiratoria seguida de acidosis. También puede ocurrir
metahemoglobinemla. Los triclorofencles pueden ser carcindgenos.

Los hallazgos patoldgicos en muertes producidas por fenol o compuestos
relacionados son necrosis de las mucosas, edema cerebral, y cambios

degenerativas hepaticas y renales. Puede haber también necrasis vesical (20),

Datos clinicos

Las principales manifestaciones de envenenamiento con los fenoles
cansiderados coma contaminantes son vomito, colapso y coma.

A. Envenenamiento agudo (por ingestion o aplicacian sobre la plel o
‘sobre las mucosas): Los hallazgos locales son decoloracion indolora o eritema.
Puede haber corrosion. Los hallazgos generales son gran aumento en la
transpiracion, sed Intensa, nausea, vomito, diarrea, clanosis por la
metahemoglobinemia, hiperactividad, estupor, calda de la presion arterial, dolor
abdominal, hemdlisls, convulsiones, coma y edema pulmonar seguido por
neumonia. Si la muerte praducida por insuficiencia respiratoria no es inmediata,
pueden ocurrir [ctericia y oliguria o anurla.

B. Envenenamiento crénica (par ingestion o adsorcion a través de la

piel o las mucosas): El uso repetido puede causar los sintomas descritos para el
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envenenamiento agudo. Qcasionalmente ocurren reacciones cutdneas por
sensibilidad (20),

#) FENOL

La ingestion oral de fenol en el hombre es considerablemente menos
toxica que la adsorcion a traves de heridas, cavidades corporales o a través de
la piel intacta (21). La corrosidn sufrida por el tracto digestivo seguida a la
ingestion de fenol es mucho menos agresiva que Ja producida por acidos o
alcalis fuertes. Algunas ocasiones solo se produce un dolor ligero debido a que
el fenol destruye muchas clases de fibras nerviosas, capacidad que se
aprovecha algunas veces empleando soluciones de fenol al 6% en glicerina
para producir bloqueos nerviosos. Al parecer el fenol no comparte la habilidad
de muchos de sus derivados tal como e} pentaciorofenol y los nitrofenoles de

desacoplar la fosforilacion oxidativa (4),

b} AMINOFENOLES

Los tres monoaminofenoles son toxicos, siendo el isamero para el mas
toxico y 6l mas estudiado. El isomero orto es mas potente que el para en la
generacion de metahemoglobina, aunque ésta parece ser de importancia

limitada en las reacciones agudas y letales (4),
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¢) NITROFENOLES

Todos los isdmeros son muy toxicos, siendo el mas toxico ei dinitrofenol;
este compuesto comparte la mayor parte de las propiedades toxicas del fenol,
ademas de que estimula las células del cuerpo, desacoplando la fosforilacién
oxidativa. Actia interfiriendo en la sintesis intracelular de ésteres fosfato de alta
energia. El compuesto mas toxico de los mononitrofenoles es el isémero para
aunque los tres presentan una sintomatologia similar. Se ha comprobado que el
Isdmero para es un agente mutagénico en humanos (4). Cuando los nitrofenoles
se descomponen por calentamiento, se pueden generar vapores toxicos de

oxidos de nitrégeno (20),

d) FLUOROFENOLES

Estos compuestos son moderadamente toxicos aunque se ha encontrado
que son posibles cancerigenos. Cuando se descomponen por calentamiento, se

pueden generar vapores toxicos de fluor (20),

©) CLOROFENOLES

Existen muchos compuestos isomeros. Los atomos de cloro pueden
variar en numero de uno hasta cinco. Los monoclorofenoles son ligeramente
menos toxicos que el fenol, aunque tienen mayor capacidad para causar
convulsiones. El isomero orfo es mas toxico que el meta y el para. Un

incremento en e contenido de cloro aumenta la toxicidad, aunque ésto, slo se
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manifiesta en los tetracloro y pentaclorofenoles y no en los clorofenoles

menores (4). El pentaclorofenol y el 2,4,6 triclorofenol pueden interferir con la

fosforilacion oxidativa mitocondrial. Cuando estos compuestos se descomponen

por calentamiento, se pueden generar vapores toxicos de cloro (20},

Tabia 2. Comparacidn de la toxicidad de aigunos compuestos
fendlicos. (4.21,22, 23),

H Compuesto | No.CAS 1| DLy 2 Sintomatoiogia
oral
(mglkg)

Destruccion de muchas ciases de fibras nerviosas. Provoca

lesiones necréticas blancas en la boca, esofago y estdma-

go asf comao dolor abdominal vomito y diarea sanguinolen-
ta. Palidez, aumento en la transpiracion, debilidad, dolor de
cabeza, shock, pulso liregular y débii, respiraciones

fenol 108-95-2 530 entrecortadas, cianosis, disminucion de la temperalura
corporal. Provoca edema pulmonar, pérdida de conciencia

y convuisiones, orina escasa y oscura, metahemoglobine-

mia e hiperbilirubinemia,

Agente mutagénico en humanos, teralogénico3 experi-

mental y posible cancerigeno.

Muerte por fallo respiratorio, circuiatorio o cardiaco.
o-aminefenol 95-55-8 1300 Provocan intranquilidad y convulsiones, initacion cutneay
m-aminofenol 591-27-5 1660 generacion de metahemoglobina.
p-aminofenol 123-30-8 375 Tienen un efecto nefrotdxico y pueden provocar fallo

respiralorio y cardiaco.

o-nitrofenol 88-75-5 2828 Aitamente toxicos cuando se ingieren, se inhalan o se

m-nitrofenol 654-84-7 447 adsorben a través de la plel.

p-nitrofenol 100-02-7 350 Pueden provocar clanosis y generacion de metahemo-
globina.

Provoca fatiga, sed y ranspiracion intensas, ruborizacion

de le cara, formacion de cataralas y erupciones cuta-

neas. Provoca nausea, vémilo, dolor abdominaty diarrea.

Causa intranquilidad, ansledad, excitacién y convulsiones.

dinitrofenol 25550-58-7 30 Aumento de latemperalura corporal que puede provocar
hiperpirexia grave. Taquicardia, disnea, cianosls y dolores
musculares. Orina escasa, hepalitis toxica y dolores
musculares. Pérdida de conciencia y fallo respiratorio. Agente
mutagénico v fitoldxico. Efectos teratogénicos.
TDLo4
A-fiuorofenol 371-41-5 | plel-raton; | Posible cancerigeno
10000
pentafiuorofeno) | 771-61.9 322 Envenenamiento por ingestion y por la nuta subcutanea.
(subcut)d | Moderadamente téxico por contacto con la piel.
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Tabla 3. Comparacion de la toxicidad de algunos ciorofenoles. (4. 19, 20, 21),

Clarofenal No.CAS | DLyjoral | DL, Inpet6 Sintomatologla
{mgkg) | __(mglkg)

Compuestos muy toxicos cuando se

o-clorofenol 95-57-8 670 230 adsorben por la piel, se inhalan o se
m-clorofeniol 108-43-0 670 355 ingieren. Producen una fuerte imtacion
p-clorofenol 106-48-9 261 355 en los lejidos y en las mucosas. Son
posibles cancerigenos y agentes
mulagénicos.
Compuestos de toxicidad moderada.
ggg}gm;e"g" 120-83-2 580 281 Provocan Initacion do tejidos mucosas
‘8-Uiciorofeny 87-650 2940 430 y 0jos. Posibles cancerigenos y

teratdgenos. Agentes mutagénicos.

Provocan coloracion roja y edema en

2,3,8-Triclorofenol | 933-75-5 i 390 fa piel, asi como quemaduras quimicas.
2,4,6-Triclorofenol | 95-85-4 308 Provocan conjuntivitis, irilis y lesiones
24,6 Trclorofenol | 88-08-2 820 35§ enla cdmea. Pravocan fiitacién en la
3.4,5-Triclorofenol | 609-19-8 820 276 nariz y en la faringe. Son posibles

- cancerigenos y agentes mutagénicos.

Posible cancerigeno, teratdgeno y
agente mutagénico. provoca conjun-
tivitis y lesiones en la comea, asi como
2,34 6-Tetracloro- |  58-90-2 140 130 initacidn en nariz y faringe. Posible
fenol estimulacion del metabolismo del O,
en los tejidos causando hiperpisexia.

Provoca dolor de cabeza, mareos,
aumento en la transpiracion, nausea,
vomito, disnea, dolor de pecho,
Pentaclorofenol 87-86-§ 27 56 debilidad, fiebre y convulsiones, asi
camo initacion en ojos, nariz y gargan-
ta. Es un posible cancerigeno,

teratégeno y agente mutagénico.

Notas:

1. Designacién numérica asignada por la Sociedad Americana de Quimica que
identifica de manera (nica un compuesto quimico especifico. Este niimero
permite Ja identificacion de un compuesto sin tomar en cuenta el nombre o el
sistema de denominacion utilizado.

2. Dosis Letal Media. Dosis calculada de cualquier material que se espera que
cause muerte a 50% de una poblacion animal experimental definida. Se
determina a partir de la exposicion de la poblacién al material por cualquier
ruta exceptuando la inhalacion.

3, Cambios no trasmisibles producidos en la descendencia.
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4. Dosis Toxica Baja (TDLo por sus siglas en inglés). Dosis mas baja de un
material que produce efectos carcinogénicos neoplastigénicos o
teratogénicos en animales 0 humanos. El material es introducide por
cualquier ruta (exceptuando la inhalacion) en un periodo dado de tiempo.

§. Subcutanea.

6. Intraperitoneat.

La mayoria de los fenoles simples estudiados aqui son posibles
cancerigenos a diferencia del 2,4,6 triclorofenol el cual es un cancerigeno
confirmado. Es necesario tener muchas precauciones en su manejo, ya que la
mayoria también son agentes mutagénicos.

Uno de ios compuestos mas toxicos de los anteriormente estudiados es
el pentaclorofenol. A pesar de su gran toxicidad, es posible adquirir este
compuesto en ferreterias , ya que se uliliza para el control de termitas y en la
conservacion de madera y sus productos. Debido a los riesgos a la salud que
implica el contacto con este compuesto, es necesario condicionar su venta, o en
su defecto, es necesario advertir de los riesgos toxicoldgicos a los compradores.

El dinitrofeno! fué un compuesto muy utilizado por las personas que
deseaban bajar de peso debido a su capacidad de acelerar el metabolismo.

Este uso fué interrumpido debido a su toxicidad.
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3.2. Técnica FIA (Analisis por Inyeccion en Fiujo).

3.2.1 Automatizacion.

La gran demanda actual de andlisis en diversos campos, como lo son el clinico,
el industrial o el farmaceditico, ha llevado a 1a necesldad del desarrollo de técnicas que
disminuyan el costo y tiempo de los ensayos individuales, que aumenten la precision y
que posean una buena confiabilidad. Todos estos requisitos sdlo pueden ser cumplidos
por técnicas automatizadas.

Debido a los problemas intrinsecos que representa la automatizacion de
ensayos en lote, se ha optado por automatizar a las operaciones en flujo, ya que en
éstas se evita el uso de recipientes que frecuentemente son fragiles, y se utiliza el

movimiento secuencial de liquidos a través de tubos.

3.2.2 Técnicas en Flujo Continuo

En estas técnicas la concentracion del analito se mide sin detener el flujo de un
gas o de un liquido que fo contiene (22),

Las muestras se introducen sucesivamente a intervalos regulares en un canal a
través del cual fluye un liquido que contiene al o los reactivos, o de manera alternativa,
se pueden introducir los reactivos en etapas posteriores a través de canales auxiliares
que se unen al principal. El flujo pasa entonces a la celda de flujo del sistema de
deteccion para después pasar al desecho (22),

Existen dos clases generales de técnicas en flujo continuo: los segmentados y
los no segmentados.

Los métodos en flujo segmentado (SFA por sus siglas en inglés) fueron descritos

por primera vez por Skeggs en 1957. En esta técnica las muestras se aspiran
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secuencialmente hacia un flujo el cual esta segmentado por burbujas de aire, ademas

de que es necesario incluir un ciclo de lavado entre cada muestra,

Bomba deaireacitn -
alre ot
muesia 1.1\ Q ” ﬂ ﬁ_l_‘ e
SFA ‘
resctive / detector
r y hadd
SFA
E ( ) x 3 ) E ( " l
HAN .
muestra 2 muestre 1

Figura 15. Esquema de Ia configuracion de la técnica SFA.

Los métodos en flujo no segmentado incluyen a la técnica FIA (Andlisis de
Inyeccion en Flujo, por sus siglas en inglés) descritas por primera vez en 1974, Esta
técnica difiere de la técnica SFA en que el flujo no esta segmentado por burbujas de
aire y por que en ésta se inyecta la muestra en lugar de aspiraria. Otra caracteristica

de esta técnica es que no es necesario llegar al equilibriofisico ni quimico (22),

el

muesiro detector
acatreador
FIA L
reactivo
Yempe
-
FIA
Emeene 2
acarreadar ' acanreador -lcmudm
muestra 2 muestrs |

Figura 16, Esquema de la configuracién de la técnica FIA,
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Hasta antes del advenimiento de las técnicas en flujo continuo, todos los
métodos automatizados de andlisis se basaban en la automatizacion de las
operaciones manuales siguiendo con el concepto de las operaclones individuales
ilevadas a cabo en el curso de un procedimiento manual, como se observa en la figura
17 (22),

W lh iyl

(D'O- Q'Q 0-0' u l

e ssinesserNsan e

ll-ln!.'-ll!

Figura 17. Paralellsmo exIstente entre los ensayos manuales y las
operaclones automatizadas que se tienen que llevar a cabo en
ei curso de un ensayo colorimetrico normal, a) Operacién
manual. b) analizador discreto ¢) Técnica SFA, (22)

La técnica FIA tienen varias ventajas sobre la SFA, como se observa en

la tabla 4.
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awia 4. Comparacion entre la técnica SFA y FIA. (23)

Parametros SFA FIA
Introduccion de la muestra Aspiracion Inyeccion
Volumen de muestra 0.2-2mL 10-100 iR
Tiempo de respuesta 2-30 min 3-60 seg
Diameiro interno del tubo 2mm 0.5-0.7.mm
Deteccion realizada en régimen de dispersion controlada
equilibrio
Capacidad 80 muestras/hora 300 muestras/hora
Precision 1a2% 1a2%
Gasto de reactivos elevado bajo
Ciclo de lavado esencial no esencial
Analisis cinético continuo no es posible flujo detenido
Valoraciones no si
Datos suministrados altura del pico altura, ancho, area, etc
del pico.

3.2.3 Generalidades de la Técnica FIA

El concepto basico de la técnica FIA es la inyeccion de un volumen medido de
muestra en un flujo portador, al cual se le pueden incorporar o no diferentes reactivos
antes de su llegada al detector. No se alcanza el equilibrio, la medicion es cinética (23),

Los principios basicos de esta técnica son;

a) Inyeccion de la muestra,
b) Dispersion controlada de la muestra.

¢) Sincronizacion Reproducible.
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El concepto de FIA fue disefiado originalmente para automatizar ensayos

seriados y ha emergido como una técnica general de manipulacion de soluciones y de

recopilacion de datos (22).

La técnica FIA presenta las siguientes caracteristicas esenciales.

. Elflujo es no segmentado.

. La muestra se inserta o se inyecta directamente al flujo.

. El bolo inyectado es acarreado a través del sistema. Durante este transporte puede
ocurrir un proceso fisicoquimico, como por ejemplo, una reaccion quimica, dialisis,
extraccion liquido-liquido, etc.

. La dispersion parcial o la dilucion del analito se puede manlpular a traves de |la
operacion de transporte controlando |as caracteristicas geométricas e
hidrodinamicas del sistema,

. Un sistema sensor continuo da una seial transitoria la cual es registrada.

