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INTRODUCCION

INTRODUCCION

En la actualidad, muchas de las investigaciones quimicas que se estan
realizando, tienen como finalidad el desarrollo de nuevas técnicas y

metodologfas de analisis que permitan la determinacién de todas aquellas

sustancias que tengan interés desde el punto de vista medicambiental, o que

puedan tener repercusiones sobre la salud. Es por tanto necesario que las
metodologias aplicadas nos permitan realizar andlisis tanto cualitativos como

cuantitativos de estas sustancias.

El principal problema que se plantea a la hora de desarrollar nuevas
metodologias, es la baja concentracién (partes por billén a inferiores) en la que
pueden hallarse muchos de estos compuestos. Estas bajas concentraciones
hacen que sea necesaria la utilizacién de procesos previos de preconcentracion
y extraccion de los analitos para su posterior determinacion. Pero ademas de
las bajas concentraciones, existe un problema adicional en cuanto a la
solubilidad de muchos de estos compuestos en el medio, debiéndose tener en
cuenta a la hora de realizar los procesos de extraccion y preconcentracion.

P

La metodologfa clésica utilizada para la extraccién y preconcentracion

de diversos compuestos incluye
con disolventes organicos (extraccion liquido-liquido) [1-3]. En esta técnica son
necesarios grandes volimenes de disolvente, y ademds nos encontramos con el
problema de que muchos de los disolventes utilizados son también
contaminantes. Estos dos handicaps aumentan la importancia de la necesidad de
desarrollar nuevos métodos de preconcentracién y extraccion en los cuales no

sea necesaria la utilizacién de dichos disolventes.

Existen otras metodologias que se han venido utilizando como

alternativas. Durante los tltimos afios se ha generalizado el uso de compuestos
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INTRODUCCION

anfifilicos  sintéticos, mds cominmente conocidos como suifactantes,
tensoactivos o detergentes. Los surfactantes presentan una gran selectividad a
la hora de solubilizar los compuestos, lo que nos permite su utilizacion para la
extraccion y preconcentracién de una gran cantidad de solutos (metales,
compuestos orgénicos, eic.) [4-10]. Estos compuestos anfifilicos permiten
obtener buenos rendimientos en los diversos procesos de extraccion sin que sea
necesaria la utilizacion de disolventes orgénicos, con lo que se elimina los
posibles problemas de contaminacion con la que nos encontrdbamos, y por otra
parte, permiten trabajar con medios acuosos que son menos toxicos y a la vez
mas baratos. Hay que resefiar también, que los volimenes de surfactante
necesarios para el proceso son mucho més pequefios que los necesarios en la
extraccion con disolventes organicos.

La utilizacién de los surfactantes como extractantes, se basa en los
diferentes equilibrios que se establecen entre los compuestos contaminantes y
los sistemas coloidales presentes en el medio, asi como en los procesos de
adsorcion-desorcién que tienen lugar en las interfases sélido-liquido y gas-
liquido [11-13]. La presencia de surfactantes en el medio favorece los procesos
de desorcion de los analitos adsorbidos en las diferentes formas particuladas

que estan presentes el medio, y por tanto aumentando su solubilidad, lo que

surfactantes permiten la concentracién de los solutos en un volumen mucho
mas reducido que en el que se encuentran, con lo que podemos obtener
diferentes factores de preconcentracion.

Existen diversas metodologfas que utilizan los surfactantes como
extractantes, y el uso de una u otra depende del tipo de compuesto que se

quiera determinar, asf como del medio en el que se encuentre.

Una vez que los compuestos han sido extraidos, es necesaria su

determinacién, tanto cualitativa como cuantitativa. Existe gran variedad de
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INTRODUCCION

técnicas de anélisis tanto para su separacion previa como para su posterior
deteccion. Las técnicas de separacion y deteccion més utilizadas son la
cromatografia liquida y la cromatografia de gases para compuestos orgénicos
[14-16], asi como otras técnicas altenativas [17,18], y UV-visible [19],
absorcién atémica [20] para los compuestos de tipo inorgénico.

En el desarrollo del trabajo de la presente Tesis Doctoral se ha

estudiado la utilizacién de medios micelares para la extraccién y

organismos marinos, aplicando como técnica para su separacion |y
determinacién la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) con
deteccién por fluorescencia. La importancia de la determinacion de estos
compuestos radica en su alta toxicidad (son considerados cancerigenos) y su
amplia distribucién a lo largo de todo el planeta. Son compuestos cuyas
caracteristicas fisico-quimicas implican una larga persistencia en el medio en el
que se encuentren (atmoésfera, agua, sedimentos u organismos), asi como una
elevada dificultad en su degradacién tanto por procesos de caracter fisico o

quimico, como por actividad biologica {21,22].

1.- Rifenilos Policlorades ( PCBs )

Los Bifenilos Policlorados (PCBs) constituyen una familia de
compuestos cuya unidad bésica es el bifenilo. A esta unidad bésica pueden
unirsele de uno a diez 4tomos de cloro, con lo que la variedad de isémeros que
pueden aparecer se eleva a 209. Estos compuestos pueden agruparse en 10
homoélogos en funcién de la posicién que ocupa el dtomo de cloro dentro de la
molécula base de bifenilo. Asi, algunos ejemplos de estos compuestos se

muestran en la Figura 1.
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2’ 2 3

5 6 6 5

Molécula de Bifenilo
C\l /Cl Cl Cl
=S\ S\ (‘.1._)—/—\\ AR\
cl Cl
3,37 4- Triclorobifenilo 3,3°,4.4° .55 - Hexaclorobifenilo

Figura 1.- Molécula de Bifenilo y ejemplo de algunos PCBs.

Los PCBs estudiados en esta Tesis, asi como algunas de sus

caracteristicas, se muestran en la Tabla I:

Tabla 1. Bifenilos Policlorados

COMPUESTO Férmula P.M.? AP
Bifenilo Ci2Huwo 154.2 BF
4- Clorobifenilo Ci2HsCl 188.66 MBF
4.4 -Diclorobifenilo Ci2HsCh 223.10 DBF
3,4,4 -Triclorobifenilo Ci2H:Chs 257.55 TriBF
3,37,4,4" -Tetraclorobifenilo Ci2HsCls 291.99 TBF
3,37,4,4",5,-Pentaclorobifenilo Ci2HsCls 326.44 PBF
3,37,4,4°,5,5 -Hexaclorobifenilo Ci2H4Cls 360.88 HBF

a: Peso Molecular;  b: abreviatura
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INTRODUCCION

La sintesis de estos compuestos fue descrita por Schmidt y Schultz en
1881, pero no fueron utilizados en procesos industriales hasta medio siglo
después. La sintesis de los PCBs se obtiene mediante la cloracién del bifenilo

con gas cloro [23]. Debido a su alta resistencia al calor (son térmicamente muy

estables), asi como su resistencia a la oxidacién y a agentes 4cidos y bésicos, y.

su alta constante dieléctrica, se comercializaron rapidamente e incluso se
fabricaron como mezclas complejas denominadas de varias formas diferentes:

Aroclor, -Phenoclor, Clophen, Sovol, etc. Las dreas industriales en las que tuvo

-

I TNAOYY,
L

:
£
&

donde se utilizaban como parte integrante de gomas, asfalto, tinta para
impresoras, etc.

También presentan actividad insecticida y fungicida, y aunque no hayan
sido utilizados como pesticidas propiamente dicho, si constituyen parte de otros
pesticidas cominmente utilizados.

Tanto los PCBs como los Aroclores (mezclas de PCBs) han mostrado
una gran variedad de efectos toxicos, por lo que muchos paises han reducido la
produccién de los mismos y se han determinado sus valores limite permisibles
en la naturaleza [24]. Adema4s, el descubrimiento de la amplia distribucién de
estos contaminantes en el medio ambiente, junto a su alto poder cancerigeno,
ha llevado consigo que en algunos paises se regule también su manufactura y
distribucién.

El primer trabajo donde se muestra la presencia de PCBs en el medio
ambiente, fue presentado en 1966, pero hay que tenmer en cuenta que €stos
compuestos habfan sido utilizados durante 40 afios.

Debido a sus caracteristicas de estabilidad fisica y quimica, producen
graves problemas de contaminacion ambiental [21,25]. Presentan también una
elevada persistencia en el medio, la cual aumenta a2 medida que aumenta el

ntimero de atomos de cloro en 1la molécula.
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Algunos estudios realizados indican que el grado de toxicidad de los
PCBs no solo depende del nimero de atomos de cloro sino también de la
posicién que ocupan estos dentro de la molécula. Asi por ejemplo, se pueden
destacar el 3,3°,4,4"-Tetraclorobifenilo, el 3,37,4,4",5-Pentaclorobifenilo y
3,3°,4,4°,5,5 -Hexaclorobifenilo, considerados como los congéneres mas
toxicos [26], aunque se han venido investigando diversas vias para la sintesis de
congéneres especificos desde 1974. Cabe resefiar que los congéneres que
presentan estructura coplanar (dtomos de cloro en las posiciones orto-),

presentan el menor grado de toxicidad [27].

1.1.- PCBs en el Medio ambiente

Los PCBs han tenido una distribucién global en el medio ambiente a lo
largo del periodo de utilizacién de los mismos, y debido a su alta estabilidad
(presentan un tiempo de residencia elevado) ain hoy de dia pueden encontrarse
en diversos medios. Las principales propiedades fisicas de los PCBs, desde el
punto de vista medioambiental, son su solubilidad (son fuertemente adsorbidos
en distintas superficies) y 1a presion de vapor (determinard su mayor o menor
grado de volatilizacion).

La aparicion de PCBs en el medio ambiente puede ser debida a

compuestos organoclorados (cloroalcanos, policlorododecanos, etc.[28]), las
pérdidas que se producen en los transformadores t€rmicos y sistemas
hidraulicos, etc.

