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Resumen: La incorporacion de diferentes tipos de desechos industriales y hogarefios, y muy
especialmente de agroquimicos, son los principales motivos que pueden originar la
contaminacion de los ambientes naturales, esencialmente los cursos y cuerpos de agua natural.
Los efectos nocivos pueden minimizarse merced a la fotodegradacion, proceso que puede
favorecerse por la adsorcién de los contaminantes a arcillas naturales o modificadas con
nanoparticulas. En este Gltimo caso, para el estudio y seguimiento de la cinética de
degradacion de los contaminantes una técnica normalmente empleada es la cromatografia. En
el caso particular del fenol, es posible aplicar la cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC, High Performance Liquid Chromatography). El presente trabajo se enfocé en la
optimizacion de una técnica para el seguimiento de la adsorcion y degradacién de compuestos
organicos, en particular fenol, mediante HPLC. Empleando un equipo Shimadzu CBM-20A,
se obtuvo la mayor eficiencia con una corrida isotérmica a 25°C en columna Phenomenex
Luna C18 (2) de 250 mm de longitud y 4,6mm de didmetro interno usando como fase movil
una mezcla 50/50 (V/V) acetonitrilo y agua ultrapura con un flujo de ImL/min. Se empled un
detector espectrofotométrico UV (270 nm). La aplicacion de la técnica con estos parametros
permitiran estudiar convenientemente los mecanismos de la fotodegradacion del fenol
adsorbido a arcillas modificadas con nanoparticulas.
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Abstract: Dumping of industrial waste and household is the principal reason for natural
ecosystems pollution, mainly water courses and bodies. A way to reduce the negative effects
of many harmful products is photodegradation, which may be aided by the adsorption on
natural clays or nanoparticles’ modify-clays. In the last case, a technique commonly used to
study and follow the kinetic of contaminants degradation is chromatography. In particular, for
phenol analysis, it is possible to apply high performance liquid chromatography (HPLC). The
present work was focus on the optimization of the HPLC technique for monitoring adsorption
and degradation of organic compounds such as phenol. Using a Shimadzu CBM-20A, highest
efficiency was obtained with an isothermal run at 25°C using Phenomenex Luna C18 (2)
column, of 250 mm long and 4.6mm internal diameter. As movil phase it was used a mixture
50/50 (V/V) acetonitrile and ultrapure water with a flow of ImL.min™. The detector was a
UV-spectrophometer (at 270 nm). The application of the technique with these parameters,
allows to properly elucidate the photodegradation mechanism of phenol when was adsorbed
to nanoparticles’ modified clays.

Keywords: HPLC; photodegradation; phenol.
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INTRODUCCION

Los ambientes naturales, especialmente los cursos y cuerpos de agua natural son susceptibles
de ser contaminados debido a que en ellos pueden volcarse distintos tipos de desechos,
industriales, hogarefios y agricolas. Entre estos productos podemos mencionar como
relevantes los pesticidas. Cuando son aplicados a los campos para cumplir con su rol
especifico, se depositan en los suelos y luego son arrastrados por corrientes aéreas o de aguas
de escorrentia para terminar suspendidos o disueltos en aguas superficiales. Este hecho por si
mismo constituye un problema grave, dado que muchos de estos compuestos son nocivos aun
cuando se encuentren en muy pequefias cantidades, no solamente confieren sabores y/u olores
desagradables sino también en mayor o menor grado son tdxicos para la mayoria de los seres
vivos. Esto es particularmente preocupante cuando alcanzan cuerpos de agua que son
potenciales fuentes de provisién para consumo humano. El destino de un pesticida en la
naturaleza puede ser descripto, dentro de un modelo simplificado, como una evolucion a
través de tres etapas relacionadas: inicialmente su adsorcién por la materia organica o
inorganica del suelo, luego por un proceso de transferencia 0 movimiento pasa a otros
entornos, hasta que finalmente se degrada.