. Cuando se registra la sefial, aun no se ha llegado a un equilibrio quimico
(finalizacion de la reaccion) o a un equiiibrio fisico (homogenizacién de una porcion
dei flujo).

. El tiempo de operacion debe ser altamente reproducible debido a que las
mediciones se lievan a cabo bajo condiciones de no estabilidad, por lo que
pequedas varlaciones pueden dar por resultado serias alteraciones en las

lecturas, (24),

El esquema basico de un sistema FIA consiste en cuatro partes generales (22):
Sistema de propulsion.
Sistema de Inyeccion,
Zona de reaccion.

Sistema sensor (detector).
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1, La unidad de propulsién produce el flujo (a una velocidad tan constante como
sea posible) de una o varias soluclones, ya sea que contengan un reactivo disuelto, o
que simplemente actien como portadores. Esta funcion puede ser realizada por una
homba peristaltica, un sistema de presion de gas o hasta por efecto de la gravedad. E!
método de propulsion mas utilizado es una bomba peristaltica como la que se muestra

en la figura 18 (22),

Figura 18. Esquema de una bomba peristéitica,

Esta bomba consiste en varios de cilindros que rotan simultaneamente
oprimiendo una serie de manguera flexibles, las cuales se encuentran a 90° con
respecto a los cilindros. La fuerza ejercida sobre las mangueras mueve a los fluidos
que se encuentran en su interior. Se simula el movimiento peristaltico que ocurre en el
esdfago, estomago e intestinos, por medio de! cual se empuja el alimento o los
desechos por delante de la onda. Este movimiento es progresivo, ondulante e

involuntario.

2. Elsistema de Inyeccion permite ta entrada reproducible de un volumen medido

de muestra al flujo sin detenerlo. Uno de los sistemas de inyeccion mas utilizados son
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las valvulas de inyeccion. A continuacion se muestra una valvula de Inyeccion en su

posicion de llenado y de vaciado.

Posicion de detector
llenado
desecho
/, acaneador
K] s 2 "
Posicion de -
. detector
vaciado

deshecho

Figura 19. Esquema de una valvula de inyeccion.

3. La operacion de transporte tiene lugar con o sin un proceso adicional, en una
determinada cantidad de tuberia cominmente denominada reactor. El reactor puede
ser un tubo recto, anudado o enrollado (que puede o no estar empacado con cuentas
de vidrio inertes) o puede tratarse de una camara de mezclado, o de un tubo empacado
con un material quimicamente activo (enzima inmovilizada, o una resina redox o de
intercambio i6nico) (22), En la figura 20 se muestran diversas clases de reactores

utilizadas cominmente,
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A. TUBO RECTO ABIERTO
B. TUBO ENROLLADO

C. CAMARA DEMEZCLADO
D, REACTOR DEUN 10O
E. REACTOR ENTRETEJIDO

bomba
muestra

acarreador

_@.

Figura 20. Diferentes tipos de reactores utilizades comunmente.

4, La celda de flujo se coloca en un detector que traduce alguna propiedad del

analito en una sedal continua al detector y/o microcomputadora,

Figura 21. Esquema de una celda de flujo.

Los sistemas FIA pueden utilizar detectores selectivos y no selectivos por igual.
Como ejempios de detectores selectivos que se han utilizado en conjuncion a la técnica
FIA, se encuentran los espectrofotometros de absorcion atomica y los electrodos de

oxigeno. Entre los no selectivos se pueden mencionar los espectrofotometros UV-VIS y
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los de infrarrojo. Para utilizar detectores no selectivos es necesario disefar
configuraciones FIA en las que se obtengan productos especificos a partir de
reacciones con reactivos, las cuales pueden ser quimicas enzimaticas o
inmunoldgicas.

Hasta aqui se ha representado a una ténica FIA normal, aunque la complejidad
del sistema puede variar de acuerdo a la dificultad para transformar el analito en la
especie detectable, para llevar a cabo titulaclones o para llevar a cabo mediciones
cinéticas continuas. De acuerdo a lo anterior se ha modificado la técnica original para
crear alternativas como lo son el FIA invertido (rFIA), la dilucion ejectrénica y el "flujo-

detenido",

3.2.4 Seftales FIA

En un equipo de Inyeccidn en Flujo, ocurren dos prbcesos simultaneamente: la
dispersion fisica de la zona de muestra dentro de la disolucion portadora del reactive y
la reaccién quimica entre las moléculas del analito y las moléculas del reactivo. Debido
a que el detector es sensible a las especies producidas en esta derivatizacion guimica,
la senal tiene la forma de un pico, de altura (H), ancho (W) o area (A), los cuales
contienen Ia informacion analitica.

En ausencia de reacciones quimicas, cuando el detector responde de manera
lineal e instantanea a la especie inyectada, no existe ninguna diferencia si se mide la
altura, la amplitud o el area del pico, ya que todos proporcionan informacion util,
aunque la concentracion del material inyectado se relaciona con cada unc de estos
parametros de manera diferente. Lo mismo se aplica a los ensayos basados en la
produccion de una especie medible, tal como en espectrofotometria, siempre y cuande

exista un exceso del reactivo que reaccione con el holo inyectado.
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a) Altura del pico. Esta dimension es la que mas se utiliza ya que se puede identificar
facilmente y relacionar directamente con la respuesta del detector ya sea como
absorbancia, conductancia, etc. De esta manera se puede relacionar la altura del pico
con la concentracion de! analito:

H=kC
donde k es una constante de proporcionalidad.
b) Area del pico. Este paramétro también esta relacionado directamente con la
respuesta del detector, es declir,

A=kC
sin embargo, este tipo de lecturas tiene dos inconvenientes debidos a su caracter
integral. El area del pico (A) no se puede relacionar con gradientes de concentraciones
y afecta grandemente las lecturas de los detectores de tipo log(C) tales como los
electrodos selectivos de iones, ya que parte de |a respuesta que esta cerca de la linea
base tiene, en manera desproporcionada, mucho mas peso que las porciones de las
lecturas que se encuentran cerca a la pare mas alta del pico.
c¢) Amplitud del pico. Este parametro es proporcional al logaritmo de la concentracion,
por lo que tiene un amplio campo de posibilidades de uso aunque es menos preciso
que las medidas de altura y area del pico. Proprociona una lectura en funcion a la
diferencia del tiempo At entre las orillas ascendentes y descendentes del pico. Las
titulaciones FIA y las aplicaciones FIA basadas en la medicion de la amplitud del pico
son técnicas de gradientes que dependen en la dimension horizontal del pico, las
cuales se pueden localizar en cualquier pico FIA cortado de manera horizontal en uno
o varios niveles seleccionados a partir de la linea base (22), Estos métodos permiten
extender el intervalo convencional de calibracion en varios ordenes de magnitud.
d) Cola del Pico. Las mediciones en esta parte del pico se han utilizado para obtener

una "dilucion electrénica”. Estas mediciones requieren un control preciso y acertado
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sobre el periodo de retardo entre la inyeccion y la medicién, También proveen una
hase para ajustar las condiciones iniciales de los métodos cinéticos en conjuncidn con
el "flujo-detenido”.

¢) Ascenso del pico. Este parametro es muy répido como para poderse obtener a
partir de &l mediciones Utiles bajo las condiciones FIA normales. Sin embargo si se
extiende con la insercion deliberada de equipo que forma gradientes, tales como una
cdmara de mezclado bien agitada, los puntos en la parte de ascenso del pico pueden
formar la base de una técnica de calibracion.

Cuando la concentracion de la muestra excede la dei reactivo en una porcion del
perfil, 1o cual se puede lograr con la inyeccidn de volimenes suficientemente grandes
en una configuracion de una linea, existen puntos en la parte ascendente y
descendente del pico en los cuales la concentracion de la muestra y de los reactivas se
encuentran en relaciones estequiomeétricas. Estos son los puntos de equivalencia en
una titulacion por analisis en flujo (26).

Por lo tanto, una lectura FIA se puede obtener en diferentes formas, de las
cuales |la medicion de la altura del pico es la mas popular, debido a su simplicidad, ya
que es ei parametro mas facil de iocalizar,

El control del tiempo es esencial para cuaiquiera de las opciones de lectura. De

esta manera, en la sefial FIA existen los siguientes pardmetros relacionados con esta
propiedad:
a) Tiempo de residencla (T): Es el periodo de tiempo que transcurre entre la inyeccion
de la muestra y el maximo de la sefial. Durante este periodo ocurre la reaccién quimica.
b) Tiempo de viaje (ta): Es el periodo de tiempo que transcurre desde la inyeccion
hasta el inicio de la sefial (aumento del 1 al 2% por encima de la finea hase).

La diferencia entre estos dos parametros T = ta es muy pequeiia de acuerdo a

las caracteristicas del ancho de la sefial FIA,
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¢) Tiempo de regreso (T'): Es el periodo de tiempo que acurre entre el maximo de la
senal FIAy su regreso a la linea base.

d) Tiempo de linea base a linea base {AT): es el intervalo de tiempo que transcurre
desde el iniclo de la sefal hasta el regreso a la linea base. Este parametro es una

medida de la dispersidn.
Sefial analitica

)
"
1

1) at 5
1 v v
| eactor 1
T T
inyecelén celda de tiyjo

Figura 22, Parémetros de la seiial FIA, (22)
De acuerdo a estas definiciones:
T+T =ta+ AT
AT = t'+T”
Debido a que las senales FIA no son curvas Gaussianas, estos parametros no
definen completamente el perfil del pico, especialmente en la parte que corresponde a

la cola (22),

3.2.5 Dispersion

En el sistema FIA se debe tener control sobre la dispersion fisica ya que ésta

define, en gran medida, la forma de la sefial FIA.
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La dispersién se define como la dilucion que sufre el volumen de muestra

inyectado al fiujo y se caracteriza por el perfil de concentracion adoptado por el bolo
(24),

3.2.5.1 Coeficiente de difusion

Cuando se Inyecta al sistema FIA una muestra homogénea en disolucién con
una concentracién Co, se forma una zona de dispersion. La sefial se deforma y se
reglstra como un gradiente de concentraciones con una concentracion maxima Cmax

como se muestra en la figura 23 (22),

Figura 23. Gradiente de cancentraciones provacada por {a difusion del
bolo de muestra en la disalucion portadara.

El coeficlente de dispersion de Ruzicka fué e! primer parametro utiiizado para
caracterizar el paso de la muestra por el sistema. Se define como la relacion de
concentraciones antes y después del transporte a través de un sistema FiA dado:

D=Col/C

Por lo tanto cada punto en el registro de sefales tiene un coeficiente de

dispersion correspondiente. En el maximo de la sefial:
Dmax=ColCpyax
Ya que generalmente existe una relacion directa entre la propiedad utilizada

para la deteccion (absorbancia, fluorescencia, etc), la magnitud de la seial traducida y
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la concentracion de la muestra o su producto de reaccion, el coeficiente de dispersion
se puede determinar del radio de la altura de la seiial encontrada en ausencia de
dispersion (por ejemplo, el flujo continuo de la muestra sin diluir) y la de la sefial FIA.
Dnu=koholk1hmu=ho/hma

donde ko y k1 son constantes de proporcionalidad idénticas si la altura de la seial esta
relacionada linealmente a la concentracidn en el intervalo considerado. Por lo tanto, el
coeficiente de dispersion se puede considerar como la relaclon de alturas de las
sefales.

El método mas sencillo para medir el coeficiente de dispersién consiste en
inyectar un volumen conocldo de colorante a un flujo de disolucion portadora incolora,
midiendo la absorbancia de la zona dispersa del colorante con un espectrofotémetro
(22).

Se han establecldo clertos limites a la dispersion, con la finalldad de obtener

resultados reproduclbles y confiables; la clasificacion se muestra a continuacion (23),

Difuslon limitada: 1<D<3 cuando no se requiere de
reaccion quimica.

Difusion medla: 3<D<15 Cuando se  requiere
reaccién quimica.

Difusion alta D>15 para valoraciones FlA,
3.2.5.2 Influencla de varios factores en la dispersién
La dispersion total dentro del sistema FIA se puede considerar como una suma

de las dispersiones que ocurren en tres partes diferentes dentro del sistema:

D = Dinyeccién + Dtransporte + Ddetector
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La Dinyeccion es la dispersion debida al volumen de muestra y a los aspectos
geométricos del sistema. La Dtransparte incluye las contribuciones de la geometria del
reactor y la velocidad de flujo ; ésta es la contribucion mds importante a la dispersion
total. La Ddetector se refiere a la contribucidn de la geometria de |a celda de flujo (forma

y dimensiones) a la dilucion,

a) Factores hidrodinamicos: Existen dos mecanismas que contribuyen a la dispersion

de la muestra inyectada: el transporte convectivo y el difusional (24),

« El transporte convectivo ocutre bajo condiciones de flujo laminar, ya que dentro
del sistema FIA el movimiento del fluido es suave y no agitado y fluctuante como
seria si imperara un flujo turbulento. E! pardmetro primario que determina el
comportamiento viscoso o no de un fluido Newtoniano es e} nimero adimensional

de Reynolds, el cual se define de la siguiente manera;

Re=dvliy
donde d es la densidad del fluido, i es el coeficiente de viscosidady V y L la
velocidad y longitud caracteristicas del flujo. Este parametro también nos sirve
para determinar si un flujo es turbulento o laminar, de manera que en el flujo
laminar, el numero de Reynolds siempre es menor a 1X10°, mientras que en el

turbulento es mayor a 1X10*, dandose la transicion entre 1X10° y 1X10°,

Lo anterior da por resultado un perfil de velocidad parabadlico,
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TRANSPORTE CONVECTIVO

Flujo Turbulento Flujo Laminar

—

Figura 24, Transporte convectivo dentro de un sistema FIA,

+ Eltransporte difusional ocurre hajo condiciones de difusion axial y radial debido a
los gradientes de concentracion en el régimen de transporte convectivo. La
difusion axial se debe a los gradientes de concentracion horizontal y contribuye de
manera insignificante a la dispersidn total. La difusidn radial se debe a las
diferencias de concentracion perpendiculares a la direccion del flujo y hace una
contribucion importante a la dispersion total. Esta difusion tiende a balancear la
concentracion para lograr una disminucion de la dispersion. Este tipo de difusion
asume un papel semejante a ias burbujas de aire en el SFA, generando un flujo
turbulento, con la ventaja de que no es necesario llegar al equilibrio quimico para

obtener una senal analitica valida.

TRANSPORTE DIFUSIONAL

Figura 25. Transporte difusional dentro de un sistema FIA.

E! perfil de concentraciones de] bolo es dependiente del tiempo asi como las

contribuciones de los diferentes tipos de transporte.
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Figura 26, Influencia del tiempo y de los tipos de transporte en la difusién,

b) Volumen de muestra: Cuando |a muestra reacciona completamente, se obtiene un
solo pico, angosto y alto. La dispersion disminuye al aumentar el volumen de muestra,
por lo que se logra un aumento en la altura del pico y en la sensibilidad de medicion,
como se muestra en la figura 27. De manera similar, la difucion de las muestras muy
concentradas se puede lograr mediante ia reduccién de los voilimenes inyectados. Si
ei volumen inyectado es muy grande no se logra un mezclado adecuado, por lo que se

obtendra una senal con una meseta o con dos picos.

{Co) ho

PO E> P DMO

TIEMPO

Figura 27. Influencia de! volumen de muestra en la dispersion,
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¢) Flujo: Al disminuir el flujo existe un aumento en la dispersion; es decir, son

inversamente proporcionales,

Schial 1=100 ¢m
d=0.S mm
1. q=0.87 mi/min
Analitica 2. q=0.95 ml/min
3. q=2.00m]./min
4. q=3.00mI/min

TIEMPO

Figurs 28. Influencia del flujo en ia dispersion.

d) Longitud del reactor: Al aumentar la longitud de! reactor y de las tuberias, se
aumenta e! tismpo de residencia, provocando |s aparicion de difusién de tipo axial y
por lo tanto un aumento en la dispersion asi como en el tiempo de viaje, como se

observa en la figura 29.
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SERAL 1 d= 0.5 mm
q= 2.0 mL/min

ANALITICA
1, L= 50 cm
21~100 cm
3 1=180 cm
4. 1= 200 cm

Figura 29. Influencia de la longitud del reactor en |a dispersion.