Una vez los PCBs se encuentran en el medio, y teniendo en cuenta su
fuerte caricter lipofilico, asi como su posible actividad en los procesos
enziméaticos de los organismos, pueden presentarse en el tejido humano [29],
mamiferos terrestres y marinos [30,31], peces [32], asi como en sedimentos y
biota [33,34], aguas [26], pigmentos [35], etc. Algunos ejemplos se muestran
en la Tabla II.
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Tabla IL- Algunos ejemplos de presencia de PCBs en el medio ambiente

Matriz Localizacion Concentracion
) Zonas remotas 20-50 pg/m’
Aire Zona Urbana 0.5-20 ng/m’
Acua Océano abierto 50-200 pg/l
£ Costa Mediterrénea 1-15 ng/l
Sedimentos —” OCé?I,l N flblCI;tO , f (1 1{\5(3 pg/%
Zona Mediterranea 0.2-G.5 pgig
Zona abierta 50-100 pg/g
Suclos Zona industrial 0.1-20 ug/g
Organismos:
Peces Océano 0.02-150 pug/e
Humanos Zona industrial 10-60 pg/g
Alimentos (leche) Zona industrial 0.01-0.4 pg/g
a) Ref. [36]

En el caso de los organismos vivos, el grado de toxicidad de los PCBs
varia en gran medida de unas especies a otras dependiendo, probablemente, de
e B 2R e A AN dA

la capacidad metabdlica de cada uno, y

presentan (sexo, edad, etc.) [37].

Hay que resefiar que se han producido algunas catastrofes
medioambientales debidas a la presencia de estos compuestos, como la ocurrida
en 1986 en el Oeste de Japén por contaminacién de alimentos, en el que
algunos afectados presentaban una concentracién de PCBs en sangre de 7
ng.ml* [38], y la producida en el rio Hudson (U.S.A.) originada por un vertido
de PCBs de dos plantas de la General Electric, encontrandose una

concentracion de PCBs en el sedimento de 150 pg.g™.
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1.2.- Técmicas de andlisis

A la hora de elegir las técnicas de determinacion de los PCBs hay que
tener en cuenta una serie de pardmetros como son [39]:

1. Limite de deteccién requerido.
Posibles interferencias.
Resolucién que sea necesaria.

Precision cuantitativa y cualitativa.

A O

Disponibilidad de 1a instrumentacion.

g\

Tiempo de analisis y su coste.

A la hora de analizar estos compuestos, la Cromatografia de Gases
permite una separacion de la mayoria de los analitos estudiados, por lo que ha
sido aplicada en diferentes laboratorios de analitica a lo largo de los Gltimos 30
aflos. Las ventajas que presenta son una cuantificacién precisa y un grado de
precision adecuado. Como técnica alternativa estd la Cromatografia Liquida de
Alta Eficacia.

Una vez separados los diferentes PCBs la deteccion de los mismos puede
realizarse por medio de diferentes detectores, siendo la Espectrometria de Masas
la que mejores limites de deteccién permite, y por tanto se utiliza para la
determinacién de PCBs presentes en concentraciones traza. Ademds, los PCBs
siguen modelos de fragmentacién caracteristicos lo que permite cierta facilidad
a la hora de identificarlos mediante esta técnica. La estructura molecular de
estos compuestos, permite la utilizacién de otras técnicas como la Fluorimetria,
la Espectroscopia UV-visible y la Espectroscopia Infrarroja (IR), ya que cada
congénere presenta unas caracteristicas propias en cuanto a espectros y a las
longitudes de excitacién y emisién requeridas. Hay que resefiar que existe una
amplia bibliografia de espectros para los diferentes analitos. Cuando lo que
interesa es la determinacion precisa de la estructura de los diferentes

componentes que aparecen en los Aroclores, se utiliza la Resonancia Magnética

10
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Nuclear (RMN), existiendo una serie de datos ya tabulados para la mayoria de
los mismos [40].

Pueden también utilizarse técnicas como la extraccién por fluidos
supercriticos [41] y técnicas de extraccion liquido-liquido [2], seguidas de
diferentes técnicas de deteccion como la espectrometria de masas,

fluorescencia, etc.

En esta Tesis se ha utilizado la técnica de Cromatografia Liquida de

’

Alia Resolucion acoplada a un detect
cromatogréficas y de fluorescencia correspondientes a los PCBs estudiados se

muestran en la parte de resultados y discusién. -

2.- Dibenzofuranos Policloradoes (PCDFs)

Los Dibenzofuranos Policlorados (PCDFs) son compuestos aromaticos
clorados con una gran importancia medioambiental por su elevada toxicidad.
La estructura molecular de los mismos consiste en una unidad bésica de dos
anillos bencénicos y un dtomo de oxigeno (Dibenzofurano) a Ia cual se le

pueden unir ocho dtomos de cloro en diferentes posiciones, dando tugar a la

apaliCivin uo

s hidrofébicos, v
ademds presentan problemas a la hora de solubilizarlos en disolventes comunes.
También tienen caracter lipofilico, por lo que se encuentran sometidos a
procesos de bioacumulacion y biomagnificacion en el medio ambiente. ‘Debido
a su alta estabilidad tienen altos tiempos de residencia en el medio, lo que
permite su amplia difusién en los diferentes medios.

Estos compuestos son conocidos, al menos, desde 1872 cuando su
sintesis fue realizada por quimicos alemanes [42]. Sin embargo, como pueden
producirse por combustién de algunos materiales, es posible que estos

compuestos puedan haber existido en el medio ambiente desde el primer

i1
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incendio de un 4rbol [43].

Molécula de Dibenzofurano

4-Monoclorodibenzofurano 2,3.8-Triclorodibenzofurano

Figura. 2.- Estructura de la molécula de Dibenzofurano y ejemplos de PCDFs.

Todos los Dibenzofuranos Policlorados son téxicos, aunque el grado de
toxicidad varia de unos a otros en funcién de su estructura. Asi, dentro de
ellos, aquellas moléculas con dtomos de cloro en las posiciones 2,3,7,8 son los
que mayores efectos cancerigenos y mutagénicos presentan, afectando a los
sistemas reproductivos e inmunolégicos de los animales [38,44]. Para hablar
del grado de toxicidad relativo a estos compuestos, se han establecido unos
Factores Numéricos de Equivalencia Toéxica (TEFs), que permiten la
conversion de concentracién de PCDFs en Equivalentes de Toxicidad (TEQ).
Asi, el TEF puede ser utilizado para transformar resultados analiticos en

equivalentes téxicos [45].

Los Dibenzofuranos Policlorados estudiados en esta Tesis, junto a su

12
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féormula y peso molecular se nombran en la Tabla III.

Tabla Ifl. Dibenzofuranos Policiorados

COMPUESTO Formula P.M.? AP
Dibenzofurano Cr2HsO 168.0 DBFo
4- Monoclorodibenzofurano Ci2H-OCl 202.5 1-CDF
2,8~ Diclorodibenzofurano C12HsOCl2 237.0 2-CDF
2,4,8-Triclorodibenzofurano C12H50Cls 271.5 3-CDF
2,3,7,8-Tetraclorodibenzofurano C12H4OCl4 306.0 4-CDF
2,3,4,7,8-Pentaclorodibenzofurano | C12HsOCls |  340.5 | 5-CDF

a: Peso Molecular; b: abreviatura

2.1« PCDFs en el Medio ambiente.

Los PCDFs estdn ampliamente distribuidos y pueden encontrarse en

diferentes medios. La introduccion de los PCDFs en el medio ambiente, puede
deberse a la degradacién térmica de los PCBs [46,47], aunque principalmente
estd asociada a diferentes actividades de caricter antropogénico y biolégico
(estas dltimas en menor medida), las cuales pueden agruparse en cuatro grandes

grupos [47]:

a) Procesos de produccién quimica: manufactura de Dbifenilos
policlorados (PCBs), herbicidas, pentaclorofenol.......

b) Procesos de combustién: quema de basuras y residuos industriales,
combustibles utilizados en ingenieria, etc.

¢) Reacciones de tipo fotoquimico: que tienen lugar durante el
transporte aéreo de diversos compuestos, asi como durante ciertos
procesos de degradacion.

d) Procesos biologicos: la actuacion de ciertos organismos en presencia

de mezclas de clorofenoles, peréxido de hidrogeno, etc.

13
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Los compuestos policlorados producidos durante los diferentes procesos
de combustidn, pasan principalmente a la atmésfera, desde donde son
transportados a los medios acuéticos y terrestres, ademéds de los posibles
aportes directos que puedan tener estos ultimos medios. Debido a sus
propiedades hidrofébicas y lipofilicas, lo que les confiere baja solubilidad en el
agua, se adsorben fuertemente al material orgénico presente en el medio, lo que
permite que sean ingeridos por los organismos y pasen a formar parte de la
cadena tréfica, donde se produce la acumulacién de los mismos [22,42,43]. La
presencia de estos compuestos en los sedimentos de una zona determinada
puede dar cierta informacién sobre la evolucion temporal que ha existido en el
grado de contaminacién, es decir, como ha variado la toxicidad de la zona. Por
otro lado, la bioacumulacién también puede ser de utilidad en cuanto a que nos
aporta una informacién muy similar a la de los sedimentos sobre el grado de
contaminacién del medio en el que se encuentran.

Algunos ejemplos de concentraciones y presencia de PCDFs en el

medio ambiente se muestra en la Tabla I'V.

Tabla IV.- Algunas concentraciones de PCDFs en el medio ambiente!