Entre los procesos naturales de degradacién se destacan aquellos que se producen merced a la
participacion de la radiacion solar, por lo que se los denomina fotodegradacion. Uno de los
métodos para seguir la desaparicion de los compuestos en estudio esta basado en la propiedad
que presentan la mayoria de los compuestos organicos de absorber radiacion en el rango del
ultravioleta o del visible. Es profusa la bibliografia existente de empleo de esta metodologia
en el estudio de los mecanismos de fotodegradacion (Haag W. R, 1994; Escalada et al, 2006;
Escalada et al, 2008)

Un método sencillo y atractivo por su alta eficiencia y facil manejo para la eliminacion de
efluentes en fase acuosa que contienen fenol o sus derivados, es la adsorcion. . La viabilidad
econdmica de estos procesos puede alcanzarse mediante la utilizacion de adsorbentes
obtenidos de desechos. Estos adsorbentes pueden al mismo tiempo absorber radiacion en el
mismo rango que los contaminantes y ademdas generar dispersion de luz debido a su
caracteristica fisica de presentarse en forma de particulas de cierto tamafio. Esto invalida el
uso de técnicas de espectroscopia UV-vis para la determinacion del pesticida debiendo
aplicarse otro tipo de metodologia. Con la finalidad de contar con una metodologia que
permita realizar el seguimiento de los procesos de fotodegradacion de fenoles cuando son
adsorbidos por nanoparticulas de magnetita (NP) modificadas con arcilla y sustancias bio-
orgénicas solubles (BOS), el presente trabajo tuvo como objetivo la aplicacion de la
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) a este tipo de sistemas acuosos.

MARCO DE REFERENCIA
Nanotecnologia

Si bien en el siglo XIX Michael Faraday (1875) habia descripto las propiedades Opticas de
metales en escala nanométrica, es en las ultimas décadas cuando estos materiales han tomado
mayor relevancia por las innumerables aplicaciones que dia a dia surgen, tanto industriales,
Opticos, electronicos, biomédicos e incluso ambientales (Benson et al, 2005; Carlos et al,
2012; Franks y Lange, 1996; Gonzalez et al, 2014; Mitchnick et al, 1999). La nanotecnologia
manipula la materia en la escala de los nandmetros, es decir 10°m = 1nm. Asi las
nanoparticulas comprenden a aquellas particulas microscopicas de tamafios entre 1 y 100 nm
(Horikoshi y Serpone, 2013). Su multiples aplicaciones modernas, se deben a que las
nanoparticulas metalicas tiene propiedades fisicas y quimicas que las diferencian de los
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metales a granel (Laurente et al, 2008). Por ejemplo, disminuye su punto de fusién, esto
permite emplear pasta de nanoparticulas de metales para imprimir las placas de los circuitos
electronicos. Sus propiedades Opticas dependen fuertemente del tamafio y forma de las
particulas, lo cual les confiere distintos colores y por lo cual han encontrado aplicaciones
como componentes de pinturas para distintos usos. En los ultimos afios ha recibido especial
atencion el empleo como absorbentes de nanomateriales de hierro con la finalidad de
remediacion ambientes contaminados con compuestos organicos o metales pesados (Auffan et
al, 2007). Estos y muchos empleos actuales de las nanoparticulas implica que puedan alcanzar
los ambientes acuosos naturales. Los avances recientes sugieren que varios problemas
relacionados con la calidad del agua podrian resolverse o mejorarse considerablemente
mediante el empleo de productos que surjan del desarrollo de la nanotecnologia. (Schulte J.
2005). En el desarrollo de nuevas tecnologias que emplean nanomateriales, un aspecto critico
a tener en cuenta es la composicion superficial de los mismos, ya que de ella depende su
selectividad y estabilidad en medio acuoso.

Separaciones cromatograficas

A comienzos del siglo XX el botanico ruso Michael Tswett, describié la separacion de
pigmentos de hojas verdes empleando una columna de carbonato de calcio utilizando el
término cromatografia para describir las zonas coloreadas que se movian hacia abajo en la
columna. A partir de ese momento, el desarrollo de esta técnica de separacién ha sido
constante.