) Didmetro del tubo; Al aumentar ei didmetro de la tuberia se provoca un aumento en
ia dispersion debido a un aumento en ia difusion radial. En la figura 30 podemos
observar un aumento en |a altura de la sefial al disminuir el diametro del reactor, lo cual
lleva a una disminucion en la dispersion como ya se habia discutido previamente
(pégina 46).

3 =125 em

1. Tubo recio ablerto

2. Diametro del veactor: 26 mm
3, Dinmetro del reactor: 4 mm

O =rPE> rFEDMO

L

TIEMPO

Figura 30. Influencia del diémetro del tubo en la dispersién.
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f) Geometria del reactor: E| reactor enrollado o de "serpentin® ha sido el mas utilizado
aunque también se han utilizado otras geometrias dependiendo de las necesidades del
sistema FIA que se esté desarrollando.

La funcién del reactor es la de aumentar la intensidad del mezclado radial,
disminuyendo de esta manera la difusion axial, logrando también un mayor mezciado
de los reactivos con la muestra. Dependiendo de la geometria del reactor, se aumenta

en mayor o menor grado el coeficlente de difusién, como se muestra en la figura 31.
D| 3 -L—-' k

0) 38 L
Dy 210 — _‘_

Figura 31. Influencia de la geometria del reactor en la dispersién.

3.2.6 Caracteristicas y ventajas de los sistemas FIA

1. Sensibilidad.

Como regla, ios sistemas FIA son menos sensibles que sus contrapartes
manuales y SFA por dos razones: a) No se liega al equilibrio debido a que el tiempo de
reaccion es corto, y b) La dispersion fisica o dilucion de la muestra en la disolucion
portadora resulta en una sefial de menor Intensidad a ia que se obtendria con el bolo
sin diluir,
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Gracias a la gran flexibilidad de esta técnica, es posible introducir
modificaciones a las configuraciones, con la finalidad de aumentar la sensibilidad. El
uso de sistemas de separacién continuos incorporados a fa configuracién FiA
aumentan la sensibilidad, como por ejemplo el uso de microcolumnas empacadas.
También se puede mejorar |a sensibliidad utilizando la técnica de "flujo detenido" sin
aumentar e grado de dilucidn, Esta técnica se basa en el monitoreo continuo de ia
sefial mientras el flujo permanece detenido una vez que ha liegado ai detector.

También es esenciai considerar la sensibilidad de! defector que se haya escogido,

2, Selectividad,

La adaptacion de un método canvencional a un métado FIA implica, en general,
una reduccion grande o pequefa del nimero de interferencias y su nivel de tolerancia.
Los mayores niveles de tolerancia para especies no deseadas en los métodos FlA se
deben a los aspectos cinéticos, L.a selectividad es mayor dehido a que las reacciones
no deseadas no se desarrolian a un nivel significativo en el corto periodo de medicién,
£l descenso en las Interferencias es aiin mas notorio en los métodos FIA donde se
mide la velocidad de reaccion, tales como las técnicas a "flujo detenido”. Debido a la
versatilidad de los métodos FIA, es facil optimizar las configuraciones a fin de reducir fa
perturbacion de especies extrafias. Otro aspecto positivo de las técnicas FIA es que el
uso de sistemas cerrados evita que los reactivos y ias muestras tengan reacciones no

deseadas con e bioxido de carbono y con ei oxigeno presentes en la atmosfera.

3. Precision.
La reproducibilidad de las técnicas FIA es comparable a la que presentan los
métodos continuos en flujo segmentado. El equipo se puede utilizar en ensayos

seriados con una desviacion estandar relativa mejor al 1%.
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4. Rapidez.

Esta es una de las caracteristicas mas sobresalientes de los métodos FIA, los
cuales son mas rapidos que sus contrapartes manuales. La frecuencia con la que se
pueden analizar muestras es mucho mayor en los métodos FIA que en los manuales.
La gran velocidad de anilisis de muestras inherente a los sistemas FIA se puede
atribuir a las fuerzas de difusion radial, las cuales tienen mayor influencia que las
fuerzas de difusion axial y conveccién. Otros factores como son el volumen de muestra,
el volumen interno del reactor y la velocidad de flujo tienen también influencia en la

frecuencia con la que se analizan las muestras.

5. Simplicidad.

Las técnicas FIA presentan una gran simplicidad derivada de las siguientes
caracteristicas.

+ Su fundamento simple en el cual se hace una pequefia modificacidn conceptual a
los métodos SFA. Las burbujas de aire se sustituyen por modificaciones
geométricas e hidrodinamicas en el sistema,

«+ Los arreglos experimentales son simples a base de tubos de teflon, bifurcaciones y
conectores a diferencia de las nuevas metodologias analiticas.

+ Facil manejo; no solo el uso de las configuraciones FIA para el andlisis rutinario,

sino también para manipular el disefio y obtener los resultados deseados.

6. Economia.

Las técnicas FIA se caracterizan por su bajo costo si se comparan con ias de
flujo continuo segmentado y los analizadores discretos o en lote. El costo de un
instrumento FIA es solo de 20 a 50% el de los analizadores automaticos de

construccion especial. La metodologia FIA también se caracteriza por su gran potencial
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para la construccion de configuraciones "hechas en casa" a partir de piezas baratas.
También se puede considerar como una técnica econémica en el consumo de
reactivos, ya que se gastan de 20 a 100% menos reactivos que en las técnicas

manuales.

7. Versatilidad.

La naturaleza modular de un sistema FIA permite su adaptabilidad a una gran
variedad de necesidades en la Quimica Analitica. Resulta sencillo cambiar un
componente por otro ya que no existen presiones altas involucradas. Las
configuraciones se pueden armar en unos cuantos minutos y se pueden optimizar
facilmente (24),

Otra de las grandes ventajas de las técnicas FIA es su gran capacidad para
ampliar el intervalo de condiciones bajo las cuales se puede ilevar a cabo el analisis
quimico .

El concepto de manipulacion de muestra en una configuracion cerrada permite
que todo el procedimiento analitico, incluyendo el proceso quimico (reaccidn,
extraccion y preconcentracion), el proceso fisico (dilucién y separacion de fase) asi
como la deteccion, se ileve a cabo en un ambiente aislado del laboratario y no sufrir asi
las restricciones a que obliga la compatibilidad con las condiciones ambientales.

Utilizando las técnicas FIA se pueden Ilevar a cabo procedimientos analiticos
bajo condiciones no amblentales como lo son alta pureza, alta presion y temperatura

controlada (26),
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3.3. Métodos de determinacion de fenoles.
Las técnicas mds utilizadas para la deteccion y cuantificacion de fenoles son:

« Espectrofotometria UV-VIS.

« Cromatografia de Gases (CG).

» Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG/EM).

« Cromatografia de Liguidos a Alta Presion (HPLC, por sus siglas en inglés).
"o Andlisis Titulométrico.

a) Espectrofotometria UV-VIS

Se han utllizado varias reacciones con fenoles para dar como productos finales
compuestos que absorben luz visible. Estas reacciones se pueden utilizar en la
deteccion cualitativa y para el andlisis cuantitativo. Entre las reacciones que se han
utilizado para el analisis cuantitativo de fenoles totales, se encuentran las reacciones
de copulacion con sales de diazonio y las reacciones de coloracién con cloruro férrico,
acido nitroso-nitrato mercurico, reactivo de Gibbs, vainillina con &cido p-toluen
sulfénico, ferricianuro férrico, vanadato de amonio y con antipirina (27).

El método mas antiguo para la identificacion de compuestos fenélicos es el que
produce sales de indofenol de color azul intenso. En la produccion de estos
compuestos se basa el método Lisbermann para el analisis de fenoles, el cual produce
indofenoles a partir de la reaccién con dcido sulfirico (28),

En la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos se recomienda como
ensayo para la identificacion de fenol, la reaccion con cloruro férrico a fin de producir

un compuesto de coloracion violeta (29).
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En aguas residuales, el método que se recomienda para el andlisis de fenoles
totales involucra la reaccion con 4-aminoantipirina en la presencia de ferrocianuro de
potasio a un pH de 8 para formar un colorante amarilio de antipirina. Utilizando este
método es posible determinar fenol, fenoles orfo y mela sustituidos, y bajo condiciones
apropiadas de pH, los para sustituidos, siempre que el sustituyente sea carboxilo, un
halégeno, un metoxilo o un grupo de acido sulfénico. £l método con 4-amino antipirina
no identifica fenotes para sustituidos por grupos alquilos, arilos, nitro, benzoilos, nitroso
o aldehidos. Debido a que ia sustitucion generaimente reduce la respuesta, el valor
que se obtiene representa la concentracion minima de compuestos fendlicos.

La cantidad minima detectable de este método para muesiras libres de
impurezas es de 1 ug fenol/L. en 500 mL de destilado de fencies (29).

El andisis cuantitativo de los compuestos fendlicos en extractos bioldgicos se
puede flevar a cabo de diferentes maneras. Una de las reacciones que mas se ha
utilizado es la de copulacién con la sal de diazonio formada & partir de la reaccion de
p-nitroanilina y nitrito de sodio en presencia de acetato de sodio y goma ardbiga. Ei
compuesto resultante se mide espectrofotoméiricamente a 550nm. El método mds
confiable para la determinacion de fenoles totales se basa en la oxidaclén con el
reactiva Folin-Clocaiteu, el cual contiene fosfomalibdato de sodio y tungstato de sodio.
La intensidad del producto azul resultante se puede medir con un espectrofotémetro a
una longitud de onda de 725 nm (30),

£l contenido de palifencles totales en cerveza se mide utilizando la reaccién con
citrato férrico de amonio. Un método alternativo para la medicion en vinos involucra la
reaccion con el reactivo Folin-Ciocalteu {31),

No existe una longitud de onda unica ideal para el monitoreo de todas las clases
de compuestos fendlicos, ya que exhiben una absorcion maxma a diferentes

longitudes de onda,
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b) Cromatografia de Gases

Se ha utilizado ésta técnica para el anilisis de fenoles individuales. E| analisis
por Cromatografia de Gases raquiera del uso de los detectores de jonizacion de flama
0 de captura de alectrones. Se recomienda el uso de un detector de ionizacion de
flama para la datarminacion de los fanoles sin derivatizar y el de captura de electrones
para los electrones derivatizados. La derivatizacion de los fenoles elimina los efectos
de las interferencias.

En aguas realduales los fenoies se puedan analizar con el matodo 604 de la
Agencia de Proteccion Amblental (EPA, por sus siglas en inglés), basado en el uso de
Cromatografia de Gases con detector de ionizacion de flama o de captura de
alectronea (32),

El andlisis da fenoles y cresoles en el alre se puede llavar a cabo utilizando los
métodos 3502 y 2001 (1984) raspectivamente del Instituto Nacional de Saguridad y
Sajud Profesional (NIOSH, por sus siglas en inglés). Para el andlisis de ambos
compuestos, el detector que se utiliza es el de lonizacion de flama.

Se puede analizar pentaciorofenol en sangre u orina mediante ia inyeccion
directa de la muastra utilizando como detector el de captura de ejectrones segin los
métodos NIOSH 8001 y 8303 (1984) (18),

La detarminacién cuantitativa del fenol contenido como agente microbiano en
ciertos productos se lleva a cabo por cromatografia de gases segin el método
recomendado por la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos. Se utiliza un

cromatografo de gases equipado con un detector de lonizacion de fiama (29),
c) CG/EM

Se ha utilizado esta técnica para el analisis de fenoles individuaies y para la

identificacion de fenoles desconocidos.
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El andlisis de aguaa reaiduales, suslos, y reslduos sdlidos mediante esta
técnica se puede realizar utilizando el método EPA 625 (EPA 1984), el 8270 utilizando
columna capilar y el 8250 para columna empacada (EPA 19886) (18),

También se ha utilizado la Espectrometria de Masas de impacto de electrones,
de ionizacién quimica y de bombardeo rdpido de étomos para la identficacién de varios
flsvonoides, taninos oligoméricos hidrolizables, glucosidos polifendlicos y procianidinas
(27,

Esta técnica también ha sido utilizada para la determinacion de la estructura de

los poiifencles.

d) HPLC

Se ha ulilizado esta técnica para el andlisis de fenoles individuales y para
separar y cuantfficar a los polifencles Individuales en frutas y vegetales, Esta técnica
tiene como ventajas sobre otros procedimientos cromatogréficos, ia sensibilidad, ia
velocidad y (a facilidad de uso, El uso de esta técnica acoplsda a un especirofotomeiro
de arregio de diodos es ideal para el andlisis de mezclas complejas de pofifenoles (27),

La mayoria de los estudios de toxicidad reportados en la literatura se basan en
el uso de la técnica HPLC utilizando como detector un espectrofotémetro UV-VIS (27),

o) Anélisis Titulométrico

La valoracion de los compuestos fendlicos se puede lievar a cabo disolviendo 2g
de muestra sélida en agua y aforando hasta 1 L. Se pasan 25 mL de esta solucion a un
mafraz con tapén y se agregan 50 mbL de una disoluclén 0.05M de bromo y 5§ mL de
HCI. Se tapa el matraz, se agita ocasionalmente durante 30 minutos y se deja reposar
15 minutos. Se agrega rapidamente 5§ mL de sofucién al 20% m/v de yoduro de potasio.
Se agita vigorosamente y se titula con disolucion 0.1M de tiosulfato de sodio hasta que

permanezca un color amarillo palido. Agregar 1 mL de disolucién estandarizada de
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almidén y 10 mL de cloroformo y continuar titulando agitando vigorosamente. Hacer ia
determinacion en blanco y efectuar las correcciones necesarias, Cada mL de solucion

0.05M de bromo equivale a 1.569 mg de fenol (26),

f) Cromatografia en Papel
En extractos biologicos los compuestos fendlicos individuales se pueden medir

cualitativamente con cromatografia en papel (30),

g) Cromatografia en Capa Fina
La cromatografia en capa fina se ha utilizado ampliamente para la determinacion
de polifencles, especialmente para la separacién de antocianidinas, ya que se trata de

una técnica muy efectiva, conveniente y de bajo costo econémico (27),

La técnica que se escoja para el andlisis de fencles dependerd de las
necesidades que se tengan; asi por ejemplo, si se requiere el andlisis de un gran
nimero de muestras, con una alta precisién y ai menor costo que sea posible, ia
alternativa que se tiene es el uso de técnicas automatizadas. En este caso, una buena
opcion es el uso de |a técnica FIA acoplada a un detector UV-VIS, siendo éste Ultimo,
facil de conseguir. Si se desea un andlisis miés completo, se puede utilizar como
detector un espectrofotémetro de arreglo de diodos para monitorear a diferentes
longitudes de onda, aunque éstos tienen un costo mas elevado que los
espectrofotdmetros convencionales y son menos sensibles,

Si se busca la separaclon y cuantificacion de mezclas complejas de fenoles,
pero sin llegar a la identificacidn positiva de cada componente; se necesita una aita
precision (2-5%) pero solo se cuenta con cantidades pequeias de muestra
(nanogramos), la técnica a utilizar es la Cromatografia de Gases (CG). Para ser posibie

el uso de esta técnica, la muestra debe ser volatil y estable térmicamente. Aunque el
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nimero de muestras que se pueden analizar con el uso de esta técnica es alto, no se
puede comparar con el nimero de muestras que es posible analizar con técnicas
automatizadas, ademas de que el costo de los ensayos individuales es mucho mayor
que cuando se utiliza la técnica FIA. E! andlisis de fenoles en matrices simples es
posible con el uso de esta técnica.