Tipo de Muestra Compuesto Concentracion

Sedimentos Superficiales:

Bahia Saginow HpCDF 3.5 ng/g

Rio Elbe (Alemania) OCDP 56,6 ng/g
Rio Rhin: Total de

Cerca de Dusseldorf PCDFs 9 ng/g
Rio Housatonic (USA):

Estanque Wood TCDF 27.6 ng/g
Mar Baltico

Salmén TCDF° 0.43-0.7 ng/g

a)Heptaclorodibenzofurano; b)Octaclorodibenzofurano; c)Tetaclorodibenzofurano
d) Ref. [50,51]

14
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2.2.- Técnicas de andlisis

La primera técnica utilizada para la determinacion de estos compuestos
aparecié en 1966 y fue la cristalografia de rayos-X [47]. Posteriormente, y
hasta los afios 80, se hizo frecuente el uso de la cromatografia de gases con
detector de captura de electrones (GC/ECD) [52], lo que permitié reducir los
limites de deteccion. Una técnica posterior, y que viene siendo utilizada hasta
la actualidad, es la cromatografia de gases junto a la espectrometria de masa

(GC/MS) [53,54]. Esta metodologia nos permite la determinacién de PCDFs
unque los limites de deteccion
son mejores, esta técnica presenta diversos problemas cuando lo que se necesita
es la identificacién de isémeros de un mismo compuesto. Esto se debe a que los
espectros que se obtienen, y que corresponden a cada uno de los diferentes
isémeros, son similares. Por tanto, es necesaria una adecuada separacién previa
de todos los compuestos, incluyendo los isémeros, para una correcta
determinacién. Asi, para solventar este problema se comienzan a utilizar
nuevas técnicas de andlisis, como son la Cromatografia Liquida de Alta
Eficacia (HPLC) [55] y la Cromatografia de Gases de Alta Resolucion
(HRGC), con las cuales se obtiene la separacion necesaria para la identificacion

de todos los PCDFs [56,57]. Pero no solo el tipo de separacidén es importante

(0]
Yok
[»)

¥

 lo referido al analisis de compuestos. Las técnicas de deteccién acopladas a
estos sistemas juegan también un papel importante. De ellas depende no solo el
limite de deteccién obtenido, sino también la facilidad con la que se puede
identificar cada uno de los compuestos en estudio. La utilizacién de una u otra,
viene determinada por el tipo de muestra a analizar, asi como del tipo de
sistema de separacién previo. Algunas de las técnicas se basan en las
caracteristicas que presentan los anillos bencénicos de la molécula, siendo las
méas utilizadas la deteccion por fluorescencia [58,59], deteccion UV-visible

[60,61], IR, etc.

ot
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Como complemento a estas técnicas, pueden utilizarse también procesos
previos de lavado y extraccion, como pueden ser extraccidon con disolventes
orgénicos, extraccién en fase solida, extraccion con miroondas, etc. Estos
procesos permiten la eliminacién de la muestra de aquellos analitos no deseados
y que interfieren con los PCDFs, o bien la preconcentracién de los analitos en
estudio, para un mejor andlisis. En algunos casos, también se utilizan varios
espectrometros de masa en tandem (MS-MS).

T

o tAAsmian s T2 SO | "
.a WCLliild 1

utilizada en esta Tesis, para la determinacion de PCDFs ha

sido lIa HPLC junto a un detector de fluorescencia.

3.- Surfactantes

Los surfactantes (contracciéon de los términos ingleses “surface”,
“active”, “agents”) son sustancias cuya estructura molecular presenta dos
grupos con carécter diferente: un grupo no polar (liofilico o hidrofobico) y otro
polar o i6nico (hidrofilico o lipofébico). Esta caracteristica se denomina
“anfipdtica”. Dentro de esta estructura, el grupo hidrofébico, que es
generalmente una cadena hidrocarbonada, se denomina “cola”, mientras que el
drofilico es llamado “cabeza” (Figura 3). E
causa no solo la concentracion del surfactante en la superficie y la reduccion de
la tensi6n superficial del agua, sino que esta estructura peculiar también aporta
a los surfactantes la propiedad de adsorberse en las superficies e interfases de
un sistema, entendiéndose por “interfase” la unién entre dos fases inmiscibles,
y por “superficie” la interfase en la cual una de las fases es un gas,

generalmente aire,
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Cabeza

X Y

Monoémero

Figura 3.- Estructura de una molécula de surfactante.

3.1.- Clasificacién de los surfactantes
Dependiendo de la naturaleza del grupo hidrofilico los surfactantes se
clasifican en cuatro grupos principales [62]:
a) Catidnicoes: el grupo hidrofilico posee carga positiva como, por ejemplo,
las sales de amonio cuaternarias.
b) Anidnicos: el grupo hidrofilico tiene carga negativa, como por ejemplo
las sales de 4cidos alquil carboxilicos o sulfénicos.
¢) Zwitteriénicos: en el surfactante existen grupos con carga positiva y

negativa. Estos surfactantes presentan propiedades muy parecidas a los no

.
234

i6nicos. Un ejemplo lo constituyen los aminoé
d) No iénicos: el surfactante no posee grupos con carga, como por ejemplo

los monoglicéridos.

3.2.- Caracteristicas de los surfactantes.

En disoluciones muy diluidas, los surfactantes suelen encontrarse como
mondmeros, dimeros, trimeros, etc. Pero si la concentracién de la disolucién
aumenta, puede llegar a alcanzarse un punto en el cual se produce un proceso
de agregacion, a partir del cual aparecen variaciones en las propiedades fisico-

quimicas de la disolucién. El agregado coloidal que se forma recibe el nombre
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de “micela” y la concentracién a partir de la cual se forman se denomina
“concentracion micelar critica” (c.m.c.), siendo caracteristica de cada
surfactante. De ahi que a las disoluciones donde encontramos surfactante
también se les denomine “medios micelares”. El numero de moléculas de
surfactante que pueden formar la micela varfa dependiendo de las condiciones
en las que se encuentre el surfactante, y se le denomina “numero de
agregacion”(N).

La formacion de micelas es el resultado de la actuacién de fuerzas
contrarias, siendo Ia principal el efecto hidrofébico. Las micelas presentan el
grupo hidrofébico orientado hacia el interior de la misma (“corazon”) y el
grupo hidrofilico hacia el disolvente (exterior de la micela). Esta estructuracion
de los grupos de la molécula permite eliminar la interfase hidrocarbono-agua,
siendo ademés energéticamente favorable (se logra el estado de minima energia
libre) [63-65]. Por otro lado, la forma y el tamafio de la micela vienen
controlados por las fuerzas de repulsion que aparecen entre los grupos
hidrofilicos. Por consiguiente, la formacion de micelas y la concentracién de
surfactante a la que se producen, depende del balance entre los factores que
favorecen la micelacién y los que se oponen a ella. Las micelas pueden ser:

esféricas, ovaladas, elipsoidales, cilindricas, etc. (Figura 4).
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Molécula de surfactante

238
7 ™

Micela esférica

A
S

Esférica

?

Molécula de soluto

Mg
SIS

Micela cilindrica

Solubilizacién Tipo I

Q%
=

Cilindrica

Solubilizacion Tipo II

Esférica

Figura 4.- Representaciéon esquemitica de micelas puras y micelas que contienen

soluto. Para la solubilizacion de Tipe I las moléculas de soluto se colocan entre las

colas de la micela; para el Tipo II las moléculas de soluto se colocan en el interior

de la micela (corazén) [65].



INTRODUCCION

En cuanto al tamafio, el nimero de moléculas de surfactante que forman
las micelas se halla en un rango entre 50 y 100 [64-66]. Existen algunos
modelos que explican la forma que tendrian las micelas, pero este tema sigue
estando sujeto a controversia. Hay que destacar que, en general, las micelas
compuestas de surfactantes no idnicos suelen tener concentraciones micelares
criticas menores y nimeros de agregacion mds altos que las micelas i6nicas
anélogas [67].

En la Tabla V se recogen ejemplos de estos cuatro tipos de surfactantes
y los valores de algunos de sus pardmetros caracteristicos.

Pero las micelas no sélo aparecen cuando el surfactante se encuentra en
un medio acuoso. Se ha comprobado que la formacion de micelas también se
observa en medios orgénicos no polares. En estos casos las micelas reciben el
nombre de “micelas inversas”, y la estructura presenta a los grupos hidrofilicos
localizados en el interior del agregado, mientras que las cadenas hidrofébicas
se extienden hacia la fase no polar [66,70]. Normalmente estas micelas inversas
presentan un comportamiento similar a las micelas normales, pero para algunos
surfactantes no se observa un claro momento en el que se sobrepasa la c.m.c.
sino que al aumentar la concentracién de surfactante en el medio, las micelas

inversas adquieren un mayor tamaflo y se postula que presentan una estructura

la extraccion de proteinas y péptidos [71,72].

Las micelas no son sistemas estiticos, como puede suponerse en un
principio, sino que ellas y los solutos asociados a las mismas estdn en equilibrio
dindmico con el medio que las rodea [73]. Las moléculas de surfactante entran
y abandonan la micela en microsegundos. Estos mondmeros y los solutos
asociados pueden ser sustituidos por otros presentes en la disolucién, en otras
micelas o adsorbidos en otras superficies. La disolucién completa y la

redistribucién de una micela pueden ocurrir en milisegundos [69,74].
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Tabla V.- Relaci6n de sistemas micelares y pardmetros caracteristicos™™*

NOMBRE c.m.c.t N°
CATIONICOS:
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio 9.2x10™ 61
Bromuro de tetradeciltrimetilamonio 3.5x10? 75
Cloruro de dodecilamonio 1.5x10% | 55.5
Cloruro de hexadecilpiridinio = cloruro de cetilpiridinio [ 9.0x10™ 95
Cloruro de bencildimetiltetradecilamonio 3.7x10™ -
ANIONICOS:
Tetradecil sulfato de sodio 2.1x10° 80
Dodecilsulfato de sodio = laurilsulfato de sodio 8.1x10° 62
4-Dodecilbencenosulfonato de sodio 1.6x10° 24
Dodecilsulfonato de sodio 9.8x10° 54
Dodecanoato de sodio 2.4x10° 56
Perfluoroheptanoato de sodio 2.8x107? -
ZWITTERIONICOS:
N-Dodecilbetaina 1.5x10° 73
N-Dodecilsultaina 3.3x10° 55
NO IONICOS:
Polioxietileno 6-dodeciléter 8.7x10° | 400
Polioxietileno 23-dodeciléter 5.5x10° 40
Polioxietileno 7-hexadeciléter 1.7x10° | 594
Polioxietileno 12-hexadeciléter 7.5x10° 152
Polioxietileno 10-nonilfeniléter 7.5x10° 276
Polioxietileno 23-dodecanol (Brij-35) 9.0x10° 40
Polioxietileno 9,5-p-t-octilfenol (Tx-100) 3.0x10* 143

a) c.m.c.: concentracion micelar critica; b) N: Nimero de agregacion
¢) Ref. [68,69]
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Ademas de las micelas, los surfactantes pueden presentar otro tipo de
agregados como las “sales biliales”, las “vesiculas” [65], vy las
“microemulsiones” [66,75].

Las “sales biliales” son moléculas biolégicas muy importantes, que
actian como las moléculas de detergente. Se caracterizan por presentar una
doble cara, es decir, una cara hidrof6ébica y otra hidrofilica. Esto hace que
muestren un comportamiento diferente a la hora de formar agregados. El
proceso de agregacion consiste en un primer paso en el que 2-8 monémeros se
unen mediante interacciones hidrofébicas producidas entre las caras no polares
de las moléculas, para formar las micelas iniciales. Posteriormente, a
concentraciones més elevadas, estas micelas primarias se unen entre si para dar
lugar a lo que llamamos sales biliales secundarias, adquiriendo un mayor
tamafio y una forma de varilla cilindrica que se debe a los enlaces de hidrégeno

intermoleculares establecidos entre los diferentes grupos hidroxilicos [76].