Son técnicas muy versatiles que permiten la separacion de distintos analitos de una mezcla
que puede ser muy compleja. Se basa en la distribucion selectiva de los solutos entre una fase
movil, -gaseosa, liquida o un fluido supercritico- y una fase estacionaria liquida o sélida.'
Entre estas técnicas la HPLC es una de las principales técnicas modernas de la quimica
analitica. (Snyder L et al, 1979) Es una metodologia altamente eficiente que tiene una gran
resolucion para un amplio rango de compuestos organicos, por este motivo es muy empleada
en analisis ambientales (Fifield, 2000). Las separaciones pueden realizarse en unos pocos
minutos, se basan en pasar la muestra a través de una fase estacionaria empaquetada en
columnas de acero inoxidable relativamente cortas (no mas de 25 cm) por las que se hace
circular a elevada presién (200 bar) la fase mévil con flujos entre 1 y 3 cm® min™. Las
diferentes combinaciones de fases estacionarias y fases mdviles determinan la separacion y
los tiempos de retencion en la columna de los compuestos en la muestra. A la salida de la
columna el eluato pasa por un detector que responde a la presencia de los distintos analitos y
desarrolla una sefial que es proporcional a su cantidad. Esta sefial se grafica en funcion del
tiempo demandado para la aparicion de dicha sefial, el cromatograma. Un detector comdn por
su versatilidad es el basado en la absorcion de la radiacion UV por los analitos eluidos.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras sintéticas para el analisis y los estandares para las curvas de calibracién se
prepararon con fenol pro-andlisis, Sigma-Aldrich Para el presente estudio las nanoparticulas
fueron preparadas en el Instituto de Investigaciones Fisicoquimicas Tedricas y Aplicadas
(INIFTA), CCT-La Plata-CONICET de acuerdo a la metodologia de Carlos et al., 2012. Para
todas las soluciones y suspensiones se empled agua bidestilada, calidad | preparada en el
momento. Los nanomateriales utilizados fueron:

e M1: arcilla (montmorrilonita) + Fe3O4 (Nanoparticulas de magnetita).
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e M2: arcilla (montmorrilonita) + Fe3O, (Nanoparticulas de magnetita) + BOS
(sustancias tipo humicas aisladas de la basura). Preparacion de magnetita en
suspension de arcillay BOS.

e Ma3: arcilla (montmorrilonita) + Fe3O, (Nanoparticulas de magnetita) + BOS
(sustancias tipo humicas aisladas de la basura). Se prepararon las nanoparticulas de
magnetita cubiertas con BOS y estas se mezclaron con la arcilla.

De cada nanomaterial se prepard una suspension stock (2g/L) por agregado de las mismas al
medio acuoso con agitacion constante. A partir de las mismas se diluyeron 100 mL de cada
suspension a una concentracion de 0,5g/L en solucion de fenol 50uM las que se colocaron en
un agitador a vaivén a una velocidad de 200 golpes por minuto asegurando asi el buen
contacto entre contaminante (fenol) y material adsorbente. Para seguir la cinética de la
adsorcion se tomaron muestras del sobrenadante a tiempos determinados hasta un maximo de
300 horas.

Las separaciones y cuantificaciones se realizaron en un equipo Shimadzu CBM-20A, con
modulo dispenser de solventes LC-20AT, sistema degasificador en linea DGU-20A5 y
detector UV-vis con arreglo de diodos SPD-M20A.