Si se desea la separacion e identfficacion de muestras que contengan
compuestos fendlicos, se puede utilizar la técnica de Cromatografia de Gases acoplada
a Espectroscopia de Masas siempre y cuando se quiera sacrificar el niumero de
muestras que se analicen por dia, ya que utilizando esta técnica solamente se pueden
analizar de 8 a 10 muestras diarias. El precio del equipo de CG/EM es muy elevado si
se compara con el precio del equipo de las técnicas FIA,

S| se necesita el andlisis y separacion de compuestos no volétiles, como por
ejemplo polifenoles, la técnica que se debe utiiizar es HPLC, aunque se debe tomar en
cuenta e error introducido por el uso de columnas empacadas, ya que la sensibilidad
de la columna es muy sensible al método utilizado para el empacado. Al igual que con
el uso de las técnicas CG/EM, el costo del equipo es elevado en comparacion con el
equipo FIA,

Si se necesita la deteccion cualitativa de compuestos fenélicos, o cuantitativa
sacrificando la precision (5-10%), la técnica que se debe utilizar es la Cromatografia en
Capa Fina. El uso de esta técnica es de bajo costo aunque se debe tomar en cuenta el
error debido a las caracteristicas de migracion, ya que éstas son muy sensibles a las
condiciones bajo las cuales se lleve a cabo el andlisis.

Por lo tanto, el uso de las técnicas FIA para el analisis de fenoles ofrece un gran
nimero de ventajas sobre otras técnicas, ademas de que es posible acoplar esta
técnica a procesos industriales en el muestreo en linea (on-line), lo cual abre otra gran

variedad de posibilidades de analisis.
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3.3.1 Metodologlas FIA desarrolladas para la determinacién
de fenoles.

Se han desarrollado varios métodos FIA para la determinacién de compuestos
fendlicos debido a su gran importancia como contaminantes orgénicos,

La mayoria de las configuraciones desarrolladas tienen como objetivo
automatizar los métodos colorimétricos utilizados cominmente para la Identificacién de
estos compuestos; sin embargo, se han realizado algunas modificaciones. Se ha
conjuntado el proceso de extraccion con el de preconcentracion y se han utilizadd
espectrofotometros de arregio de diodos a fin de realizar lecturas a diferentes
longitudes de onda. Asi mismo, se han utilizado otro tipo de detectores como par
ejempio los amperdmetros o los electrodos de oxigeno.

Uno de los métodos colorimétricos que mas se ha utilizado para e} desarrolio de
configuraciones FIA para {a determinacion de fenoles es el que involucra la reaccion

con 4-aminoantipirina. Un ejemplo de estas configuraciones es:

mimin |,
agua 2.0

P IN F 408 micral.

hexaclsno
terato
de potasio ]1.2

detedtor

Figura 32, Configuracion FIA desarroliada para el anélisis de compuestos
fendlicos baaada en la reaccion colorimétrica con la 4-aminoantipirina,
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E! hexacianoferrato de potasio tiene la funcion de oxidante. Utilizando esta
reaccién se corroboraron algunos de los problemas que representa el uso de esta
reaccion colorimétrica, ya que por ejemplo, varios fenoles sustituidos no reaccionan
con la 4-aminoantipirina. Otro problema es que aunque la mayoria de los productos de
reaccion de os distintos fenoles son de color rojo con una longitud de onda maxima de
absorcion en la vecindad de 510 nm, otros compuestos fendlicos producen compuestos
de color azul, verde o morado, por io que se hace necesario la utilizacion de un
espectrofotémetro de arreglo de diodos. El ltimo problema que tiene este método es la
insuficiente sensibilidad para detectar niveles de ug/l. de fenol sin el uso de métodos
de preconcentracién (33),

También se ha utilizado esta reaccion para desarrollar una configuracién que
sirva para la determinacion de fenoles en queroseno y en nafta; utilizando una celda de
preconcentracion la cual contiene una membrana SILASTIC de elastiomero de silicén.

Con el uso de este método fue posible la determinacion de manera exitosa de
compuestos fendlicos en queroseno y nafia (34),

Otro método colorimétrico que se ha utilizado para el desarrollo de una
configuracion FIA que sirva para determinacion de compuestos fendlicos es la
copulacion oxidativa de estos con 2-metil-2-benzotiazolina-hidrazona (MBTH).

El uso de esta reaccion tiene mayor sensibilidad que el método que utiliza la 4
amino antipirina, ademas de que muchos de los compuestos gque no reaccionan con la
4-AAP si lo hacen con la MBTH (33),

Se ha llevado a cabo la cuantificacion de compuestos fendlicos utilizando
extractos de tejido biologico, aprovechando |a actividad enzimatica de estos Uitimos. Se
elaboraron disoluciones extraidas de hojas de espinaca y de pulpa de platano y se
introdujeron como portadoras a una configuracion FIA. El consumo de oxigeno de la
polifenol oxidasa y de la catecol oxidasa sobre sus respectivos sustratos se monitoreo

con un electrodo de oxigeno. La determinacion selectiva de los polifenoles fue posible
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utilizando el jugo de los tejidos biologicos en lugar de utilizar las soluciones purificadas
de enzimas de alto costo econdmico. Este método no tiene una alta selectividad debido
a la falta de especificldad de la actividad enzimatica (35),

También existen varios trabajos donde se exponen configuraclones FIA cuyo
objetivo es la determinacion de pesticidas con actividad bioldgica. Las determinaciones
se llevan a cabo hidrolizando el pesticida y cuantificando los compuestos fendlicos
obtenidos de esta forma.

Uno de ios ejemplos de estas configuraciones es la que se utiliza para la
cuantificacion de formetanato y su producto de hidrélisis, el m-aminofenol
aprovechando su reaccion con p-aminofenal en presencia de KiO, como oxidante. El
colorante azul producido se mide espectrofotométricamente a 576nm,

La muestra se inyecta en NaQH a fin de lievar a cabo la hidrdlisis,
Posteriormente el MAP, producto de la hidrolisis, reacciona con la benzoginonamina
producida a partir de la reaccién dei PAP con el KIO,, a fin de formar el producto de
copulacién que se mide en un espectrofotometro.

Este método automatizado permite el seguimiento de la degradacion dei
formetanato,en agua (36),

Otro ejemplo de estas configuraciones es la utilizada para cuantificar
Carbofuran, Propoxur y Carbaryl, todos pesticidas de la familia de los carbamatos,

La determinacién se basa en la hidrolisis de estos a sus correspondientes
fenoles, para que después participen en una reaccion de copulacién con una sal de
diazonio. Los azo-compuestos formados se miden con un espectrofolometro de arreglo
de diodos a diferentes longitudes de onda.

La configuraclon desarroliada es la siguiente:
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mlLymin J, 1=bu7c

etanol K 160 cm

NaOH o 250 cm

NaNO, g 180 cm O y

detector

sulfanllico {p,

Figura 33. Configuracion FIA desarrollada para el anélisis de pesticidas de ia
famiiia de los carbamatos sin una separacién cromatografica previa.

También se utilizo esta configuracion con una celda de flujo empacada con C-18
a fin de aumentar la sensibilidad (37),

Se ha desarroiiado también una configuracion FIA para ia cuantificacion del
pesticida organofosforado paration aprovechando su hidréiisis a p-nitrofenol. La

cuantificacion de este Uitimo de lieva a cabo con un amperometro (38),

En todas ias configuraciones esiudiadas se hace uso de la técnica FiA normal,
es decir, la muestra es inyectada a través de una valvula de inyeccion a la disolucion
portadora, el cual puede o no contener a ios reactivos.

En la mayoria de las configuraciones se hace uso de una ceida de
concentracion o de algun otro dispositivo para aumentar ia sensibilidad de deteccion.

Casi siempre se utiliza como disolucion portadora agua a excepcion de aqueilas
configuraciones en las que se necesita ia hidrolisis de algtin pesticida para producir el
fenol; en estos casos, el portador es una disoiucion de NaOH,

Los detectores mas utilizados son fos espectrofotometros UV-VIS aunque otra

de las opciones prometedoras es el uso de un especirofotometro de arregio de diodos,
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La reaccion de copulacion con una sal de diazonio es una de las opciones mas
viables para el analisis de fenoles como se estudio su eficacia en el analisis de
pesticidas en la familia de los carbamatos en el intervalo de partes por billén.

Por lo tanto, la cuantificacion de fenoles utilizando la técnica FIA se ha realizado
ampliamente y en diferentes muestras. Se cuantifican, como productos de hidrolisis de

pesticidas 0 como componentes de tejidos biologicos.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL Y
RESULTADOS

4.1. Reaccién de cuantificacion.

La reaccion que se selecciond para desarrollar un método FIA para la
determinacion de fenoles fue la de copulacion con sulfanilamida diazotizada.
Esta reaccion ha sido muy utilizada para la determinacion de una gran cantidad
de fenoles, ademds de que ha sido estudiada extensivamente por lo que la
optimizacion de las variables quimicas sera predecible. Otra ventaja del uso de

esta reaccion es que es relativamente sencilla de automatizar.

La reaccion global que se lleva cabo es la siguiente:

0

N--t—-ml, OH

+ HNOp + @ aycoo I — 0+ 210

Mi,

0
|
Nil,

Figura 34. Reacclén de Cuantificacion,

Primero se lleva a cabo la formacion de la sal de diazonio (figura 35) y
posteriormente, la sal de diazonio formada reacciona con el compuesto fenélico
para producir, mediante una reaccién de copulacién, al azo-compuesto (figura
36).
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Figura 36. Formacion de la sal de diazonlo.
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Figura 36. Formacion del azo-compuesto.

4.2. Desarrollo de la Metodologia FIA.

La configuracion FIA que se diseiid para la automatizacion de la reaccion

seleccionada se muesira en la figura 37,

mucstra

agua
NaNO, Ry

Sulfanllamids

Figura 37. Configuracion FiA desarroilada para el anélisis de compuesios
fenélicos.
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Se desarrolldo una configuracion FIA normal de cualro canales. Como
sistema de propulsion se utilizd una bomba peristaltica Gilson Miniptus 3 de 8
canales. Los estdndares de la muestra se elaboraron en medio alcalino, con la
finalidad de tener la mayor cantidad posible de fenof como idn fenéxido,
mientras que tanto la sulfanitamida como el nitrito de sodio se disolvieron en
una disofucion de acido acético al 30% vAv.

La muestra se inyectd directamente en una disolucion portadora de agua
destilada con ayuda de una valvula de inyeccion marca Rheodyne tipo 50 de
sels compuertas y con una capacidad de 120 ulL. La tuberia que se utilizé es de
teflon con un diametro interno de 0.5 mm.

En el reactor 1 se lleva a cabo la formacion de la sal de diazonlo a partir
de fa reaccion del nitrito de sodio y la sulfanilamida, mientras que en ef segundo
reactor ocurre la formacion dei azo compuesto producto de la reaccion de
copulacion del fenol con la sulfanilamida diazotizada.

Las celdas de flujo utilizadas son de marca Starna de cuarzo con un paso
daptico de 1 cm y una capacidad de 70 L. Las dimensiones de la camara de fa
muestra son 3 mm de ancho y 10 mm de largo. Ef sistema de deteccion es
un Espectrofotometro Cary 1 UV-VIS de la compaiifa Varian, equipado con una
computadora EPSON EL2, monitor a color EPIX VGA y una impresora EPSON
LX-810.

Una vez que la configuracién estuvo fista, se obtuvo ef espectro del azo
compuesto. Se inicio el fiujo y cuando el compuesto formado se encaontraba en
fa celda de flujo se detuvo ia bomba y se obluvo el espectro. A continuacion se

presenta el espectro del compuesto formado.
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Grafica 1. Espectro de absorcién del azo-compuesto formado a partir de la
reaccién del fenol con la sulfanilamida diazotizada dentro del
sistema FlA,
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4.3. Optimizacion de la Configuracion FIA Desarrollada.

La optimizacion de un sistema FIA es el acto de evaluar la dispersion y el
mezclado del bolo de muestra con los reactivos contra el tiempo necesario para
lograr la conversion del analito a la especie detectable (26),

Es necesario controlar la dispersion con la finalidad de optimizar la sefial
obtenida y lograr un analisis con la mayor sensibllidad posible invirtiendo el
menor tiempo.

La optimizacién del sistema se llevé a cabo utilizando como muestra fenol
con una concentracion de 0.1M; cada estandar se prepard con una cuarta parte
de NaOH en lentejas por cada parte de fenol. Las condiciones iniciales de las

que se partieron son las siguientes:

Flujo de muestra: 0.97 mUmin
Flujo del NaNO.: 0.97 mUmin
Flujo de la disclucion portadora; 0.97 mL/min
Flujo Sulfanilamida: 0.65ml/min
Volumen de Muestra: 220uL
Concentracion del NaNO>; 0.2% p/ en una soluclon de

CH,COQH al 30% vV

Concentraclon de la 0.2% pA en una solucion de
Sulfanilamida: CH;COOH aj 30% pN
Temperatura: Ambiente

Se decidio utilizar estas condiciones, tomando como base el articulo
escrito por Fernandez-Band (37) en el que se hace uso de una configuracion

similar para la determinacién de pesticidas organofosforados.
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Cuando se proho la configuracion utilizandose estas condiciones, no se
aobtuva sefial, por fo que se cambié el volumen de inyeccian de 220uL. a 620uL,
obteniendose una senal clara. La optimizacion se empezd a ilevar a caho
utitizando este volumen de inyeccion.

Las candiciones se varlaron en el sigulente orden:

. Concentracion de Sulfanilamida.
. Concentracion de NaNQ,.

Flujo.

Volumen de Muestra.

. Longitud de los reactores.

O » B N =

. Temperatura.

Conforme se iban optimizando las condiciones, se mantenian

constantes las condiciones optmizadas y se variaba la que seguia en orden.

4.3.1. Resuitados

4.3.1,1 Concentraclén de Reactivos

{a) Concentracion de Sulfanilamida

Al varlar fa concentracion de este reactivo se observo que en el intervalo
de concentraciones de 0.025% p/v a 0.05% p/v se observo un pequefio aumento
en la absorbancia al aumentar la concentracién. Al aumentar la conceniracion
de sulfanilamida por encima de 0.1% p/iv se observd que ya no existia
reproducibilidad ya que el tamafio de los picos era diferente en inyecciones

suceslvas; sin embargo, al utilizar una concentracidn de 0.4% p/v se volvid a
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obtener reproducibilidad. Por lo tante la concentracion dptima de Sulfanilamida
es 0.05% p/wv, ya que ulilizando esta concentracion se obtiene una buena
intensidad de sefial con un pequefio gasto de reactivo.

ABS Variacion de la Concentracion
1m0 de Sulfanilamida

Adiy 1y,

r——

0.0000-

.0 o .000
tiempo (inin)

Grafica 2, Fiagrama obtenido al variar la concentracidn de sulfanilamida.

(b} Concentracion de Nitrito de Sodio

Al variar la concentracion de nitrito de sodio, se ohservd que en el
intervalo de 0.1% pwv a 0.4% pv aumentaba la altura de la senral FIA al
aumentar |a concentraclon. A concentraciones superiores de 0.4% p/v existieron
muchos problemas por la formacion de muchas burbujas de NO provenientes de
la dismutacion del acido nitroso a pH acido, por lo que ya no se aumentd mds la

concentracion,
Variacién de la Concentracién
de NaNO,

P 10
tiempo (min)

Grafica 3. Fiagrama obtenido al variar la concentracion del NaNO,.
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4.3.1.2 Flujo

El flujo se optimizd variando la velocidad de la bomba peristaltica,
mantenlendo constante el diametro de las mangueras. Cuando se disminuyo el
flujo se observé un aumento en la absorbancia, en el ancho de las sefales y en

el tiempo de residencia.