Las “vesiculas” son estructuras que presentan dos o més capas, y que se
forman cuando un surfactante, normalmente de cadena dialquilica larga, se
afiade a una disolucién acuosa, la cual se sonica a una temperatura superior a la

que se produce su separacién de fases. Estas vesiculas son de mayor tamafio y

Ademads, una vez formadas no pueden destruirse nuevamente por dilucién.

Se conoce por “microemudsiones” a los sistemas que contienen tres
componentes: agua, el surfactante, y un disolvente orgdnico no polar.
Presentan caracteristicas propias como son la formacién de estructuras esféricas
o bicontinuas en el rango de los nanometros y una rapida dindmica de
formacién y separacién de las estructuras. Pueden ser utilizadas como una
pseudofase singular de disolvente, o como disolvente de dos fases que consiste

en una fase de microemulsion y una fase acuosa u organica. La capacidad de
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solubilizacion de estos sistemas viene determinado por la adsorcion que puede

producirse en la superficie de las estructuras [75].

En presencia de micelas, los contaminantes orgénicos € inorganicos que
se encuentran en el medio interactuan con estos agregados, pudiendo unirse a la
micela en diferentes regiones de la misma dependiendo de la naturaleza del
soluto y del surfactante [65]. La fuerza de unién entre el soluto y el surfactante

depende de las interacciones electrostiticas, de los puentes de hidrogeno

experimentales de trabajo [64,65]. Ademés, hay que tener presente, que la
reparticién del soluto entre el disolvente y las micelas de surfactante viene
caracterizado por ser un proceso de equilibrio dindmico, definido por un
coeficiente de particién “P”. Este coeficiente de particion se define como la
relacion entre la concentracion de soluto en la fase micelar y aquella en la fase

principal de la disolucién.

[Soluto] en fase micelar

[Soluto] en el disolvente

El factor principal que debe tenerse en cuenta, a la hora de utilizar con
éxito los medios micelares en la separacién de compuestos, es su capacidad

selectiva y de interaccién con los compuestos de interés.

Cuando se desea determinar la presencia de surfactantes en un medio,
asf como su interaccion con los solutos pueden utilizarse diferentes
metodologias de analisis, como pueden ser la fluorescencia [77,78], la

valoracién por inyeccién de flujo [78], etc.

3
[
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3.3.- Apficaciones

Se ha destacado la importancia de los medios micelares en la
solubilizacién de especies quimicas, pero también hay que mencionar su
intervencion en otros procesos, como pueden ser: el desplazamiento de
equilibrios y la modificacion de cinéticas de reaccién asi como en cierto grado
la naturaleza de los productos, alteracién de pardmetros fisico-quimicos de
determinados iones y moléculas que afectan a mediciones electroquimicas,
procesos de radiacion visible-UV, aumento de la fluorescencia vy
fosforescencia, espectroscopia de ilama y plasma, o en procesos de extraccion,
cromatografia en capa fina o liquida de alta eficacia [76,79-82].

Algunos ejemplos de estos efectos se muestran en la Tabla VI.

Tabla VI.- Efectos producidos por la presencia de medios micelares en diferentes

metodologias®
TECNICA ANALITO SURFACT. EFECTOS
Potenciometria Acidos grasos, sulfona- HTAB, HPC pK. mas bajo
midas, halofenoles
Polarografia Moléculas orgénicas, Catidnicos, Cambio de los potenciales
complejos metdlicos aniénicos formales, enmascaramiento
selectivo
Espectrofotome- | Idnes metilicos {complejos Catiénicos Cambio de los maximos de
trfa UV - visible | metalocrémicos aniénicos) absorcién, aumento de la
absortividad
Fluorescencia Complejos metal-quelato | SDS, HTAB, | Mayor sensibilidad, proteccion
no idnicos frente al quenching
Fosforescencia Compuestos arométicos | SDS/TI dodecil Emisién a temperatura
sulfato ambiente, mayor sensibilidad
Fotometria de Iones metélicos SDS Mejor distribucion del analito,
llama y plasma supresion de interferencias

a) Ref. [83]
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Los medios micelares también se han utilizado en separaciones
analiticas, destacando su importancia en tres campos: procesos de extraccion,
cromatografia y separaciones electrocinéticas, y otras aplicaciones:

a) Procesos de Extraccion: las micelas poseen la capacidad de solubilizar

diferentes compuestos, lo que permite extraer los substratos o
complejos insolubles del medio acuoso, en una fase de menor volumen
que est4 formada casi enteramente por surfactante. Asi, la técnica de

separacién por medio de la extraccién permite, por un lado, la

analiticos al aumentar tanto la sensibilidad como la selectividad. Existe
una gran variedad de posibles esquemas para la extraccién mediante
surfactantes, dependiendo de la naturaleza de los analitos y del
surfactante utilizado, que podemos clasificar en dos grandes grupos:
utilizacién de surfactantes en disolventes organicos para la extraccion
de enzimas extracelulares [84], proteinas [85], metales [86,87], etc., y
aquellos que utilizan soluciones acuosas. En este ultimo grupo
podemos trabajar mediante la utilizacién de micelas normales, como
por ejemplo, para el aislamiento y purificacion de compuestos
bioquimicos y componentes de membrana [88,89], y la extraccién por
separacion de fases (metodologia de “punto de nube” [6,90,91] y
separacion por coacervados [85]).

b) Separaciones cromatogrificas; la utilizacién de surfactantes para

separaciones cromatrogréaficas se basa en la interaccién selectiva que
presentan estos compuestos con los diferentes solutos. Asi, los
surfactantes pueden ser utilizados de dos formas diferentes: como fase
movil en cromatografia de capa fina [92], cromatografia liquida de alta
eficacia [93] v filtracién con gel [94], o como fase estacionaria (fase
pseudo-estacionaria en cromatografia micelar electrocinética, o fase

inmovilizada) [95]. Los medios micelares fueron incluidos en estas

[
w
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técnicas como sustituyentes de los disolventes organicos, con la
finalidad de eliminar las posibles repercusiones medioambientales que
presentan estos disolventes. Por otra parte, la utilizacion de medios
micelares como fase mévil tiene como ventajas adicionales una mayor
seguridad, facilidad de disposicion de los mismos, cardcter
biodegradable, mayor versatilidad, bajos costes y mayor selectividad
[68]. La cromatografia en capa fina, nos permite también, caracterizar
los coeficientes de particion y/o las constantes de union de los solutos
a las micelas. Algunos problemas que plantea esta técnica son: el
nimero limitado de fases estacionarias que pueden ser utilizadas, y la
dificultad en identificar las manchas debido a la presencia de
surfactante. En cuanto a la cromatografia liquida, se encuentra que la
utilizacién de surfactantes como fase moévil presenta como ventaja
principal la buena resolucién que podemos obtener, debido a que la
micela puede interactuar con el soluto mediante interacciones tanto
electrostéticas como hidrofébicas.

Otras aplicaciones: los surfactantes también pueden aplicarse en

metodologias de separacién por ultrafiltracién [96] y en membranas

liquidas de surfactante [66]. La utilizacién de surfactantes en la

con las micelas y la separacién posterior de las mismas haciendo pasar
la soluciébn a través de una membrana de ultrafiltracién. Esta
membrana debe cumplir dos condiciones: primero, debe ser lo
suficientemente pequefia para bloquear los agregados minerales, y
segundo, debe ser suficientemente grande como para permitir un flujo
aceptable. Normalmente esta técnica se aplica para la determinacion de
iones metélicos, mediante la utilizacién de ligandos hidrofébicos que
han sido incorporados en las micelas. Debido a esto, es una técnica

que puede llegar a tener muchas aplicaciones industriales [83].

@ Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



INTRODUCCION

En cuanto a la utilizacién de los medios micelares como membranas
liquidas de surfactante, hay que destacar que comenzé a aplicarse hacia
1960, y desde entonces se han convertido en una técnica muy popular
para aislar y purificar una gran variedad de analitos. En esta técnica, ¢l
surfactante actia como vehiculo de transporte, pudiendo aparecer en
forma de monémeros actuando como par i6nico o agente de transferencia
entre las fases. Asi, podemos utilizarla para la separacion de
hidrocarburos, recuperacion de aminas, fenoles y &acidos orgénicos
presentcs en aguas residuales, y en
metalicos. Actualmente, se estd aplicando la membrana liquida de

surfactante en el aislamiento y purificacién de proteinas y enzimas.

4.- Extraccién por metodologia de “Punto de Nube”

Las bases de la técnica de extraccién por separacién de fases derivan del
fenémeno de fases que presentan algunas soluciones micelares. Asi, cuando se
alteran las condiciones del medio (temperatura, presion, adicién de sales, etc.)
se produce la separacion de la disolucién acuosa micelar en una fase
concentrada que contiene la mayor parte del surfactante, denominada “fase rica
en surfactante”, y una fase acuosa diluida que contiene bajas concentraciones
de surfactante. De esta manera, cualquier soluto presente en la disolucion
original que se encuentre unido a los agregados micelares puede ser extraido y
concentrado en un volumen mucho mas pequefio correspondiente a la fase rica
en surfactante [97].

El proceso a seguir para obtener la extraccién de los analitos mediante

separacion de fases, estd formado por los siguientes pasos: primero, la adicion

de surfactante a la disolucién que contiene los compuestos de interés,
permitiendo que se produzca la interaccién entre los mismos y las micelas;

segundo, la alteracién de las condiciones del medio, con lo que se producird la

8N
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separacién de las fases; y por ultimo, la extraccién de la fase rica en
surfactante, que contiene los analitos. Este dltimo paso puede verse ayudado si

la muestra es centrifugada (Figura 5).

PONPE-7.5 micelle

(a) %m ®)

Aqueous sample af Zndli) § Zn(l)-PAN chelate

i 2t room temperature

Aqueous phase

PONPE-20

v o

Surtactant-rich phase

Figura 5.- Representacion esquematizada de Ia separacion de fases. Ejemplo de
complejaciéon de Zn con PONPE-20 [98]

El fendmeno de separacion de fases puede obtenerse en casi todas las
soluciones micelares, independientemente del tipo de surfactante, alterando las
condiciones del medio. Para que se produzca la separaciéon de fases es
necesario que la concentraciéon de surfactante en la disolucién supere la
concentracion micelar critica.

