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Introduccion

El Cloruro de Benzalconio (CB) es un detergente de amonio cuaternario compuesto
por una mezcla de cloruros de alquilbencildimetilamonio. Su féormula general es
[CsHsCH2N(CH3)R] ClI, en la que R representa grupos alquilo de cadena normal de una
longitud comprendida entre 8 y 18 &tomos de carbono (1).

El CB es considerado en la actualidad un contaminante emergente. Por sus
propiedades antimicrobianas, puede favorecer en los cursos de agua la seleccion de
bacterias resistentes. Nuestro grupo de trabajo ha seleccionado bacterias autéctonas
capaces de llevar a cabo su degradacion. La necesidad de contar con un método
sencillo, el cual posea un rango de cuantificacion adecuado y que ademas utilice poco
volumen de muestra, nos llevd a desarrollar la técnica que presentamos en este
trabajo.

Los métodos colorimétricos de medicién reportados para el CB son técnicas complejas
que incluyen una fase de separacion con solventes organicos (1). En su mayor parte
estos métodos se basan en la formacién de un complejo coloreado con un colorante
de carga negativa, posteriormente extraido en la fase organica (2, 3).También se han
reportado algunos métodos de andlisis espectrofotométrico directo, en los que se
trabaja con volimenes de muestra relativamente grandes (4, 6), o que tienen un rango
de linealidad bajo (5, 6).

En el método de Cross (2) el CB reacciona con un colorante acido en exceso en
presencia de un buffer que regula el pH de reaccion. El complejo es posteriormente
extraido a la fase cloroférmica que se mide espectrofotométricamente. Sin embargo
con un exceso moderado del colorante puede observarse un cambio de color
directamente en la solucion acuosa debida a la formacién del complejo CB-colorante.
Esta respuesta es cuantificable en valores de absorbancia de la mezcla de reaccion en
funcién de la concentracion de CB presente.

El objetivo de este trabajo fue proponer una técnica colorimétrica sencilla como
método de medicién del CB, y evaluar el rango de aplicacion y su linealidad.

Materiales y Métodos

Se utilizaron disoluciones acuosas de Cloruro de Benzalconio 98,5% pureza Carlo
Erba (Sabadell, Espafia). El azul de bromotimol fue provisto por Chroma Gesselschatft,
Schmid y Co. (Stuttgart, Alemania). Para establecer la longitud de onda 6ptima de
reaccion se realizaron mediciones de absorbancia en funcion de la longitud de onda en
la regién del visible (400 a 700) para cada punto de la curva de calibracién. Una vez
seleccionada la longitud de onda se establecio la concentracion ptima del colorante y
el tiempo Optimo de reaccién realizando medidas de absorbancia en funcién del tiempo
hasta lograr valores maximos y estables. Otras condiciones de la reaccién como pH 'y
naturaleza del buffer fueron mantenidas de acuerdo a la técnica original. La técnica se
llevé a cabo a temperatura ambiente. El equipo utilizado para la medicion fue un
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espectrofotbmetro HACH DR 5000 UV/Visible. Se utilizaron cubetas de cuarzo de 1 cm
de paso Optico. Para los test estadisticos realizados se utilizé el software InfoStat
(Universidad Nacional de Cérdoba) y se estableci6 el nivel de significacion en 0,05.

Resultados

De acuerdo a los resultados obtenidos se seleccionaron las siguientes condiciones de
reaccion: La longitud de onda fue 460 nm, la concentracion del colorante 0,5 mM vy el
tiempo de reaccion 10 minutos. La técnica propuesta se detalla a continuacion: A 1,5
ml de muestra se le agrega igual volumen de buffer fosfato 0,1 M pH 7,5. Luego de
agitar en vortex se agrega 0,5 ml de la solucion de colorante Azul de Bromotimol 0,5
mM. Se agita nuevamente. Luego de 10 minutos se realiza la lectura de la absorbancia
a 460 nm. Se aplicé el modelo de Regresion lineal sobre las lecturas obtenidas en
cinco mediciones independientes para cada concentracion. Se establecié el rango de
linealidad mediante un Anova para bondad de ajuste (p-valor=0,664); la regresion
resultd significativa (p-valor <0,0001); la normalidad de los residuos se verificd
mediante el test de Shapiro-Wilks (p-valor=0,998). Sobre la base de la estimacion de
las curvas de cuadrados minimos se establecieron los limites de deteccion y
cuantificacion. El rango de concentracion en el que se verifico la linealidad fue de 5 a
40 mg/l. El limite de deteccion fue de 4 mg/l; y el de cuantificacion, 5 mg/l.

Conclusiones

El método propuesto para la medicién de CB es til en un rango de concentraciones
de 5 a 40 mg/l. Comparado con los métodos reportados previamente este método es
sencillo, rapido, utiliza un volumen pequefio de muestra y es amigable con el medio
ambiente ya que no se utilizan solventes organicos. Teniendo en cuenta estas
ventajas, este método podria aplicarse en la medicion de CB en industrias que
fabrican o preparan distintas formulaciones del compuesto para uso comercial.
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