RESULTADOS

Tal como se menciond, obtener una mejor separacion y el tiempo de retencidon de las
sustancias presentes en la muestra depende principalmente de la combinacién de fase
estacionaria-fase movil que se emplee. La fase estacionaria mas comun consiste en particulas
de silica porosa con largas cadenas hidrocarbonadas unidas quimicamente por enlaces
siloxano (Si-O-Si-R). Estas superficies modificadas con fase enlazada se las conoce como de
fase reversa, entre ellas son muy empleadas la que presentan un grupo octadecil (C18). Este
tipo de fase aprovecha la reactividad de los grupos silanoles presentes en la superficie para
fijar moléculas organias mediante enlaces covalentes, es asi que el mecanismo de separacion
es por reparto (Rouessac y Rouessac, 2003). En este trabajo, se optd por trabajar con una
columna de este tipo por la reproducibilidad de las separaciones y como parametro variable
emplear cambios en la fase movil. La composicion de la fase movil se ajusto para optimizar
su polaridad en relacion a la del fenol. Se realizaron corridas con dos solventes de alta
polaridad, metanol y acetonitrilo. En ambos casos se probaron mezclas con agua hasta
encontrar aquella composicion que brindé un poder de elucion lo suficientemente fuerte para
en corridas de 5 minutos permitiera obtener picos bien definidos sin la aparicion de colas que
dificulten la cuantificacion. Las corridas fueron isotérmicas.
El detector con que cuenta el equipo empleado, por ser de arreglo de diodos, realiza al
instante un barrido de las distintas longitudes de onda, en el grafico tridimensional se puede
apreciar que el fenol presenta un maximo de absorcion a los 270 nm, por lo cual fue la
longitud de onda seleccionada para su cuantificacion.
Finalmente, la mejor resolucion con la que se obtuvieron cromatogramas con picos bien
definidos y con mayor sensibilidad para el fenol en un tiempo de corrida adecuado, se logré
utilizando las siguientes condiciones:
e Volumen de inyeccién 20 pl
e Fase Movil:
o solucion isocratica de Agua — Acetonitrilo 50:50 v/v
o velocidad de flujo de 1,0 ml/min (Fig 1)
e Fase Estacionaria: columna Phenomenex Luna C18 (2) de 250 mm de longitud y
4,6mm de diametro interno, 5 um de tamafio de particula, 100 A de tamafio de poro,
400 m?/g. En el relleno de esta columna los ligandos octadecil silano estan unidos a la
superficie de silice, dando lugar a una fase muy hidrofébica de gran selectividad para
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metileno. El endcapping no polar elimina, practicamente, las interacciones con los
silanoles.

e Longitud de onda del detector: 270 nm.
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Fig 2: Cuadrante inferior izquierdo: Cromatograma de solucion de fenol 100ug/L a 270 nm. Cuadrante superior
derecho: espectro de absorcién del fenol. Cuadrante superior izquierdo: Cromatograma bidimensional y

Cuadrante inferior derecho: Cromatograma tridimensional que muestran la absorcion a distintas longitudes
de onda.

En estas condiciones se obtuvieron las curvas de calibracién para la cuantificacion de fenol.

Las soluciones estandar de 5, 10, 20, 40, 60 y 100 uM se inyectaron y se eluyeron por un
tiempo total de 5 minutos. En estas condiciones, el tiempo de retencion del fenol fue de 2,944
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min. En dicho tiempo, se puede observar el espectro de absorcion del compuesto (Fig 2). Las
curvas estandar se construyeron representando el area del pico en funcién a la concentracion
(Fig. 3). Esta curva de calibracion permitio calcular la cantidad de fenol en las soluciones
problema (Fig 3).

Del mismo modo, se procedid con los extractos de las distintas suspensiones a distintos
tiempos de contacto nanoparticula-fenol. Las nanoparticulas se separaron previamente con la
ayuda de un iman de neodimio. Para acondicionarlas para la corrida cromatografica las
muestras se filtraron por membranas millipore de 0,45 um de poro, los resultados de estas
muestras son motivo de otra publicacion (Escalada et al, en prensa).

No se observaron interferencias en las corridas, obteniendo cromatogramas similares a los de
la curva de calibracion con idéntico tiempo de retencion para el fenol no adsorbido por las
nanoparticulas. Por ello, se pudo establecer que la cromatografia en las condiciones que se
seleccionaron como Optimas para nuestro sistema de analisis resultd adecuada para la
cuantificacion del fenol remanente en las suspensiones en que se emplearon los distintos
nanomateriales como material adsorbente.
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Fig 3: Grafica de area del pico cromatografico (t = 2,944 min) vs concentracion de fenol.
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