AL Variacién del flujo de la -

ocos  disolucién portadora

- (mL/min) .88

L)
tiempe (wmin)

Gréfica 4. Fiagrama obtenido al variar la velocidad de la bomba
peristaltica, manteniendo constantes las dimenslones de los
tubos y mangueras del sistema.

Cuando todos los demas parametros estuvieron optimizados, se volvio a
llevar a cabo una optimizacién del flujo de la disolucion portadora y se encontro
que el mejor flujo para llevar a cabo el analisis es 1.7 mL/min, ya que el tiempo
de andlisis disminuye notablemente, y se llega a un buen equilibrio entre la
disperslén obtenida y el progreso de la reacclén entre el analito y los reactivos.

En la grafica 5 se muestra el fiagrama obtenido bajo estas condiciones.
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Variacion del flujo de In
disolucion portadora
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Grafica 5. Fiagrama obtenido al varlar la velocidad de Ia bomba peristiitica
después de haber optimizado los demis parémetros,

Con ese de la disolucion porladora, el fiujo de cada linea es:

flujo de muestra (mL/min): 1.7
flujo de NaNO, (mL/min); 1.7
flujo de Sulfanilamida (mUmin): 0.875

Estos fiujos no tienen ninguna Influencia en ia dispersion.

La optimizacion de los sigulentes parametros se llevo a cabo utilizando

un flujo de la disolucion portadora de 1.02 ml/min,
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4.3.1.3 Volumen de Muestra

Para variar el volumen de muestra, se cambié el tamafio del rizo. Al
inyectar 220 pbL (100 pL correspondientes al rizo y 120 uL a la valvula de
inyeccion) no se observd cambio en la linea base ni formacion de una sefial FIA.
La absorbancia de las sefiales obtenidas al inyectar 270 y 320 ul es similar. En
el intervalo de 320 pL a 460 pL se observo un aumento en la absorbancia al
aumentar el volumen inyectado. Al aumentar la cantidad de muestra inyectada a
volimenes mayores de 460 ul se observo que la altura de la sefial analitica se

mantenia constante.

ABS Variacién del volimen
0.4800
deinyeccién
0.2880 Ao pl 810 b 620 pl.
jz'm,;_l. 20yl e, T
l.uch
I | | 1
™M i s

tiempo (inin)

Grafica 6. Fiagramas obtenidos al variar el volumen de Inyeccidn.

4.3.1.4 Longitud de los Reactores

El diametro interno de la tuberia que se wtilizé para elaborar los reactores
tenia un diametro interno de 0.5 mm. Al variar la longitud del reactor 1 se
observd que la Unica longitud en la que los tamafios de los picos eran
reproducibles fue 140 cm, por lo que se escogié como la dptima; lo mismo se
pudo observar en el reactor 2 utllizando como longitud 250 cm, por lo que

también se escogi6 como la 6ptima.
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Grafica 7. Fiagramas obtenidos al variar la fongitud del reactor 1.

ABS Variacién de la longitud

del reactor 2
0.4800 4
250 om
{2 s —— 0o YW
—
0.2000
5.0000 4
L] ¥ 1§ T
.00 “®0M 60.000

tiempo (inin)

Gréfica 8, Fiagramas obtenidos al variar la longitud del reactor 2,

4.3.1.5 Temperatura

Al infroducir los reactores a un bafio termostatado se observé que la

reaccion de copulacion se favorecia al aumentar la temperaltura del bafio. El

intervalo de temperaturas estudlado fué de 18°C a 85°C, A temperaturas

superiores a 80°C, existieron problemas de formacion de burbujas provocado

por dos fenémenos: 1. a la tendencia del grupo diazonlo para separarse como

una molécula de nitrégeno, llevandose consigo sus electrones de eniace, y 2. a

la liberacion de NO a partir del NaNO, en medios acidos, acclon que se ve

favorecida por un ascenso en la temperatura. En la grafica 9 se puede observar

el aumento en la absorbancia al aumentar la temperalura del bafio

termostatado.
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Curvas de calibracion del Fenol
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Gréfica 9. Curvas de callbracién del fenol a diferentes temperaturas.

En la tabla 5 se muestran los valores dptimos y los intervalos estudiados

de todas las variables,

Tabla 5. Condiclones Optimas.

Temperatura
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VARIABLE INTERVALO VALOR
ESTUDIADO OPTIMO
Concentracion Sulfanilamida
(%) 0.025-0.6 0.05
M) 1.45x103-0,035 0.003
Concentracion NaNO,
(%) 0.025-0.4 04
(M) 3.6x102-0.058 0.058
Flujo de la disolucién portadora 0.39-1.7 1.7
(mL/min)

Volumen de muestra (ul) 220-620 460
Long. reactor 1 (cm) 90-266.5 140
Long. reactor 2 (cm) 150-300 250

18°C-85°C 80°C




4.3.2 Discusién de Resultados

No se cuenta con una explicacion satisfactoria al problema de la falta de
reproducibilidad cuando se utiliza un reactor 1 con una longitud de 140 cm o
cuando se utiliza un reactor 2 con una longitud de 250 cm, asi como cuando se
utiliza sulfaniiamida a concentraciones superiores a 0.5% p/v.

A pesar de que se observa una tendencia a aumentar la absorbancia al
aumentar la concentracion de NaNOQ,, no es posible ulilizar concentraciones
superiores a 0.4% pA ya que el problema de formacion de burbujas de NO
debidas a la dismutacion del acldo nitroso, no se puede superar dentro del
sistema en flujo.

Uno de los factores que afectan a la dispersion es el flujo; como ya se
habia mencionado, (pagina 50), al aumentar el flujo disminuye |a dispersion, sin
embargo en la configuracion desarrollada ocurre lo contrario, ya que al
aumentar ei flujo disminuye la altura y por lo tanto aumenta la dispersion. Esto
se puede deber a que tal vez la cinética de la reaccion es lenta, lo que puede
ocasionar que sea necesario dar mas tiempo a la reaccion para que se lleve a
cabo, disminuyendo la absorbancia al aumentar el flujo.

Esta razon también podria explicar el porqué ya no hay camblo en la
absorbancia al inyectar volumenes de muestra superiores a 460 pL; tal vez se
necesita mas tiempo para que una mayor proporcion de la muestra se
transforme al azo-compuesto.

Se confirmé que a mayor longitud de los reactores, existe un aumento en
la difusion, como se habia discutido previamente, (pagina 49).

Al aumentar la temperatura del bafio termostatado se observd un
aumenio en la absorbancia. Se escogié como temperatura optima para llevar a

cabo el analisis 80°C, ya que a pesar de que la curva de calibracion realizada a
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esa temperatura no tiene el mejor coeficiente de correlacion, si es la que tiene el
mejor coeficiente de absortividad.

En un minuto ingresan al sistema 2.565x103 mmoles de sulfanilamida,
9.28x102 mmoles de nitrito de sodio, por o que al parecer debe haber un
exceso de nitrito de sodio. De estas cantidades de reactivos no es posible saber

cuanto reacciona de cada uno de los reactivos dentro del sistema en fiujo.
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4.4, Determinacion del Fenol.

Se realizd el estudio el estudio de la cantidad minima detectable, de la
cantidad minima medible y del intervalo de linealidad utilizando como muestra
soluciones de fenol, en el sistema FIA optimizado.

Por cantidad minima medible se entiende ia concentracién mas pequeria
que entra al intervalo de linealidad y que, por lo tanto, se puede estimar
utlizando la curva de calibracién; ademas debe corresponder a por lo menos
10 veces la desviacion estandar del ruido.

Por cantidad minima detectable se entiende la concentracion maés
pequefia que produce un pico FIA cuya altura es tres veces la desviacion
esténdar del ruido y que no entra al intervalo de linealidad, por lo que no se
puede estimar utiiizando Ia curva de calibracion.

A continuacién se presenta el fiagrama obtenido al realizar el estudio del
intervalo de linealidad utilizando como muestra el fenol; los estdndares se
elaboraron partiendo de dos soluciénes stock de fenol en medio alcaiino, de

concentraciones 9400 ppmy 1654 ppm respectivamente,

Curva de Calibracién

L]
ABS 188 ppm
del Fenol
50007
fongitud de onds: 306 am
9% ppm
0.40007
0.0006°]

tiempo (min)

Grafica 10, Fiagrama de la curva de calibracién del fenol dentro del
sistema FIA optimizado.

D.oge 40'.00!
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En la curva de calibracidn la cantidad minima detectable es 13 ppm
tomandolo como tres veces la desviacion estandar del ruide y la cantidad
minima medible es 15 ppm.

I3
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I
-
1

ABSORBANCIA
[ >3
-

R =0

o
~
2

014 =’

00

© %o b m

Concentracion (ppm)
Grafica 10. Curva de callbraclén del fenol

La curva de calibracion sigue un comportamiento lineal. Si se considera
una buena precision a aquella que represente un coeficiente de variacion
(CV=s/x) menor al 10%, la precisién de esta curva es buena ya que todos los
puntos tienen un coeficiente de variacion menor al 10%, exceptuando los puntos

correspondientes a una concentracion de 15 ppm, cuyo CV es de 20%,
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4.5. Determinacion de varios fenoles sustituidos

Los fenoles utilizados como muestras son;

2-clorofenol de la compaiia Aldrich

2 4-diclorofenol de la compania Aldrich
4-cloro-3-metil-fenol de la compadia Aldrich
2,4,5-triclorofenol de la compaiiia Aldrich
pentaclorofenol de ia compaiila Aldrich
2-nitrofenol de la compaiiia Aldrich
4-nitrofencl de la compaiiia Aldrich
2,4-dinitrofenol de la compaiiia Sigma
4-aminofenol de la compaiila Aldrich
2-fluorofenol de la compaiiia Aldrich
pentafiuorofenol de la compadia Aldrich

Se obtuvo el espectro de absorclon de cada producto de reaccion de los
distintos fenoles y en el maximo de absorclon se reallzé una curva de calibracién con
las concentraciones correspondlentes al intervalo lineal observado para el fenol.
También se obtuvieron tres picos FIA en la longitud de onda de 306 nm, lo cuai
corresponde al maximo absorcion presentado por el producto de reaccién del fenol.
Todas las concentraciones utilizadas corresponden a ppm de fenol. Cada estandar se
inyectd por triplicado. En las curvas de calibracion se grafico el promedio de las tres
inyecciones junto con la desviacion estindar. Todos los estindares se elaboraron
partiendo de una solucion stock en medio alcalino, utilizando por cada parte de fenol,
una cuarta parte de hidroxido de sodio, Para realizar |as diluciones se utilizaron
micropipetas, para facilitar el manipuleo de soluciones y para evitar tener una gran

cantidad de residuos.
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a) 2-clorofenol

El espectro del producto de la reaccion de copulacion del 2-clorofenoi con ia
sulfanilamida diazotizada presenta dos maximos de absorcion provocados por dos
transiciones energéticas diferentes, como se observa en la grafica 11. La curva de

calibracion se realizé en 281 nm.

ABS 2-clorofenol
080001 W
0.0000 182 am
0.9000 .4
.00 ! m{- ! -

Jongitud de onda (nm)

Gréfica 11. Espectro de absorcion del azo-compuesto formado con el
2-clorofenol y la sulfanilamida diazotizada.

La presencia de un sustituyente -Cl, el cual es auxocrémico debido a su
capacidad de tener una absorcion electronica, en la posicion orto del anillo provoca el
desplazamiento hipsocrémico de la longitud de maxima absorcion de 306 nm, hasta
281 nm, asi como un efecto hipercrémico en la seiial.

Como se observa en la grafica 12, en 306 nm el cloro ejerce un efecto
hipocrémico, ya que la intensidad observada es menos de la mitad de la observada por
el fenol a una concentracion similar, por io que sl se realizara una curva de calibracion
en |a longitud de onda de 306 nm, el coeficiente de absortividad seria menor que el

presentado por la curva de calibracion del fenoi.
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ABS Concentrucidn: 192 ppm
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ndug aom
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Graéfica 12, Fiagrama del azo-compuesto obtenido a partir de la reaccion

del 2-clorofenol y la sulfanilamida diazotizada a una longitud
de onda de 306 nm.

Los estindares de la curva de calibracién se elaboraron a partir de una

disalucion stack de 2-clorofenal can una concentracldn de 1924 ppm de fenol.

ABS Curva de calibracién
o.0000] del 2-clorofencl
ippm  Iemried de ondas 20 am
4
2.00. % ppm
i @ppm
Hypm
11 ppn
000804
:.m I wm
tiempo (min)

Gréfica 13. Fiagrama de la curva de calibracion del azo-compuesto
abtenido a partir de la reaccion del 2<clorofenol y la
sulfanilamida diazotizada.
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Como se muesira en la grafica 14, existe una relacion lineal entre la
concentracion y la absorbancia, aunque se puede apreciar que las concentraciones

cercanas a las 200 ppm salen un poco de esta relaclon.
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Gréfica 14, Curva de calibracién del azo-compuesto obtenido a partir de la
reaccién del 2-clorofenol y la sulfanilamida diazotizada,

£ intervalo lineal va de 12 ppm hasta 96 ppm, ya que en esta regién el

coeficiente de correlacidn es mejor (0.99844).
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Gréfica 15. Curva de calibracién del azo-compuesto obtenido a partir de ia
reaccién del 2-clorofenol y la suifaniiamida dlazotizada en el

intervalo de 12 a 96 ppm.
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Si se considera una buena precision a aquella que represente un coeficiente de
variacion (CV=s/x) menor al 10%, la precision de estas curvas es muy buena ya que
todos los puntos tienen un coeficiente de variacion menor al 5%, exceptuando los

puntos correspondientes a una concentracion de 12 ppm, cuyo CV es de 11.21%.

b) 2,4-diclorofenol

El espectro de absorcion del compuesto formado por la reaccion del 24-
diclorofenol y 1a sal de diazonio presenta dos maximos, muy cercanos al presentado

por el 2-clorofenol (grafica 16). La curva de calibracion se realizé en 288nm.
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Gréfica 16. Espectro de absorcion del azo-compuesto formado con el
2,4-diclorofenot y la suifanilamida diazotizada.

La absorhancia de las tres inyecciones a una longitud de onda de 306 nm es
mucho menor a la presentada por el fenol, es decir, se presenta un efecto hipocrémico
como se muestra en la grafica 17. Si se realizara una curva de calibracién en 306 nm,
el coeficiente de absortividad seria mucho menor, que el presentado por la curva de

calibracion del fenol.
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-Gréfica 17. Fiagrama del azo-compuesto obtenido a partir de la reaccion
del 2,4-diclorofenol y (a sulfanilamida diazotizada a una longitud de
onda de 306 nm,

Los estdndares de fa curva de calibracion se elaboraron a partir de una

disolucion stock de 2,4-diclorofenol con una conceniracion de 2051 ppm de fenol,

ABS _ 1Pt Curva de cailbracién
-
del 2,4 diclorofestol
longiind de onda: 388 nim
6.1004"1

103 ppm

1000 ' tiempo (min) oo

Gréfica 18, Fiagrama de la curva de calibracion del azo-compuesto
obtenido a partir de ia reaccidn del 2,4-diclorofenol y la

sulfanilamida diazotizada,
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La curva de calibracion tiene un comportamiento lineal, como se observaen la

grafica 19, aunque se pueds apreciar que la concentracion de 189 ppm sale un poco
del intervalo de linealidad.
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Grafica 19, Curva de calibracion del azo-compuesto obtenido a partir de ia
reaccion del 2,4-diclorofenol y la sulfanilamida diazotizada,

La linealidad en el intervalo de 16 a 103 ppm es excelents, ya que el coeficiente
de correlacién es de 0.99999,
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Grafica 20, Curva de calibracion del azo-compuesto obtenido a partir de la

reaccion del 2,4-diclorofenol y la sulfanilamida diazotizada, en
el intervalo de 16 a 103 ppm.
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La precision de todas las inyecciones es muy buena, ya que todas tienen un

coeficiente de variacion menor al 5%.

c) 4-cloro-3-metlil-fenol

El espectro del producto de la reaccion de copulacién entre la sulfanllamida
diazotizada y el 4-cloro-3-metil fenol presenta dos méaximos debidos a dos transiciones
energéticas diferentes, y muy similares a los presentados por los dos compuestos
fenélicos anteriores, como se muestra en la grifica 21. La curva de calibracién se
realizé en 264 nm,

M:i“ 4-cloro-3-metilfencl
’ T
1w
0.80041
.
(s
20808 ! 900 o et

tongitud de onda (nm)

Grafica 21. Espectro de absorcién del azo-compuesto formado con el
4-cloro-3-metilfenoi y la sulfanilamida diazotizada.