Normalmente el fenémeno de extraccion por “punto de nube” se
produce en aquellas soluciones acuosas que contienen surfactantes no idnicos.

En estos casos, cuando la temperatura de la disolucién acuosa que contenga un

28
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surfactante no iénico en concentracion superior a la c.m.c. aumenta, llega un
momento en el que la disolucion se vuelve turbia, y es esto lo que recibe el
nombre de “punto de nube”. Por encima de esta temperatura el sistema se
separa en dos fases isotropicas: la fase rica en surfactante y la fase acuosa. La
separacion de fases obtenida en este proceso es reversible y por tanto, al
enfriarse las dos fases vuelven a mezclarse dando lugar a la disolucién original

(Figura 6) [99].

cemriﬂz?e

or

\

dilute nonionic turbid aqueous phase

surfactant solution
clear

concentrated micellar phase

oy |
O N
O | ™
O & \
\J v Fra e

Figura 6.- Representacion pictérica de los pasos que tienen lugar en la separacion
de fases (superior), y proceso de extracciéon por "Punto de Nube" para un analito
{inferior).[99]

Pero el proceso de “punto de nube” no aparece solamente en presencia

de surfactantes no idnicos. En la actualidad se ha observado este fendmeno en
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disoluciones que contienen surfactantes de caricter anionico [100]. En estos
medios, la separacion se obtiene en condiciones 4cidas a temperatura ambiente.

El fenémeno de separacién por “punto de nube” se debe a la
disminucién de la solubilidad del surfactante en la disolucién acuosa como
consecuencia del aumento de la temperatura de la disolucién. La temperatura a
la que se observa este fenémeno va a depender, principalmente, de la
concentracion de surfactante en la disolucién; por tanto, si representamos
graficamente la temperatura a la que ocurre la separacién de fases frente a la
concentracion de surfactante en disolucion, obtenemos una grafica denominada
“diagrama de fases”, donde podemos ver por un lado la zona donde
encontramos una sola fase (L), y por otro lado la zona con dos fases (2L). La
curva obtenida, y que nos separa estas dos regiones se denomina “curva de
coexistencia”. Al punto minimo de esta curva se le denomina “punto critico”, y
a la temperatura y concentracion a la que ocurre se les denomina “temperatura
critica” (T<) 'y “concemtracion critica” (Cc) respectivamente. La curva de
coexistencia tipica de los surfactantes no idnicos, asf como las dos regiones que
separa (L y 2L), se muestra en la Figura 7. Hay que resefiar, que este tipo de
curva se obtiene para concentraciones de surfactante en disolucién que no

exceden de 1.0 M (aunque depende de la naturaleza del mismo), pudiendo

(se observa la aparicién de fases anisotrépicas, cristales liquidos, etc.).
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Figura 7.- Diagrama de fases tipico de surfactantes no iénicos [97]

Se ha mencionado previamente que la temperatura a la que se observa el
fenémeno de “punto de nube” depende de la concentracion de surfactante, pero
también hay que tener presente la estructura del mismo, puesto que ésta juega
un papel importante en el proceso; asi, por ejemplo, para una serie homologa
de surfactantes no i6nicos con cadena polioxietilénica, la temperatura aumenta
con la disminucién de la longitud de la cadena hidrocarbonada y el aumento de
la cadena oxietilénica [97]. De esta forma, conociendo la estructura de la
molécula de surfactante podemos predecir también de una forma tedrica el
fenémeno de “punto de nube” [101,102]. Algunos estudios realizados sugieren
que los surfactantes mas adecuados para la extraccion mediante el fenémeno de
“punto de nube” son aquellos con caracteristicas relativamente hidrofébicas

(para maximizar la eficiencia de extraccién) y una relacién de voldmenes de
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fase pequefia (se maximiza la capacidad de concentracién) [94].

Pero ademas de la estructura del surfactante hay otros factores que
pueden tener influencia sobre el fenémeno de “punto de nube”, es decir, sobre
la temperatura a la cual se observa este fenémeno. Estos factores afectan a la
concentracion micelar critica y por tanto a la separacién de fases. Dentro de
estos factores cabe citar:

a) Adicion de sales: la adicion de sales inertes provoca un aumento en
la densidad de la fase acuosa, lo que repercute en una disminucién de
la temperatura necesaria para que se produzca el proceso de “punto
de nube”. Esto es debido a que facilita el proceso de separacién
[103-105]. Por tanto, si consideramos la variacion del pH de la
disolucién, como debida a la concentracién de sales en el medio, se
observard una variacién de la temperatura del “punto de nube” al
variar el pH de la disolucién [106].

b) Presencia de compuestos orgdnicos: la adicién de un co-surfactante
produce un aumento de la c.m.c., pero solo cuando sobrepasa una
cierta proporcion. Esto se debe a que la presencia de concentraciones
elevadas de compuestos como el benceno o el etanol, dificultan la
formacion de los agregados micelares siendo necesarias mayores

proporciones la adicién de un alcohol de cadena corta favorece la
separacion de fases [106,107] mientras que un aumento de la cadena
hidrocarbonada incrementa la temperatura [106].

¢) Variacion de la presion: en diferentes estudios se ha determinado
que un aumento de la presién causa un aumento de la temperatura del
proceso de “punto de nube” [13,108].

d) Presencia de otros surfactantes: cuando la disolucién contiene dos o
mds surfactantes no idnicos, la temperatura necesaria para que se

produzca la separacion de las fases es una temperatura intermedia, es
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decir, estd comprendida entre las temperaturas criticas de cada
surfactante por separado [109]. También se producen variaciones
cuando a la disolucioén se le afiaden ciertas cantidades de surfactantes
iénicos. En este caso, cuando tenemos mezclas de surfactantes
iénicos y no i6nicos, se observa un aumento de la temperatura a la
que tiene lugar el proceso, debido a la formacién de las denominadas
micelas mixtas. Estas micelas contienen moléculas tanto del

surfactante iénico como del no idnico, actuando estas dltimas como

temperatura necesaria para producir la disminucion de la solubilidad

de estas micelas es mayor [110].

Hasta ahora hemos hablado de los factores que afectan al proceso de
“punto de nube” como tal, es decir, aquelios factores que afectan a la c.m.c.
principalmente. Pero existe también otra serie. de parametros que pueden
afectar a los procesos de solubilizacién de los diferentes analitos en la
disolucién micelar, y que por tanto tendran influencia en los porcentajes de
recuperacion (eficiencia del proceso) obtenidos al aplicar la extraccién por
“punto de nube”. Los pardmetros mas importantes son:

a) Tiempo y temperatura de equilibracion: el tiempo de equilibracion
se conoce como el tiempo que permanece la muestra bajo las
condiciones en las que se establece la separacién de fases. Este
tiempo puede afectar a los porcentajes de recuperacion del proceso
en cuanto a que se alteran, en mayor o menor medida, las
condiciones en Ias que se produce la interaccién entre el soluto y la
micela (al variar el tiempo se permite la existencia de diferentes
interacciones soluto-micela), vy por tanto, en funcién de este tiempo
se podran obtener mejores o peores porcentajes de recuperacion [98].

Independientemente del tiempo que se establezca para el proceso, la

[F8 ]
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temperatura de equilibracién debe estar siempre por encima de la
temperatura de “punto de nube” para que tenga lugar la separacién
de las fases. En funcién del tipo de surfactante utilizado y del analito
que se quiere extraer, el efecto del tiempo de equilibracién variarg, y
el comportamiento de los analitos frente al mismo también se verd

alterado.

b) pH de la disolucion: este pardmetro es importante cuando los solutos

a extraer presentan diferentes caracteristicas en forma 4cida y en
forma bdsica. Estas caracteristicas modificardn el proceso de
extraccion, es decir, las condiciones dptimas en las que debe llevarse
a cabo el proceso serdn diferentes para cada una de las formas.
Debido a esto, el pH de la disolucién debera mantenerse dentro del
rango que nos permita extraer los compuestos de la forma mas eficaz

y en la forma que mas nos interese [97].

c) Efecto de la concenmtracion de surfactante: la variacion de la

concentracion de surfactante nos permite obtener mayores 0 menores
factores de preconcentracién (a mayor concentracion de surfactante
obtenemos mayores volimenes de fase rica en surfactante, con lo que

el factor de preconcentracién disminuye). El factor de

por un lado, es el pardmetro que determina el volumen final de
muestra que se obtiene, y por otro, es con este volumen con el que se
realizarén los estudios posteriores. Ademés, es importante resaltar
que éste es el factor que nos condiciona el grado de concentracion
inicial de analito que se puede determinar en la muestra. Por tanto,
debemos elegir una concentracién tal que nos permita obtener un
factor de preconcentracién alto (menor serd la concentracién inicial
con la que podemos trabajar), pero teniendo en cuenta que el

volumen extraldo debe permitirnos facilidades a la hora de realizar
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d)

las manipulaciones posteriores (incidencia sobre la reproducibilidad y
precision del método).
Efecto de la concentracion de analito: la presencia de diferentes

concentraciones de analito en disolucion puede producir variaciones

‘en las interacciones con las micelas de surfactante, lo que puede

repercutir en la eficacia del proceso. Hemos mencionado con
anterioridad que los analitos pueden unirse a las micelas en diferentes

puntos, y puede ocurrir que las altas, o bajas, concentraciones de

erencias en los procesos de

R VLAY N

las

unién. Es por tanto, un factor a tener en cuenta para los diferentes
analitos que se quieran extraer mediante la metodologia de “punto de

nube”.

Las ventajas que presenta esta metodologia frente a las metodologias

convencionales pueden resumirse en:

1y

2)

3)

4

5)

La selectividad de los surfactantes: los medios micelares son muy
selectivos en cuanto a los analitos que concentran en el interior de
las micelas.

Se obtienen altos factores de preconcentracién: los reducidos
volimenes de fase rica en surfactante que se extraen permiten
obtener un elevado factor de preconcentracién de los analitos.
Seguridad en el trabajo y beneficios de coste (solo es necesario un
volumen pequefio de surfactante frente a los grandes volimenes de
disolventes  orgénicos  utilizados en las  metodologias
convencionales).