La absorbancia observada en las tres inyecciones realizadas a una longitud de
onda de 306 hm es muy similar a |a presentada por el azo compuesto formado con 2,4
diclorofenol y mucho menor a la presentada por el fenol en una concentracion similar;
es decir, la presencia de un cloro y un metilo provoca un efecto hipocromico a 306 nm.

Si se realizara una curva de calibracion en la longitud de onda de 306 nm, el
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coeficiente de absortividad seria menor al de la curva de calibracion del producto de

reaccion del fenol.
ABS 4 cloro-3-metilfenol

"1 tonghud de onda: 306 wm
Concemiracion: 191 ppm
WH

0.000 20.000
tiempo (min)

|
Grafica 22, Fiagrama del azo-compuesto obtenido a partir de la reaccion
del 4cloro-3-metilfenol y la sulfanilamida diazotizada a una
longitud de onda de 308 nm.

Los estandares de la curva de calibracién se elaboraron a partir de una
disolucion stock del compuesto con una concentraclon de 2120 ppm de fenol.

ABS
0.9%0

191ppm  Curva de calibracién del
4-cloro-3-metilfenol
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102 ppm

/000 2000 awlon
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Grafica 23, Fiagrama de la curva de calibracion dei azo-compuesto

obtenido a partir de ia reaccion del 4-cloro-3-metilfenol y |a
suifanllamida diazotizada,
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La concentracion y la absorbancia siguen un comportamiento lineal.
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Grifica 24. Curva de calibracion del azo-compuesto obtenido a partir de la ‘
reaccion del 4-cloro-3-metilfenol y la sulfanilamida diazotizada. :

La concentracion de 191 ppm sale un poco del intervalo fineal, ya que en el

intervalo de 21 a 102 ppm se tiene un buen coeficiente de correlacion (0.8991).
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Grafica 25. Curva de callbracién del azo-compuesto obtenido a partir de la
reaccion del 4-cloro-3-metilfenol y la sulfanilamida dlazotizada en el

intervalo de 21 a 102 ppm.
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La precision de las inyecciones en la curva de calibracion es buena, ya que

todas tienen un coeficiente de variacion menor al 10%.

d) 2,4,5 triclorofenol

El producto de la reaccion de copulacion con el 2,4,5 triclorofenol presenta dos
maximos de absorcion muy similares a los presentados por todos los clorofenoles
anteriormente estudiados, como se muestra en Ja grafica 26, La curva de calibracion se

realizo en 280 nm.

2,4,5-triclorofencl
ABS
190 nms
0008 10mn
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Grafica 26, Espectro de absorcién del azo-compuesto formado con el

2,4,5-triclorofenol y la sulfanilamida diazotizada.

La absorbancia de las tres inyecciones realizadas a una longitud de onda de
306 nm es muy parecida a la presentada por el 2-clorofenol. Debido a que la
absorbancla es mucho menor a la presentada por el producto de reaccion del fenol, se
puede esperar que si se realizara una curva de calibracion en esta longitud de onda, la

recta tendria un menor coeficiente de absortividad que el presentado por la curva de

93



calibracion del fenol, es decir, la presencia de tres sustituyentes auxocromicos,

provoca un efecto hipocromico a 306 nm.

ABS
J 2,4 8-triclorofencl
longhtnd d¢ unds; 306 nm

Conctntrwcidn: 109
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~JM

8000 u‘m
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Grifica 27, Fiagrama del azo-compuesto obtenido a partir de Ia reaccion

del 2,4,5-triclorofenol y ia sulfaniiamide diazotizads a una
longitud de onda de 306 nm.

Los estdndares de la curva de calibraclén se elaboraron a partir de una

disolucion stock del compuesto con una concentracién de 1094 ppm de fenol.

ABS
[ Curva de calibracidn del
24, %triclorofenel
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1500
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Grafica 28. Flagrama de la curva de calibracion del’azo-compuesto
obtenido a partir de la reaccion del 2,4, 5-triclorofenol y la
sulfanitamida diazotizada,
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L.a curva de calibracion no presenta un comportamiento lineal, ya que al parecer
sigue un comportamiento logaritmico, aunque se puede pensar que a concentraciones
mayores, la proporcion de azo-compuesto formado es menor en comparacion a cuando
se utiliza 2,4,5-triclorfenol a concentraciones menores, ya que se trata de un

compuesto con un gran impedimento estérico.
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Gréfica 28, Curva de calibracién del azo-compuesto obtenido a partir de la
reaccion del 2,4,5-triclorofenol y ia sulfanilamida diazotizada.

En el intervalo comprendido entre 13 y 101 ppm existe linealidad y se presenta
un mejor coeficiente de correlacion (0.99188) en relacion al intervalo comprendido

entre 13y 199 ppm.
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Gréfica 30, Curva de calibracion del azo-compuesto obtenido a partir de la
reaccldn del 2,4,5-triclorofenol y la sulfanilamida diazotizada,
en el intervalode 13 a 101 ppm,

La precision de todas las inyecciones de la curva de calibracion es buena, ya
que todas presentan un coeficiente de variacién menor al 10%.
e) pentaclorofenol

El especiro de absorcion obtenido al utilizar como muestra pentaciorofenol
presenta dos maximos de absorcion debidos a dos transiciones diferentes, como se

muestra en la grafica 31. La curva de calibracion se realizo en 303nm.
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Grafica 31. Espectro de absorcion def azo-compuesto formado con el

245 am

pentaclorofenol y ia sulfaniiamlda diazotizada.

La presencia de 5 sustituyentes auxocromicos en el fenol provoca un efecto
hipercromico a una longitud de onda de 306 nm, ya que la intensidad de las sefales
FIA es mucho mayor a la presentada por el producto de reaccian del fenol a la misma
concentracidn. Si se trazara una curva de caiibracion en esta longitud de onda, el

coeficiente de correlacion seria mucho mayor aj presentado por {a curva del fenoi.
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Grafica 32, Fiagrama del azo-compuesto obtenido a partir de la reaceién
del pentaclorofenot y fa sulfanitamida diazotizada a una

longitud de onda de 306 nm.

97



Todas las posiciones del anillo bencénico se encuentran ocupadas por
sustituyentes, por lo que aunque se puede esperar que no ocurra la reaccion de
copulacion, ésta si se lleva a cabo. No se puede predecir con certeza en que posicion
se efectda la sustitucion aunque se puede esperar que ocurra en las posiciones orfo y
para con respecto al grupo hidroxilo, ocurriendo la sustitucién del cloro,

La curva de calibracidn se llevo a cabo utilizando estandares elaborados a partir

de una disolucién stock de pentaclorofencl con una concentracion de 1967 ppm de

fenoi.
ABS
i Curva de calibracidn
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Grafica 33, Flagrama de la curva de calibracion del azo-compuesto
obtenido a partir de la reaccion del pentaclorofenol y la

sulfanilamida diazotizada,

La curva de calibracién tiene un comportamiento lineal, ademas de que tiene un

huen coeficiente de correlacion (0.99934).
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Gréfica 34. Curva de calibracidn del azo-compuesto obtenido a partir de la
reaccion del pentaclorofenol y la sulfanilamida diazotizada.

Existe una buena precision en todas las inyecciones ya que todas presentan un

coeficiente de variacion menor al 10%.

f)2-nitrofenol

Ei 2-nitrofenoi absorbe en la misma region dei Ultravioleta que el azo-
compuesto que se forma cuando reacciona con la sulfanilamida diazolizada. Debido a
lo anterior, se obtuvo ei espectro del azo-compuesto y del 2-nitrofenol en el sistema en
flujo con la finalidad de comparar las longitudes de méxima absorcion presentadas en
ambos casos. Se inyectd como muestra una solucion de 2-nitrofenol de 188 ppm al
sistema en flujo, el cual contenia: a) agua destilada en lugar de los reactivos y b)
NaNO02 0.4% p/v en acido acético al 30% v/v y Sulfanilamida 0.5% p/v en acido acético
al 30% viv. Una vez que el boio lleg6 a la celda, se detuvo la homba peristaltica y se

obtuvo e! cspectro de absarcion.
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Grifica 38, (a)Espectro de absorcion del 2-nitrofenol utilizando agua
destilada en el sistema FIA.

{b)Espectro de absorcién del azo-compuesto formado a partir
de la reaccion de copulacion del 2-nitrofencl y la
sulfaniiamida diazotizada.

Uno de los maximos del azo-compuesto localizada en 350 nm, se superpone
totalmente con una de las bandas del 2-nitrofencl por lo que no se puede llevar a cabo
su cuantificacion en esta longitud de maxima absorcion. Existe otra Amax, localizada en
299 nm, en la que se puede Hevar a cabo la curva de calibracion, aunque se va a tener
la contribucion del 2-nitrofenol que no haya reaccionado con la sulfanilamida
diazotizada, En la Ana localizada en 278 nm se puede cuantificar el 2-nitrofenol, ya que

en esta longitud de onda no hay contribucion del azo-compuesto.

Se ohtuvo el espectro del azo-compuesto para diferentes concentraciones de 2-
nitrofencl y se observd un aumento en la absarbancia de la sefial al aumentar la

concentracion por lo que se concluyd que sl es posible llevar a cabo la curva de

calibracion a una A de 289nm.
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Gréfica 36. Espectro de absorcion del azo-compuesto formado con la
sulfanilamida diazotizada y el 2-nitrofenoifenol a diferentes
concentraciones,

La absorbancia de las 4 inyecciones realizadas a una longitud de onda de 306
nm es mucho mayor a la que presenta e} azo-compuesto formado por ia reaccion de
copulacion de! fenol con la sulfanilamida diazotizada, es decir, se presenta un efecto
hipercrémico por {a presencia del grupo nitro en el anjllo fendlico. Si se realizara una
curva de calibracion en esta longitud de onda, el coeficiente de absortividad seria

mucho mayor al presentado por fa curva del fenol.
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Gréfica 37. Fiagrama del azo-compuesto obtenido a partir de la reaccion

del 2-nitrofenol y ia sulfanilamida diazotizada a una
tongitud de onda de 306 nin,
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Se realizaron curvas de calibracion en 289 nm y en 278 nm, utilizando las
mismas concentraciones.
Los estandares de la curva de calibracion se elaboraron a partir de una

disolucion stock del compuesto con una concentracion de 2011 ppm de fenol.

Curva de calibrucién del
19 ppm 2-nitrofenol

toagited de ouda: 199 nm

121 ppen

0.8000
A
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l! [11] ! J.NO
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Gréfica 38. Fiagrama de la curva de calibracién del azo-compuesto
obtenido a partir de ia reaccién del 2-nitrofenol y la
sulfanilamida diazotizada a una Amax de 299 nm.

En este fiagrama se detecta el azo-compuesto mientras en el que se presenta en
la gréfica 39 se detecta el 2-nitrofenol que no reacciond con la sal de diazonlo, ya que

en esta longitud de onda no hay contribucion del azo-compuesto,
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Gréafica 39. Fiagrama del 2-nitrofenol que no reaccioné con la sal de

diazonio en el siatema en flujo.

La curva de calibracion realizada a 278 nm no sigue un comporiamiento lineal

en el intervalo de concentraciones estudiado.
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Grafica 40. Curva de calibracion del 2-nitrofenol que no reaccloné con la

sal de diazonio en el sistema en flujo.

103



La curva de calibracién r2alizacta en 239 nm sigue un comporamiento lineal,

aurque 18 guede advertir que ia cancentracidn de 189 ppm se sale del intervalo lineal.
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Grafica 41. Curva de calibracion del azo-compuesto obtenido a partir de la
reaccion del 2-nitrofenal y fa sulfanilamida diazotizada a una
Amax de 299 nm.

El intervalo de linealidad que va desde 12 hasta 121 ppm tiene un mejcr
coeficiente de correlacidn (0.99975).
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Grafica 42. Curva de calibracion del azo-compuesto obtenida a partir de I3
reaccion del 2-nitrofenol y la sulfanifamida diazotizada a una
J.max de 299 nm, correspondiente af intervalo de
concentraciones de 12 a 121 ppm.
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La precision de las inyecciones de la curva de calibracion es buena ya que -

todos {os puntos prersentan un coeficiente de variacion menor ai 10%.

g) 4-nitrofenol

Al igual que el 2-nitrofenoi, el 4-nitrofenol también absorbe en la misma region
del Ultravioleta que el azo compuesto. Se realizd el mismo procedimento al realizado
con el 2-nitrofenol (pagina 99). Se obtuvo el espectro de absorcion del 4-nitrofenol
dentro del sistema en flujo inyectando 4-nitrofenol a una concentracion de 192 ppm,
pero como se observo que existia saturacion del detector, se inyectd también una
solucion del compuesto a una concentracién de 47 ppm. Asi mismo se obtuvo el
espectro de absorcion del azo-compuesto inyectando 4-nitrofenai a una concentracion
de 47 ppm.

La longitud de maxima absorcion del azo-compuesto se encuentra en la misma

zona que la \max del 4-nitrofencl.
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Grafica 43, (a) Espectro de absorclén del 4-nitrofenol a una concentraclon
de 192 ppm.
{b) Espectro de absorcion del 4-nitrofenol a una concentracién
de 47 ppm.
(c) Espectro de absorcion del azo-compuesto formado conel
4-nltrofenol (47 ppm) y la sulfanilamida dlazotizada.
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La intensidad de las sefales del 4-nitrofenol en el sistema FIA utilizando agua
destilada en lugar de los reactivos, es superior a la del azo-compuesto. Sin embargo,
ambas son mas intensas que la presentada por el producto de la reaccion de
copulacion con el fenol. En 306 nm, tenemos contribucion del azo-compuesto y del 4-
nitrofenol que no reacciond, ya que la absorbancia total es debida a la suma de las

absorbanclas individuales.

4-nitralenoci con
ABS agus

langitud dp onda: Y06 nen

Concontracsbn: 193 ppane
4.0000-4

2.0000-1

-

mmn-{ | \

ven 20.000
tempa (min)

Gréfica 44, Fiagrama del 4-nitrofenol dentro del sistema en flujo a una
longitud de onda de 306 nm.

Si se frazara una curva de callbracion en esta longitud de onda, el coeficiente de
absortividad seria mayor ai presentado por la curva de calibracién del azo-compuesto

formado con el fenol y la saj de diazonio.
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Grafica 45, Fiagrama del azo-compuesto obtenido a partir de la reaccion
del 4-nitrofenol y la sulfanitamida diazotizada a una
tongitud de onda de 306 nm.

Se realizaron curvas de callbracion a la misma longitud de onda utilizando agua
destilada dentro del sistema FIA y utilizando los reactivos con la finalidad de formar el
azo-compuesto. Los estandares de la curva de calibracion se elaboraron a partir de

una disolucion stock del compuesto con una concentracion de1959 ppm de fenol.
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Gréfica 46, Fiagrama de la curva de calibraci6n del 4-nitrofeno! en
presencia de agua destilada dentro del sistema FIA.
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Grafica 47, Fiagrama de la curva de calibracién del azo-compuesto
obtenido a partir de la reaccién del 4-nitrofencl y la

sulfanilamida diszotizada.