La fase rica en surfactante que se obtiene tras el proceso es
compatible con la fase movil utilizada en cromatograffa liquida tanto
micelar como convencional.

Permite un aumento en la deteccion del analito en la fase rica en

(V8 )
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surfactanie frente a la del mismo en fase acuosa [110].

La metodologia de extraccién por “punto de nube” se aplica para la
extraccion y preconcentracién de gran variedad de compuestos, como por
ejemplo: metales [90], hidrocarburos aromaticos policiclicos [91,111],
pesticidas organofosforados [112], etc., que se hallan presentes en diversos

medios (muestras de agua, sedimentos, suelos, tejidos de organismos, etc.)

5.- Exiraccién mediante Microondas

La técnica de extraccidn por “punto de nube”, asi como el fenémeno
general de separacin de fases, es aplicable a muestras liquidas, es decir, a
disoluciones, tanto acuosas como de otros disolventes. Pero el problema se
plantea a la hora de extraer y preconcentrar compuestos que estin presentes en
muestras sélidas.

Cuando se quieren analizar compuestos presentes en muestras solidas,
también pueden aplicarse diferentes técnicas que utilicen medios micelares
como extractantes y preconcentrantes. Pero en estos casos, el proceso que debe
seguirse es diferente. En muestras de sedimento, o muestras s6lidas en general,

al i 1
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disolucién acuosa que se utiliza para la extraccién, facilita la movilidad de los
compuestos desde el sedimento hasta la fase liquida, puesto que aumentan la
solubilidad de los analitos que se desean determinar.

Cuando se utilizan medios micelares para la extraccién vy
preconcentracion de analitos presentes en muestras sélidas, es necesaria la
realizacién una serie de pasos previos, los cuales consisten en diferentes
lavados de la muestra. Estos lavados permiten a los compuestos adsorbidos en
las particulas de sedimento pasar al medio liquido y asf, poder ser extraidos

posteriormente [113-115]. Todo este proceso de lavado conlleva la necesidad
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de utilizar un mayor volumen de disolucién acuosa que contiene surfactante,
con lo que nos encontramos trabajando con volimenes que 1o difieren en gran
medida de los necesarios al utilizar la técnica convencional de extraccién con
disolventes orgénicos. Pero ademds, hay que afiadir un incremento del tiempo
necesario para realizar todo el proceso: preconcentracion, extraccion y
determinacion.

En la actualidad existen una serie de técnicas alternativas, como son la
extraccion mediante Soxhlet, ultrafiltracion micelar, extraccién mediante
fluidos supercriticos, extraccién por microondas, etc. La técnt
por medio de microondas estd siendo cada vez mds utilizada, siendo su campo
de aplicacion extenso. Algunos ejemplos de los procesos que mayormente se
llevan a cabo mediante el sistema de microondas son: la obtencién de
digestiones rapidas, secado de muestras y reduccion de las mismas a cenizas.

Esta técnica de extraccién con microondas consiste en someter a la
muestra, junto con el medio extractante, a un cambio muy rapido e intenso de
las condiciones en las que se encuentra inicialmente. Este cambio facilita en
gran medida las interacciones soluto-extractante, que tiene como consecuencia
una mayor eficiencia de extraccion por parte del extractante. Las ventajas que
pueden asociarse a esta técnica frente a las técnicas convencionales utilizadas

resentes en muestras solidas, son,

para la ext
principalmente:
1) Comodidad y rapidez en cuanto al andlisis: se requiere un periodo
de tiempo relativamente corto para la realizacin de la extraccion, el
cual puede variar de unos compuestos a otros, pero siempre en un
rango entre varios segundos y media hora.
2) Reduccién del volumen de disolvente (extractante) utilizado en la

extraccién de los analitos [116,117].

Siempre que se trabaja con una nueva técnica, €s necesario conocer y

'8
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optimizar aquellos parametros que tienen, o pueden tener, influencia en el
proceso. Cuando el extractante es un disolvente orgénico convencional, como
por ejemplo hexano, existen diferentes pardmetros que pueden afectar al
proceso de extraccion, como son: la temperatura a la que tiene lugar la
extraccion, el tiempo de extraccion y el volumen de extractante.

La metodologia de extraccién por microondas puede aplicarse a la
determinacion de diferentes compuestos presentes en muestras solidas, como
por ejemplo pesticidas, hidrocarburos arométicos, metales, etc. [116-123]

Esta metodologia es bastante reciente, habiendo muy pocos estudios
referente a la misma, y en cuanto a estudios donde se aplica conjuntamente con
los medios micelares las investigaciones son atin mas escasas. La finalidad de
aplicar estas dos metodologias radica en el interés que se tiene siempre en la
reduccion del tiempo de andlisis y en facilitar lo maximo posible el mismo
(técnica de microondas), v de reducir la toxicidad del medio extractante.
Cuando se trabaja con medios micelares como extractantes, deben tenerse en
cuenta los mismos pardmetros que se estudian en la técnica convencional, pero
teniendo presente algunas consideraciones més. Estos pardmetros son:

a) La temperatura a la que se lleve a cabo la extraccion: podemos

tener variaciones en la eficiencia de extraccién en funcién de si se

partir de la cual se produce la separacién de fases. Se debe comprobar si
la separacion de fases que tiene lugar al trabajar por encima de esta
temperatura va a tener influencia o no en la desorcién de los analitos y
sus interacciones con las micelas, lo que afectard a la eficiencia del
proceso de extraccion. A la hora de establecer este parametro también
se debe tener presente la volatilidad de los analitos con los que se estd
trabajando, puesto que para no tener pérdidas de los mismos se tendra
que utilizar una temperatura inferior a aquella que produce esta

volatilizacion.
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b) pH: este parametro, puede afectar a la forma en que se presentan
los analitos, y puede tener también influencia sobre las interacciones
establecidas entre el sedimento y el analito y que controlan la adsorcion-
desorcién de los mismos.

c) El numero de lavados que se realizan: tanto el volumen o
concentracién de surfactante que se afiada para la extraccion, como el
ntimero de veces que se realice el proceso de extraccién, pueden afectar
en mayor o menor medida a la eficiencia del mismo.
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importante puesto que la muestra estard sometida al proceso en mayor o

menor grado.

En esta Tesis se combinard la metodologia de extraccion con
microondas y los medios micelares como extractantes, aplicdndolos a la
determinacién de PCBs y PCDFs presentes en sedimentos y organismos

marinos.
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6.-

Objetives del Trabaio

En la realizacién de este trabajo se han planteado los siguientes

objetivos:

<+ Caracterizacién de los distintos surfactantes no iénicos que van a ser

R/

*

,
o®

L)

*
*

40

utilizados en los diversos estudios que se llevaran a cabo a lo largo del
presente trabajo. Estos surfactantes son:

- Oligoetilen Glicol Monoalquil eter (Genapol X-080)

- Polioxietilen 4 lauril eter (Brij 30)

- Polioxietilen 23 lauril eter (Brij 35)

- Polioxietilen 10 cetil eter (Brij 56)

- Polioxietilen 10 estearil eter (Brij 76)

- Polioxietilen 10 oleil eter (Brij 97)

- Polioxietilen 10 lauril eter (POLE)

Estudio de las caracteristicas espectrofluorimétricas de los PCBs y los

PCDFs en estudio, en los diferentes medios micelares.

Establecimiento de las condiciones de separacién adecuadas utilizando la
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (para familias individuales o

mezclas de las mismas).

Optimizacién de la metodologia de extracciéon por punto de nube para

muestras de agua de mar que contienen PCBs y PCDFs.

Puesta a punto de la metodologia de extraccion por microondas y medios
micelares para la determinacion de PCBs y PCDFs en muestras de

sedimentos y organismos marinos (tanto por separado como en mezclas).

Aplicacién de las metodologias anteriores a muestras reales.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1.- Caracterizacién de los Surfactantes

Los sistemas moleculares organizados, mas conocidos como “medios
micelares”, “surfactantes” o “tensoactivos”, son sustancias que presentan en
su estructura molecular dos grupos con caracter diferente. El grupo no polar,
denominado “cola”, es generalmente una cadena hidrocarbonada, mientras que
el po altamente hidrofébico (Figura
3). Debido a esta estructura, denominada “anfipética”, los surfactantes tienden
a concentrarse en la superficie del agua, reduciendo la tensién superficial del
mismo, y pudiendo adsorberse en las diferentes superficies o interfases de un
sistema.

Ademés de estas propiedades, los tensoactivos pueden formar agregados
denominados “micelas”. Esta micelas (Figura 4) se forman cuando la
concentracién de surfactante en disolucién supera un valor minimo,
denominado concentracion micelar critica (c.m.c.). Las micelas tienen como
principal caracteristica la de incrementar la solubilidad de diferentes
compuestos en medios no polares. Esto se consigue mediante la unién que se
establece entre los diversos solutos presentes en el medio y las micelas.
También hay que mencionar la intervencion de los surfactantes en otros
procesos, como son: la alteracién de los pardmetros fisico-quimicos de iones y
moléculas, procesos de radiacion UV-visible, aumento de la intensidad de
fluorescencia, etc.

Por tanto, las caracteristicas presentadas por los medios micelares,
hacen que estos sistemas moleculares organizados sean ampliamente utilizados
en diferentes procesos de separacion. Principalmente se puede hablar de
procesos de extraccién de compuestos, como por ejemplo proteinas [85],

metales [86], compuestos bioquimicos [88], etc, de separaciones
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cromatograficas, por ejemplo de capa fina [92], filtracién con gel [94], y
separaciones por ultrafiltracién o mediante membranas liquidas [66,96].

A la hora de clasificar los surfactantes, se hace uso de la naturaleza del
grupo hidrofilico. De esta manera, aparecen cuatro grupos: catidnicos (carga
positiva), aniénicos (carga negativa), zwitteridnicos (un grupo con carga
positiva y otra negativa) y no iénicos (no poseen grupos con carga).

Los surfactantes que se han utilizado en los diferentes estudios
realizados a lo largo del desarrollo de la presente Tesis, son surfactantes de
caricter no ibmico, que pertenecen principalmente a la familia de los
denominados surfactantes polioxietilénicos. El nombre, la formula, junto a
algunas de las caracteristicas invariables de estos surfactantes, se muestran en
la Tabla VIL.