La curva de calibracién abtenida al inyectar ef compuesta dentro def sistema FiA
utilizando agua destilada sigue un comportamiento lineal con un buen coeficiente de

correlacion, aunque al parecer la concentracion de 94 ppm sale del intervalo lineal.
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Grafica 48, Curva de calibracion del 4-nitrofenol en presencia de agua
destilada dentro del sistema FIA,
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El intervaio lineal comprendido entre ias concentraciones que van desde 16

hasta 70 ppm, tiene un mejor coeficiente de correlacion (0.998972).
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Gréfica 49. Curva de calibracién del 4-nitrofenol en presencia de agua

destilada dentro del sistema FIA, en el intervalo comprendido
entre 16 hasta 70 ppm.

Se presenta una buena precisién en todos los puntos que integran la curva de
calibracion ya que todos tienen un coeficiente de variacién menor al 5%; sin embargo
las concentraciones superiores a 70 ppm, tlenen una menor precision que las

concentraciones comprendidas entre 16 y 47 ppm.

En la curva de calibracion del azo-compuesto, se observa que al parecer existe
una menor proporcién de azo-compuesto formado a concentraciones mayores que a

concentraciones menores de 4-nitrofenol,
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Grifica 50. Curva de callbraclén del azo-compuesto obtenido a partir de la
reaccion del 4-nitrofenol y ia sulfanilamida diazotizada.

La linealldad en el intervalo comprendido entre 16 hasta 47 ppm, presenta un

buen coeficiente de correlacion (0.99967), como se observa en la grafica 51.
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Grafica 51. Curva de calibracion del azo-compuesto obtenido a partir de la
reaccion det 4-nitrofenol y ia sulfanilamida diazotizada, en el
intervalo de 16 hasta 47 ppm,
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Todos los puntos que integran la curva de calibracidn tienen una muy buena

precision, ya que en todos los casos tienen un coeficiente de variacién menor al 2%.

h) 2,4 dinitrofenol

Se obtuve el espectro de absorcion del producto de la reaccion del 2,4-
dinitrofenol y la sulfanilamida diazotizada utilizando tres concenliraciones diferentes del
reactivo: (a) 191 ppm, (b) 77 ppm y (c) 36 ppm. Se presentan dos maximos de
absorcién, uno a una menor longitud de onda al presentado por el producto de la
reaccién de copulacién con el fenal, y otro a una mayor longitud de onda. La curva de

calibracion se realizé en 302 nm.
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Grafica 62, Espectro de absorcién dei azo-compuesto formado con el

2,4 dinitrofenol y |a sulfanilamida diazotizada.

La presencia de dos sustituyentes auxocrdmicos nitro en las posiciones 2 y 4 del
anilio fendlico, provocan un efecto hipercrémico en 306 nm, ya que la intensidad de las
sefales es mucho mayor en comparacion a la esperada para el producte de la reaccion

de copulacidn con ei fenol. Si se realizara una curva de calibracion a esta longitud de
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onda, e) coeficiente de absortividad seria mucho mayor que el esperado para el

producto de la reaccion de copulacion del fenol.
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Gréfica 53, Fiagrama del aza-compuesto obtenido a partir de la reaccion

del 2,4-dinitrofenol y la sulfanilamida diazotizada a una
longitud de onda de 306 nm.

Los estdndares de la curva de calibracion se elaboraron a partir de una
disolucién stock del compuesto con una concentracion de 1276 ppm de fenol,
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Grafica 54, Fiagrama de la curva de calibracion del azo-compuesto

obtenido a partir de 1a reaccién del 2,4-dinitrofenol y la
sulfanilamida diazotizada,
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ta curva de calibracién con todas las concentraciones no sigue un

comportamiento lineal; el coeficlente de correlacién no es bueno ya que al parecer la

curva sigue un comportamiento logaritmico.
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Grafica 55. Curva de calibracion del azo-compuesto obtenldo a partir de la

reaccion del 2,4-dinitrofenal y la sulfanilamida diazotizada.

El intervala lineal va desde 10 hasta 77 ppm, y presenta un hqen coeficlente de

correlacion (0.99925). Las tres concentraciones superiores salen totaimente de este

intervalo; al parecer a concentraciones superiores, hay una menor proporcion de azo-

compuesto formado que a menores concentraciones.
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Grafica 56, Curva de callbracion del azo-compuesto abtenido a partir de ia

reacclon dei 2

,4-dinitrofenal y la sulfanilamida diazotizada en

el Intervalo comprendido entre 10 y 77 ppm.
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La precision de todos los puntos que integran la curva de calibracion es

bastante buena ya todas las inyecciones presentan un coeficiente de variacion menor
al 5%.

i) 4-aminofenol

El espectro del producto de fa reaccion de copulacion de {a sal de diazonio con
el 4-aminofenol presenta tres maximos de absorcion, todos a una mayor longitud de
onda al presentado por el producto de reaccion del fenol, por lo que la presencia de un

sustituyente amino en la posicion 4 del anlllo fendlico provoca un efecto batocrémico.

4-aminofenal

308 mn, 318 m

200.00 ' a0 ’ 500,00
longitud de onda (mn)

Gréifica 57, Espectro de absorcién del azo-compuesto formado con el
4-aminofenol y la sulfanilamida diazotizada.

La absorbancia de las tres inyecciones realizadas a una longitud de onda de 306
nm tienen una mayor intensidad en comparacion con |a presentada por el producto de
la reaccion de copulacion del fenol con ia sulfanilamida diazotizada a la misma
concentracion. Si se realizara una curva de calibracion del 4-aminofenol en esta
longitud de onda, e} coeficiente de absortividad seria mucho mayor al presentado por la

curva del fenol.
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Grafica 58. Fiagrama del azo-compuesto obtenido a partir de la reaccién
del 4-aminofenol y la sulfanilamida diazotizada a una

longitud de onda de 306 nm.

La curva de calibracion realizada se leyd en 318 nm y en 346 nm y no en 308 nm

porque es menor el ancho de banda en esta longitud de onda, traduciendose en una

menor precision de medida.
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Grafica 58. Fiagrama de la curva de calibraclon del azo-compuesto,

obtenldo a partir de lareaccion del 4-aminofenol y la

suifanilamida diazotizada a una Amax de 318 nm.
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Los estandares de la curva de calibracion se elaboraron a partir de una

disolucion stock del compuesto con una concentracion de 2184 ppm de fenol.
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Gréfica 59, Fiagrama de la curva de calibracién del azo-compuesto

obtenido a partir de la reaccion del 4-aminofenol y la
sulfanilamida diazotizada a una Amax de 346 nm.

Al parecer se presentan dos intervalos de linealidad con diferentes pendientes
en ambas longitudes de onda, los cuales comprenden las sigulentes concentraciones:
a)de 11 a44 ppm y b) de 87 a 192 ppm.
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Grafica 60. Curva de calibracion del azo-compuesto obtenido a partir de la

reaccion del 4-aminofenol y la sulfanilamida diazotizada a 318 nm.
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Grafica 61. Curva de calibracion del azo-compuesto obtenido a partir de la
reaccion del 4-aminofenol y la sulfanilamida diazotizada a
346 nm.
En el intervalo de 87 a 192 ppm mejora notablemente el coeficiente de
correlacion para ambas longitudes de onda:
» De0,98725 hasta 0.99961 en la curva leida en 346 nm, y
« De 0.994 hasta 0,.99718 en 318 nm.
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Gréfica 62. Curva de calibracion del azo-compuesto obtenido a partir de la
reaccion del 4-aminofenol y la sulfanilamida dlazotizada a

318 nm en el intervalo de 87 a 192 ppm.
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Grafica 63. Curva de calibracién del azo-compuesto obtenido a partir de la
reaccién del 4-aminofenol y la sulfanilamida diazotizada a

346 nm en el Intervalo de 87 a 192 ppm,

En el intervalo de 11 hasta 44 ppm, también mejora e! coefiqiente de correlacion
en 346 ppm, situacion que no ocurre en 318 ppm.
+ De0.98725 hasta 0.99312 en la curva leida en 346 nm.
+ De0.994 a 0.98333 en {a curva leida en 318 nm.
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Grafica 64. Curva de calibracion del azo-compuesto obtenido a partir de la
reaccion del 4-aminofenol y la suifanilamida diazotizada a

318 nm en el intervalo de 11 a 44 ppm.
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Grafica 65. Curva de calibracion del azo-compuesto obtenido a partir de la
reaccion del 4-aminofenol y la sulfanilamida diazotizada a

346 nm en el intervalo de 11 a 44 ppm.

La precision de todos los puntes que integran la curva de calibracién leida en
346 nm es buena, ya que todos presentan un coeficiente de variacion menor al 10%.

En 318 nm, la precision de los puntos se puede definir en dos zonas, ya que en
€l intervalo de 87 hasta 192 ppm todos los puntos tienen un coeficiente de variacion
menor al 5%, mientras que el de algunos puntos del intervalo comprendido entre 11y

44 ppm, es superior al 10%.

2-fluorofenol

Se inyectd como muestra 2-fluorofenol a una concentracion de 189 ppm y de 38
ppm con la finalidad de obtener el espectro del producto de la reaccion de copulacion
con la sulfanilamida diazotizada. Se presentan dos maximos de absorcion, en 290 nmy

en 310 nmrespectivamente.
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Grafica 86, Espectro de absorcion del azo-compuesto formado con el

2-fluorofenol y ia sulfanilamida diazotizada.

La intensidad de las tres inyecciones realizadas en ia longitud de onda de 306
nm es menor que las que presentaria el producto de la reaccion de coputacion con el
fenoal, es decir, 1a presencia de upn sustituyente auxocromico fluor en fa posicion 2 del
anilio fendlico provoca un efecto hipocrémico. Si se reaiizara una curva de calibracion
en esta longitud de onda, el coeficlente de absortividad del producto de la reaccion de

copulacion con el 2-fluorofenol, seria menor que el presentado por la curva del fenot.

ABS
o 2-fluorofencl
lamgitnd dr onds: 306 nm
Concentraciin: 190 ppm
.1

[3 ] 2‘).-0
tiempo (min)
Grafica 67, Fiagrama dei azo-compuesto obtenido a partir de la reaccion

dei 2-fluorofenol y la sulfanilamida diazotizada a una
longitud de onda de 306 nm,

120



Los estandares utilizados en la curva de calibracién se elaboraron a partir de

una disolucion stock del compuesto con una cancentracion de 2109 ppm de fenol.
AsS
4 Curvade calibracién del
2 fnerefencl
.10 loagihad de ande: 290 ne.
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Graéfica 68. Fiagrama de la curva de calibracion del azo-compuesto
obtenido a partir de la reacci6n de| 2-fluorofenol y la
sulfanilamida diazotizada.

La curva de calibracién no presenta un buen coeficiente de correlacion, ademas
de que el coeficiente de absortividad es pequeiio. Al parecer se trata de dos intervalos
de linealidad diferentes, con pendientes también diferentes, aunque ésto no se puede
asegurar debido a que se utilizaron pocos estandares, ya que aquellos con menor

concentracion no provocaron seial analitica.
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Grafica 69. Curva de calibracion del azo-compuesto obtenido a partir de |a
reaccion del 2-fluorofenol y la sulfanilamida diazotizada.
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La precision de todos los puntos presentes en la curva de calibracion es buena,

ya que todos presentan un coeficiente de variacion menor al 5%.

k) pentafiuorofenol

Este compuesto tiene ocupadas todas las posiciones donde se podria llevar a
cabo la sustitucion, por lo que al parecer no participa en la reaccién de copuiacion.

No se obtuvo ninguna sefal cuando se intentd obtener el espectro de absorcion
utilizando a este compuesto como muestra, ni cuando se inyecto una concentracion

190 ppm y se intentd leer en 306 nm.
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4.6. Discusion de Resultados

Las transiciones energéticas que se lievan a cabo en los productos la reaccion
de copulacion de todos los fenoles estudiados con la sal de diazonio son en orden de
menor a mayor energia:

n-n*
n->n*

n-oc*

Cabe mencionar que la transicion de N—»c" no se observa en el Ultravioleta

cercano, solo en el lejano.

4.6.1. Clorofenoles

Los productos de la reaccion de copulacién de los distintos clorofenoles con la
sal de diazonio, tienen un mayor coeficiente de absortividad en su longitud de maxima
absorcion, en comparacion con el que presenta el producto de la reaccion de
copulacion del fenol, por lo que la presencia de sustituyentes cloro, los cuales son
auxocromicos, tienen un efecto hipercromico. Tamblién ejercen un efecto hipsocromico,,
es decir, provocan que se necesite mas energia para llevar a cabo la transicion
energética, por lo que, ocurre lo contrario a lo que se esperararia ya que la sustitucion
con grupos auxococromicos generalmente provoca un efecto batocromico ya que
tienen la capacidad de compartir un par de electrones libres con el anillo fendlico,
favoreciendo las transiciones n—n*. Los productos de la reaccién de copulacion de los
distintos clorofenoles tienen una menor absorbancia a 306 nm, que la presentada por

el azo-compuesto formado con el fenol, a excepcion del pentaclorofenol. Debido a esto,
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la cuantificacion de fenol a 306 nm se debe realizar tomando en cuenta que puede

existir contribucion de clorofenoles presentes, por lo que el estudio no seria muy
exacto.

ABS

20+ pentaclorofenol A= 301 nm

2,4-diclorofenol A =288 nm

4-cloro-3-metilfenol A= 284 nm

2-clorofenol A=282 nm
2,4,5-trictorofenol  A=290 nm
fenol A= 306 nm

T T T T
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Grafica 70, Comparacion del coeficiente de absortividad en la longitud
maxima de absorcién de los azo-compuestos formados con el

fenol y con los clorofenoles estudiados,
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4.6.2. Nitrofenoles

Todos los azo-compuestos formados por la reaccion de copulacién de los
nitrofenoles utilizados tienen un mayor coeficiente de absortividad al presentado por el
producto de la reaccién de copulacion del fenol en su longitud de maxima absorcion,
asi como en 306 nm, es decir, la presencia de un grupo croméfore en el anillo fendlico,
tiene un efecto hipercrémico.

La presencia de sustituyentes nitro puede provocar un efecto hipsecrémico o un
batocrémico dependiendo de la posicion en la que se encuentre el sustituyente
cromdforo.

En el caso del 4-nitrofenol, el grupo croméforo se encuentra en posicion para
con respecto al -OH auxocrémico, lo cual provoca un fuerte efecto batocromico en su
longitud de maxima absorcion. Cuando el grupo croméforo se encuentra en posicion
orto con respecto al grupo auxocrémico, la infiuencia no es tan marcada, como se
observa en el caso del 2-nitrofenol. En ei azo-compuesto formado con la sulfanilamada
diazotizada y este compuesto existe un efecto hipsocromico de sdlo 9 unidades con
respecto al méximo presentado por el producto de la reaccién de copulacién del fenol.
Cuando se presentan dos grupos cromdforos en el anillo, uno en posicion para y otro
en posicion orto con respecto al -OH auxocrémico, existe un pequeiio efecto
hipsocrémico de sdlo 4 unidades. Todo lo anterior nos lleva a la conclusién de que es
posible la cuantificacién de los nitrofenoles con este método, utilizando la longltud de
maxima absorcién del fenol; sin embargo, se debe tomar en cuenta que tamblén se
tiene una fuerte contribucién por parte de los nitrofencles que no reaccionan con la

sulfanilamida diazotizada.
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Gréfica 71. Comparacion del coeficlente de absortividad en la longitud
maxima de absorclén de ios azo-compuestos formados con el

fenol y con los nitrofenoles estudiados.

4.6.3. Aminofenol

El producto de reaccion del 4-aminofenol presenta un mayor coeficiente de
absortividad que el azo-compuesto formado con el fenol, es decir, se presenta un
efecto hipercrémico. El grupe amino es un activante fuerte por lo que la reaccion de
copulacién con la sal de diazonio se vié favorecida, ademas de que por ser

auxocrémico, puede donar un par de electrones libres al anillo, favoreciendo de esta
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manera las transiciones t-»z*. De este modo la presencia de un sustituyente amino en
posicion para con respecto al hidroxilo provoca un efecto batocrémico en la longitud

maxima de absorcidn,

ABS
25 4
4-aminofenol A =318 nin
20 4
1 4-aminofenold. =346 nm
15 4
1.0 4
A fenol A =306 nm
0.5 -
]
00 4
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Concentracion {(ppm)

Gréfica 72, Comparacion del coeficiente de absortividad en ta longitud
méaxima de absorcién de los azo-compuestos formados con el

fenol y el 4-aminofenol.
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4.6.4. Fluorofenol

E! Gnico sustituyente que provoca una menor absorcion del azo-compuesto, o
que disminuye notorlamente la formacion de éste, es el fluor. La curva de calibracion
del azo-compuesto formado a partir de la reaccion del 2-flucrofenol con la sulfanilamida
diazotizada tiene un menor coeficiente de absortividad que el del fenol. La presencia
de un sustituyente fluor en la posicion 2 del anillo fendlico, provoca un efecto

hipsocromico en la longitud maxima de absorcion.
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Gréfica 73. Comparaclén del coeficlente de absortlvidad en la longitud
miéxima de absorcion de los azo-compuestos formados con ei

fenol y con el 2-fluorofenol.
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Al parecer el pentafluorofenol no participa en la reaccion de copulacion con la
sulfanilamida diazotizada ya que no provoca seiial analitica al inyectarlo al sistema
FIA.

A partir del estudio de la grafica 74, la cual se encuentra en |a siguiente pagina,
se puede afirmar lo siguiente:

« Aungue tanto el sustituyente cloro como el amino son auxocromicos, el
sustituyente amino tiene un efecto hipercrémico mas pronunciado que el grupo

cloro, exceptuando el pentaclorofenol.

+ Se obtuvo una mayor absorbancia a partir de los productos de la reaccion de
copulacién de los distintos nitrofencles en comparacion con el del fenol, aunque
se debe tomar en cuenta que existe contribuclon por parte del nitrofenoles sin

copular.

« El Unico sustituyente que provocod un efecto hipocrémico fue el fluor.
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Grafica 74. Comparacion del coeficiente de absortividad y de ia jongitud
maxima de absorcion de los azo-compuestos formados con todos

los fenoles estudiados.

En la tahla 7 se compara la ahsorhancia de los diferenles azo-compuestos
esludiados a 306 nm. Se puede cbservar que los azo-compuestos que presentan una
mayor absorcion que el producto de la reaccion de copulacion del fenol son los

formados con el pentaclorofenal, can los nitrofenales y con el aminofenol.
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Tabla 7. Comparacién entre la absorbancia a 306 nm presentada por el
producto de la reaccién de copulacion de la sulfanilamida
diazotizada y los fenoles estudiados.

COMPUESTO ABS A 306 nm.
fenol 0.46
2-clorofenol 0.147
2,4 diclorofenol 0.044
4-cloro-3-metifenol 0.0477
2,4,5 triclorofenol 0.1702
pentaclorofenol 1.79
2-nifrofenol 1.725
4-pitrofenol 3.01
2,4 dinitrofenol 2.5
4-aminofenol 1.92
2-fluorofencl 0.2
pentafluorofenol 0

En la tabla 8 se hace una comparacion de las absorbancias a la A max de cada
azo-compuesto estudiado. Se ulilizaron los estdndares que se enconiraban
aproximadamente en la mitad de las diferentes curvas de calibracién. Se puede
observar que el Unico compuesto que presenta una menor absorbancia que el producto
de la reaccion de copulacion de! fenol es el azo-compuesto formado con el 2-

fluorofenol y la sulfanilamida diazotizada.
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Tabla 8, Comparacion entre la absorbancia presentada por el producto de
la reaccion de copulacién de la sulfanilamida diazotizada y los
fenoles estudiados a la Améx de cada azo-compuesto .

COMPUESTO CONCENTRACION ABS a Amax
(ppm)
fenol 60 0.14
2-clorofenol 50 0.1941
2.4 diclorofenol 57 0.3708
4-cloro-3-metilfenol 50 0.2258
2,4,5 triclorofenol 53 0.26733
pentaclorofenol 47 1.07401
2-nitrofenoi 56 0.7370
4-nitrofenol . 47 1.43687
2.4 dinitrofenol 51 1.0114
4-aminofenoi 45 0.29043
2-fluorofenol 76" 0.09
pentafluorofenci - 0

" En ei caso del 2-fiuorofenol, se utillzo ia primera concentracion de la curva de

calibracion con la que se obtuvo sefai anaiitica.

En la tabla 9 se hace una comparacion de las longitudes de maxima absorcion
de los distintos azo-compuestos estudiados. Si ei resultado de la resta de las
longitudes de onda es positivo, ia presencia de sustituyentes en el aniilo fenélico ejerce
un efecto hipsocromico en la absorcion del compuesto azoico; si por el contrario es
negativo, el efecto de ios sustituyentes es batocrémico, ya que provocan una

disminucion en la energia para llegar a los estados excitados de los orbitales.
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Tabla 9. Comparacion de ias longitudes maximas de absorcion de los azo-
compuestos formados por la reaccidn de la sulfanialmida

diazotizada con los fenoles estudiados.

COMPUESTO Amax Amaxtenat~Amax
fenol 306 -
2-clorofenc! 282 54
2.4 diclorofeno) 288 18
4-cloro-3-metilfenc) 284 22
2,4,5 triclorofenol 290 16
pentaclorofenol 301 5
2-nitrofenol 299 9
4-nitrofencl 323 -17
2.4 dinitrofeno) 302 4
4-aminofenc| 346 -40
2-flucrofenol 290 16

El coeficiente de absortividad no aumenta o disminuye en manera proporcional
al niimero de sustituyentes cloro ni nitro presentes en el anillo fendlico, asi por 'ejemplo.
el producto de la reaccién de copulacién del 24-diclorofenol con la sulfanilamida
diazotizada tiene un mayor coeficlente de absortividad que el del 2,4,5-tricl0rofenol.
pero menor al del pentaclorofenol. En cambio, si existe un aumento en la longitud de
maxima absorcion proporcional al nimero de sustituyentes cloro en el anillo fenélico,
es decir, en la serie homdloga de los clorofencles, a mayor nimero se sustituyentes

cloro, se necesita menor energia para llevar a cabo la transicién energética.
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5. CONCLUSIONES

En el sistema FIA es necesario tener un exceso de NaNO;, el cual en las
condiciones que imperan en el sistema (pH=1) se encuentra en forma de HNO2, el cual
dismuta para formar NO3™ y NO. No se sabe cual es el agente nitrosante en la reaccion
de diazotizacion, por lo que sdlo se puede suponer que se trata del NO ya que es un
agente electrofilico fuerte. Seria necesario llevar a cabo estudios de cinética; sin
embargo podemos concluir que en las condiciones que Imperan en el sistema FiA es
imposible que sea el N2Oa,

Uno de los factores que mas afectan la intensidad de la sefial analitica resulto
ser la temperatura del bafio en el cual se sumergen los reaclores. A mayores
temperaturas, se observé un efecto catalitico en la reaccion de copulacion, asi como en
la formacion de NO.

A mayores longitudes de reactores, se obtlene una disminucion en la
reproducibilidad y un aumento en la dispersion,

La cinética de la reacéién de copulacion tiene una gran influencia en la
determinacion ya que al contrario de to que se esperaria, al aumentar el flujo disminuye
Ja altura y por lo tanto aumenta la dispersion.

Se verificaron las ventajas que representa el uso de metodologias
automatizadas, ya que utilizando la configuraclén desarroltada es posible analizar
aproximadamente 40 muestras por hora con un gasto de reactivos de 2.55 mL de
disolucion de NaNQ, al 0.4% p/v en acido acético al 30% v/v y 1,3 mL de disolucion de
sulfanilamida al 0.05% p/v en écido acético al 30% viv por muestra, calculando io
anterior en base al flujo utilizado; ademas de que se evito el error introducido por el
manejo manual de los reactivos,

Es posible llevar a cabo la cuanticacion de los nitrofenoles utilizando el método

propuesto aunque éstos absorban en una longitud de onda muy similar a los productos
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de la reaccion de copulacion con la sulfanilamida diazotizada. Para su cuantificacion
se debe tomar en cuenta Ja contribucion de los nitrofenoles sinreaccionar con la sal de
diazonio.

€l coeficiente de absortividad no aumenta o disminuye en manera proporcional al
nimero de sustituyentes cloro ni nitro presentes en el anilio fendlico, por lo tanto, no
se posible predecir este parametro en serles homologas dentro del sistema FIA
propuesto, a diferencia de la longitud de maxima absorcion, en la que si existe un
aumento proporcional al nimero de sustituyentes cloro.

No es posible utilizar una sola longitud de onda para el analisis de todos los
fenoles; es necesario utilizar un espectrofotdmetro de arreglo de diodos con la
finalidad de desarrollar un método con deteccion en varias longitudes de onda, para
asi lograr la deteccion simultdnea de varios fenoles, Para la cuantificacion de los
fenoles estudiados en este trabajo, se pueden escoger las sigulentes longitudes de

onda para lievar a cabo el analisis:

¢ 285 nm para el analisis de los clorofenoles.
+ 310 nm para e| analisis de los nitrofenoles.
« 346 nm para el analisis del 4-aminofenol.

¢ 290 nm para el analisis del 2-fluorofenal,

Es importante mencionar que en la mayoria de los métodos utilizados para la
cuantificacion de fenoles por espectrometria UV-Vis, no se toma en cuenta el efecto
hipercromico que tienen algunos sutituyentes en el anillo fendlico, por lo que la
cuantificacién no es tan exacta como si se realizara a diferentes longitudes de onda.

El nivel de deteccidon del método propuesto puede disminuir en por lo menos
una orden de magnitud con el uso de alguna técnica de preconcentracion de la
muestra, sin embargo, tal como esta propuesto se puede utilizar la deteccién de

fenoles en el orden de ppm.

135



6. BIBLIOGRAFIA

10.
".
12,
13.
14,
15,

Van Der Leeden, F., y cols. "The Water Enciclopedia”, 2a edicion, p. 443-447,
549,550, editorial Lewis, Estados Unidos (1990).

Kirk, "Enciclopedia de la Tecnologia Quimica", tomo VIll, 1a edicion, p.
814,815,830,834. Unién Tipografica Editorial Hispano-Americana. México (1962).
McKetta, "Encyclopedia of Chemical Processing and Design" Vol 35 1a edicidn, p.
372-391, editorial Marcel Dekker. Estados Unidos (1993).

Gosselin, R.E., y cols., "Clinical Toxicology of Commercial Products”, 5a edicion, p.
1-188 a 11-210, 111-156 a lII-159 y 111-344 a 111347, editorial Williams and Wilkins,
Estados Unidos (1984).

Morrison, R.T., y col., "Quimica Orgdnica", 2a edicion, p. 594-624, editorial Fondo
Educativo Interamericano, México (1985).

March, J., "Advanced Organic Chemistry; Reactions, Mechanisms, and Structure”,
1a edicion, p. 376-406, editorial McGraw-Hill Kogakusha, LTD, Japon (1968).
Packer, J.. y col. "A Modern Approach to Organic Chemistry", 1a edicion, p. 651-
678 editorial Oxford University Press, Gran Bretaia (1958).

Ridd, J.H.. Quaterly Reviews, vol. 15, 418-441 (1961).

Hughes, E.D., y cols., J. Chem, Soc., 58-65 (1958).

Hughes, E.D., y cols., J. Chem. Soc., 65-69 (1958).

Hughes, E.D., y cols., J. Chem. Soc., 70-76 (1958).

Hughes. E.D., y cals., J. Chem, Soc., 77-82 (1958),

Hughes, E.D., y cols., J. Chem, Soc,, 82-88 (1958).

Hughes, E.D., y cois., J. Chem. Soc., 88-98 (1958).

Pascal, P., "Nouveau Traité de Chimie Minerale" , tomo X (Azote), editorial Masson
et Cie,Francia (1965).

136



16.

17.

18.

18,

20.

21,

22,

23.

24,

25.

26,
27.

28,
29,

Charlot, G., "Curso de Quimica Analitica General", tomo Iil 1a edicion p. 99-101
editorial Toray-Masson, Espaiia (1975).

Pine, y cols., "Quimica Organica", 4a edicion, editorial McGraw-Hill, México (1988).
Patnaik, "A Comprehensive Guide to the Hazardous Properties of Chemical
Substances”, 1a edicion, p. §82-593, editorial Van Nostrand Reinhold, Estados
Unidos (1992).

Dreisbach, "Manual de Toxicologia Clinica", 6a edicion, p. 332-334. Editorial
Manual Modemo. México (1988).

The International Technical Information Institute, "Toxic and Hazardous Industrial
Chemicals Safety Manual. editorial Maruzen, Japdn (1978).

Lewis, J., y cals., "Sax’s Dangerous Propertles of Industrial Materials", Bva edicion,
vol. 1,2 y 3, editorial Van Nostrand Reinhold, Estados Unidos (1989).

Ruzicka, J. y cols , Flow Injection Analysis,2a edicion, editorial John Wiley and
Sons, Estados Unidos (1982).

Gomez Ruiz, H., "Memorias del Curso de Quimica Analitica Ambiental'. ABC
Instrumentacion, México (1994).

Valcarcel M., y col., "Flow Injection Analysis. Principles and Applications”, 1a
edicion, editorial Ellis Harwood Limited, Gran Bretaia (1987).

Ruzicka J., Analitica Chimica Acta, vol. 261, 3-10 (1992).

Appelquist, R., y cols,, Analitica Chimica Acta, vol. 180, 1-67 (1986).

Robinson, R.K., "Encyclopedia of Food Science, Food Technology and Nutrition",
tomos 1, 6 y 7, 1a edicion, p, 3548-3552, editorial Academic Press, Estados
Unidos (1993).

Gibbs, H.D., J. Biol. Chemistry, vol 72, 649-664 (1927).

Secretaria de Salud, Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, 5a edicion, p.
164, 165,674 y 675, Comision Permanente de la Farmacopea de los Estados

Unidos Mexicanos, México (1988).

137



30.

31.

32

33
34,
35,
36.
37.
38.

Hui, "Enciclopedia of Food Science and Technology", tomo Ill, 1a edicidn, p. 2055-
2061, editorial John Wiley and Sons Inc., Estados Unidos (1992).

Nollet, M.L., "Food Analysis by HPLC", 1a edicidn, p. 620-641, editorial Marcel
Dekker, Inc., Estados Unidos (1992).
Clesceri L.S,, y cols,, “Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater", 17va edician, p. 5-48 a 5-54, 6-137 a 6-146. American Public Health
Assaciation, Estados Unidos (1989).
Frenzel, W,, y col., Analytica Chimica Acta, vol. 261, 361-365 (1992).
Rodriguez, E., y cals., Analytica Chimica Acta, val. 259, 37-44 (1982).

Suzuki, S., Analytica Chimica Acta, vol. 261, 361-365 (1992).
Khalaf, K.D., Talanta vol. 40, 1173-1181 (1993).

Fernandez-Band, B., y cols., Anal Chem., vol. 63, 1672-1675 (1991).

Hernandez Mendez, J., Analytica Chimica Acta, vol, 228, 317-321 (1990)

138



	Portada
	Índice
	1. Introducción
	2. Objetivos
	3. Antecedentes
	4. Desarrollo Experimental y Resultados
	5. Conclusiones
	6. Bibliografía