Tabla VIL.- Surfactantes utilizados

Surfactante Férmula A# P.M.5 | p¥ (g/mi)
Oligoetilen Glicol Monoalquil eter CHy(CHao- Genapol 552.0 0.99
O(CH:CHz)s-H X-080
Polioxietilene 4 lauril eter Ci2Ea Brij 30 | 362.0 0.95
Polioxietilen 23 lauril eter C B Brij35 | 1199.6 | - *
Polioxietilen 10 cetil eter CxEio Brij 56 | 682.0 1.00
Polioxietilen 10 estearil eter CisExo Brij 76 | 710.0 1.05
Polioxietilen 10 oleil eter Cis1Eo Brij 97 | 708.0 1.00
Polioxietilen 10 lauril eter CHs(CH2)1oCH(O POLE 626 0.93
-CH>CH2)2:0H

A#: Abreviatura; * Se encuentra en estado solido;
&: Peso Molecular; Y¥: densidad
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La representacién estructural de la molécula de surfactante es muy
compleja, independientemente de la naturaleza de los diferentes grupos que la
componen, de ahi que se tienda a representarlos de forma simplificada.

Algunos ejemplos se muestran en la Figura 8.

Brij 35 Brij 56

VA VAVAVAVAVAVA

e
wxomo i/\/\(/\/\/\ |

Brij 97

Figura 8.- Representacién de algunas moléculas de surfactante.

A la hora de utilizar los surfactantes como medios para la separacion
deben tenerse en cuenta aquellos pardmetros que van a determinar, o controlar
la separacién. En aquellos casos donde se trabaja mediante separaciones de
fase, los sustratos o complejos insolubles, presentes en el medio acuoso, se
extraen del mismo en una fase de menor volumen formada en su mayoria por
surfactante. En funcion del tipo de surfactante, las propiedades que deben

modificarse para que se produzca la separacién de las fases es diferente.
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Cuando se modifican las condiciones de un medio, hay que tener muy
presente, que las caracteristicas que presentan los medios micelares varian
dependiendo de las condiciones experimentales. Por tanto, y debido a estas
variaciones, se hace necesaria la determinacién de los diferentes parametros
que controlan, o caracterizan el proceso, para cada caso particular. Estos
parametros son principalmente, la concentracién micelar critica de cada
surfactante, y la temperatura critica a la cual se produce la separaci6n de fases,
que se obtendrd a partir del diagrama de fases. Cuando se trabaja con
surfactantes de caricter no i6nico, la separacién de fases se consigue mediante
una variacion de la temperatura a la que se encuentra la disolucién. En estos
casos, el diagrama de fases mostrard la temperatura critica del proceso. La
determinacion de los diferentes parametros, se realizard mediante la utilizacién

de técnicas especificas para cada uno de los mismos.

1.1.- Concentracion micelar critica

Los surfactantes tienen la capacidad de formar agregados denominados
micelas, de ahf que también reciban el nombre de medios micelares. Pero la
formacién de micelas no ocurre siempre. Cuando la concentracién de
surfactante en disolucién es baja, las moléculas aparecen formando
mondmeros. A medida que la concentracién aumenta, el nimero de
monomeros es mayor, llegando a un punto en el que la concentracién es
elevada y €stos se agrupan para formar las micelas. De esta forma se tiende a
alcanzar el estado de minima energia libre.

A la concentracién de surfactante en disolucién, a partir de la cual se
forman los agregados micelares, se le denomina “concentracion micelar
critica” y su determinacion es importante a la hora de caracterizar la disolucién
de surfactante que se va a utilizar. Este caracteristica, propia de cada

surfactante en disolucion, y altamente dependiente de las condiciones y
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risticas del medio, puede determinarse mediante la utilizacién de diferentes
técnicas fisico-quimicas.

Entre ellas podemos destacar la conductimetria, tensiometria,
fluorimetria, calorimetria, resonancia magnética nuclear, espectrofotometria,
viscosimetria, visible-UV, etc., siendo las més utilizadas las tres primeras. Si
comparamos los valores de concentracién micelar critica obtenidos por los
diferentes métodos fisico-quimicos, observamos que los valores difieren unos

de otros aunque sea en pequefia cantidad [62,64,68]. Es normal encontrarse

puesto que ésta dependeré principalmente de la precision de la técnica utilizada,
asf como de la propiedad fisica que se mida.

Como se ha mencionado previamente, la formacién de micelas produce
alteraciones en las propiedades del medio, y por tanto, estas variaciones deben
ser observadas en la medicion de las mismas. Estas variaciones pueden
corresponderse con saltos en los valores medidos, o a cambios de pendiente,
que son los que nos indican el intervalo en el que se encuentra la concentracion

micelar que se desea conocer.

El tipo de graficas que podemos encontrarnos al utilizar una u otra

técnica, asi como las variaciones tipicas que se pueden observar en las

mediciones se muestran

en la Figura 9. En esta figura se pueden observar los
diferentes puntos de inflexién que aparecen a lo largo de la medicion de las
diferentes propiedades, y que son considerados como indicadores del momento

o concentracién de surfactante en la que se forman los agregados micelares.

3

£
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Figura 9.- Variaciones tipicas en las propiedades de sistemas aguna-surfactante
[68].

La técnica seleccionada en este estudio para el célculo de las
concentraciones micelares criticas de los diferentes surfactantes estudiados, ha
sido la conductimetria. Para ello, se ha medido la conductividad de varias
disoluciones con diferentes concentraciones de surfactante. El valor de la
concentracion micelar critica se ha calculado mediante la representacién gréfica
de la conductividad de la disolucién frente a la concentracién de surfactante en
la disolucién. Algunos ejemplos representativos de los diferentes surfactantes

utilizados en este trabajo, se muestran en la Figura 10.
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Figura 10.- Célculo de la concentracién micelar critica por conductimetria.

Como se puede observar en la figura, existe un variacién de la
pendiente en la representacion de las medidas de conductividad. Teniendo en
cuenta estos datos, y trazando ambas rectas de regresién correspondientes a
cada tramo, obtenemos la concentracién micelar critica del surfactante, la cual
vendri dada por el punto de interseccion de ambas rectas [124]. Se debe tener
presente que la concentracién micelar critica obtenida se utiliza como valor de
referencia, trabajandose siempre a concentraciones minimas 2 o 3 veces
superiores a la calculada. De esta forma, se tendrd la certeza de trabajar
siempre con sistemas en los que existen o estdn presentes los agregados
micelares.

Los valores de la concentraciébn micelar critica, calculados para los

diferentes surfactantes mediante esta técnica se muestran en la Tabla VIII.
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1.2.- Cdlculo de la temperatura crifica a la que se produce el proceso de
FPunto de Nube.

La separacion de una disolucién que contiene un surfactante, en las dos
fases isotrépicas (fase acuosa y fase rica en surfactante) se produce mediante la
alteracion de las condiciones en las que se halla el medio. Cuando el
surfactante, o los surfactantes, que estdn en disolucién son no i6nicos o
zwitteriénicos, la aparicién de ambas fases se obtiene variando la temperatura a
la que se encuentra la disolucién. La separacién que se obtiene mediante este
proceso se denomina “separacion por punto de nube” y la temperatura a la cual
aparecen ambas fases se denomina “temperatura de punto de nube” 6
“temperatura critica”. En funci6n del tipo de surfactante con el que se realicen
las investigaciones, se pueden encontrar dos situaciones diferentes: que la
temperatura a la cual se produce el proceso sea superior a la temperatura
ambiente, o sea inferior.

Como se ha mencionado previamente, los surfactantes que se utilizan en
este trabajo de investigacion son surfactantes polioxietilénicos, y se
caracterizan por presentar temperaturas criticas superiores a la temperatura
ambiente, Por tanto, para producir la separacién se deberad incrementar la

temperatura a la que se encuentra la disolucion. El efecto de la temperatura

sobr ucién que contiene un medio micelar, se contempla al

w
E
[

representar graficamente la temperatura que debe alcanzarse para observar la
aparicion de las dos fases frente a la concentraciéon de surfactante en la
disolucién. Estas graficas se denominan “diagramas de fases” e indican la zona
en la que esta presente una Gnica fase, y la zona donde coexisten ambas fases.
Para la obtencién de los diagramas de fases se han preparado diferentes
disoluciones conteniendo cada una de ellas, una concentracién de surfactante
conocida que varfa en un intervalo comprendido entre 0.05-5% ®/v), v
sometiéndolas posteriormente a un incremento de temperatura progresivo, de

5 C, la cual se mantenfa durante 10 min. (tiempo suficiente para que se
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estabilice la disolucion y se observe la separacion). Las variaciones en la
temperatura se realizaron manteniendo las disoluciones en el interior de un
bafio termostatizado, y estando las mismas en tubos cerrados. La temperatura a
la cual se produce la separacion de las fases se considera como aquella en la
que la disolucién presenta un enturbiamiento y se observa la presencia de
ambas fases. Cuando la concentracion de surfactante en disolucion es pequefia,
no se observa la aparicién de una fase rica en surfactante homogénea, sino que
el surfactante se agrupa formando pequefias gotas. Esto es debi(io a que la
insuficiente como paf* gue se forme
una fase completa. A medida que la concentracién aumenta, se observa la
aparicién de una fase rica en surfactante mis homogénea, hasta alcanzar un
punto en el cual la separacion es completa y bien diferenciada.

Los diagramas de fases de algunos de los surfactantes en estudio,
obtenidos de representar la temperatura de enturbiamiento frente a la
concentracién de surfactante en disolucién, se muestran en la Figura 11. Hay
que resefiar que todos los surfactantes estudiados presentan el mismo
comportamiento al observado en otros estudios realizados anteriormente
[101,125].

La curva dada por el diagrama de fases, nos indica aquellas
aquellas para las cuales solo hay una fase. La zona situada por debajo de la

curva es aquella en la no existe la separacién, mientras que la zona que se

encuentra por encima de 1a curva, es en la cual coexisten ambas fases.
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Figura 11.- Diagramas de fases de tres surfactantes no i6nicos

Como se puede observar, la curva se caracteriza por presentar dos
zonas diferenciadas que vienen caracterizadas por dos rectas de pendiente
diferente. En estas graficas, la temperatura critica por encima de la cual se
debe trabajar para obtener la separacion de las fases, es calculada a partir del
punto de corte de dichas rectas [89]. Las temperaturas criticas resultantes de
realizar el diagrama de fases para los diferentes surfactantes en estudio se

muestran en la Tabla VIII.
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Tabla VIII.- Caracteristicas calculadas para los surfactantes utilizados.

Surfactante c.m.c.” T2(°C)*
Genapeol X-080] 5.0x10° 7545
- Brij 30 6.4x10° 8545
Brii 35 1.7x10% 12545
Brij 56 6.7x107 8045
Brij 76 3.5x10 80+5
Brij 97 1.7x10° 85+5
POLE 6.4x10° 90+5

# Concentracién micelar critica; * Temperatura critica
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2.- Optimizacién del procese de separacién de fases en la metodologia de

extraccion por Punto de Nube:

Es bien conocida la existencia de diversos factores que influyen en el
proceso de separacién de fases propiamente dicho. Estos factores actan
variando la concentracion micelar critica del surfactante en disolucién y por
tanto tendrdn un efecto notable en el proceso de separacién. Las condiciones de
trabajo para que se produzca la separacion de fases por “punto de nube” se
establecen en base a la concentraciones criticas y temperaturas establecidas.
Por tanto, si a la disolucién acuosa de surfactante se le alteran las condiciones,
bien por adicién de diferentes analitos o por variacidon de otros factores, se
deberd estudiar el efecto de las mismas en el proceso de separacidn.

Paralelamente al estudio llevado a cabo para la determinacién de la
temperatura critica, se ha estudiado la relacién existente entre el volumen
extraido de fase rica en surfactante tras el proceso (Vs), y el volumen de la fase
acuosa (V). La relacion que se obtiene indica el grado, o factor en el que se
preconcentrard el analito presente en la muestra a analizar. Por esto, a esta
relaciéon se la conoce como “factor de preconcemtracion”. Los factores de
preconcentracién obtenidos mediante esta técnica son elevados, puesto que el
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reducido [98,126,127]. El volumen de fase rica extraido dependera de la
cantidad de surfactante en disolucién, es decir, de la concentracién del mismo.
Debido al reducido volumen de la fase rica en surfactante, siendo ésta la que
interesa, es necesario establecer un volumen de la misma suficientemente alto
como para que su manipulacién no conlleve problemas y los resultados sean
reproducibles. Por tanto es necesario optimizar dicho volumen manteniendo al
mismo tiempo un factor de preconcentracién aceptable. Por otra parte el
establecimiento de un factor de preconcentracién nos condicionara la

concentracién inicial de analito que debe estar presente en la muestra original
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para poder ser determinado. De esta forma, el factor de preconcentracion que
se deba utilizar, dependerd en gran medida de la concentracion imicial de
analito que se quiera determinar.

Los principales factores que van a afectar al volumen de fase rica en
surfactante extraido tras el proceso de separacion son: la concentracion final de
surfactante en disolucién, el volumen de surfactante afiadido y la fuerza idnica

del medio.

La cantidad de surfactante en disolucién es un pardmetro que determina
claramente el volumen de fase rica en surfactante que se extrae, y su
determinacion dependera de la cantidad minima de fase que se requiera para la
realizacion de los andlisis posteriores [89,110].

Para el estudio del efecto producido por este pardmetro, disoluciones
con diferente concentracion de surfactante en un intervalo entre 0.05-5% (p/v),
habiéndose afiadido a todas un volumen constante de 5 ml. de disolucién patrén
y enrasdndose con agua hasta alcanzar los 10 ml., se sometieron al proceso de
separacion de fases.

Una vez separadas las dos fases, las muestras se centrifugan durante 5

entrifi

LLat By L5 -

min. a 3500 r.p.m. El proceso de

separacién de las fases y su posterior extraccién. Para mantener las dos fases
que se han obtenido en el proceso de punto de nube, y teniendo presente que
las mismas se mezclan nuevamente para formar una sola fase cuando la
temperatura disminuye por debajo de la temperatura critica, los portatubos de
la centrifuga se mantienen calientes. De esta forma se evita la reversibilidad del
proceso.

Para calcular el factor de preconcentracién hallamos la relacién (Va/Vs)
para los volimenes obtenidos tras el proceso de punto de nube. Los resultados

se muestran en la Tabla IX.

W
W
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Los resultados obtenidos indican una clara disminucién en la relacién
entre los vollimenes, es decir, en el factor de preconcentracion, al aumentar la
concentracién de surfactante en disolucién. Esta disminucion es bastante
pronunciada hasta un valor aproximado de concentracién de surfactante al 1%
(p/v) a partir del cual esta variacién se hace mas suave, pudiendo considerarse
practicamente constante para el caso del Genapol X-080, Brij 56 y Brij 97. Este
comportamiento estd en concordancia con los resultados obtenidos en otros
estudios [4,126,128] en los que se hace referencia al efecto de la concentracién
de surfactante en disoiucion.

Al igual que se establece la temperatura critica por encima de la cual se
debe mantener la disolucién para obtener la separaciéon en las dos fases
isotrOpicas, también es necesario establecer la concentracién Optima de
surfactante en disoluciéon. Como se ha comprobado el efecto de la
concentracién de surfactante en disolucién sobre la relacién de volimenes entre
la fase rica en surfactante y la fase acuosa, y teniendo en cuenta la necesidad de
un volumen de fase rica en surfactante que permita un adecuado manejo de la
misma, la concentracién de trabajo se¢ ha establecido en el 2% (p/v). Los
volimenes que se obtienen para esta concentracién son adecuados, y permiten

ademds la obtencion de un factor de preconcentracién adecuado.
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Tabla IX.- Relacién de volimenes (Va/Vs) para los diversos surfactantes.

Concen.Surf.| Genapol | Brij | Brij | Brij | Brij | Brij POLE
% (p/v) X-08¢ 3¢ 35 56 76 &7
0.05 50.0 * * 33.0 * 65.7 *
0.1 200 ' * 1 16.0 | 99.0| 49.0 *
0.38 - 125 99.0 | 99.0 | 11.1 | 49.0| 27.6 *
8.50 100 65.71 49.0 | 10.0 | 32.3| 24.0 | 49.0
-1.60 10.0 39.0 | 32.3 82 |19.0] 9.0 | 21.2
3.00 8.2 3231 240 82 | 8.0 | 8.1 11.5
5.00 7.8 # 19.0 | 7.6 # 7.4 8.1

* El volumen de fase rica en surfactante era demasiado pequefia para poder medirse.
# La disolucion obtenida no es completamente homogénea para esta concentracion.

2.2.- Variacién del volumen de surfactante afiadido a la disolucion

Otro factor que puede tener influencia sobre el proceso de separacion, y
por tanto, sobre la relacion entre los volimenes extraidos, es el volumen de
disolucién patrén de surfactante afiadido a la muestra. Para el estudio de este
pardmetro se prepararon diferentes disoluciones a las que se afiadia diferente

actante, manteniendo fija la concentracién final de este en las

[P BB R e ) o

o

mismas. La concentracién final de surfactante se establecié en 2% (p/v), valor
obtenido a partir del estudio anterior.

El volumen afiadido a la disoluci6n se vari6 dentro del intervalo de 1.0-
8.0 ml., pero manteniendo constante el volumen total de la disolucion en 10
ml. Los resultados obtenidos para los diferentes surfactantes tras el proceso de
separaci6én por punto de nube, y centrifugacion durante 5 min., se muestran en
la Tabla X.

w
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Tabla X.- Relacién de voliimenes (Vai/Vs) obtenidos con la variacién del volumen

de surfactante afadido.
Surfactante
V.Afiad. | Genapel | _ .. . . B R
( ml‘)’ “‘f}z‘_f.fg@m Brij 30 | Brij 35 | Brij 56 | Brij 76 | Brij 97 | POLE
2.0 9.0 10.1 15.7 10.1 7.3 10.1 15.7
4.0 9.0 13.3 15.7 9.0 15.7 13.3 16.1
6.6 9.0 19.0 21.2 11.5 13.3 19.0 16.3
8.0 10.1 [323]323] 90 [ 101 490 | 15.8

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se observan dos tipos de
comportamiento diferenciados para los distintos surfactante. Uno, en el cual la
variacién del volumen afiadido no es un factor importante, es decir, la relacién
entre volimenes se mantiene préicticamente constante y por tanto el volumen
final de fase rica en surfactante no se ve alterada por el volumen afiadido, caso
del Genapol X-080, Brij 56 y POLE; y un segundo comportamiento en el cual
se observa una variacién lineal de la misma, bien una disminucién, caso del
Brij 76, o bien un incremento para los restantes.

Una forma méas clara de ilustrar estos comportamientos es la
representacion grafica de los valores obtenidos para cada caso. Un ejemplo del
resultado que se obtiene de este estudio se muestra en la Figura 12, donde se
representa el volumen extraido frente al volumen de surfactante afiadido.

Como la finalidad de los estudios realizados es la optimizacién del
proceso, teniendo presente las dificultades que se plantean con el volumen
reducido de fase rica en surfactante, y observando los resultados, se ha
decidido fijar el volumen de surfactante a afiadir en 4 ml. como el mas
adecuado a la hora de preparar las disoluciones que posteriormente ser4n obijeto

del proceso de separacién por punto de nube.
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Figura 12.- Volumen de fase rica en surfactante extraido frente al volumen de

surfactante afiadido.

2.3.- Fuerza wmca del medzo ;

Es sabldo que la fuerza i6nica del medm produce variaciones en los
coeficientes de actmdad puesto que éstos presentan una relac16n logantmlca de
tipo lineal con la misma. Por tanto, este factor puede afectar a la solubilidad
del surfactante, v en consecuencia a la separacion de fases [105} Por otro lado,
la adicién de sales produce una disminucién en la temperatura del proceso de
punto de nube [103,104,129]. Pero el efecto de la adicion de sales a la
disolucion sobre el volumen de fase rica en surfactante extraido, no esta muy
bien establecido. Algunos autores han observado que la adicién de electrolitos a
concentraciones inferiores a 0.01 M no producen variaciones significativas en
el proceso de extraccién por punto de nube [130,131], mientras que algunos
otros indican una concentracién de 0.1 M como aquella a partir de la cual

aparecen efectos apreciables [105,131]. Pero cabe citar trabajos en los que se

un
fe)
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ha observado que la adicion de electrolitos no siempre afecta al volumen
extraido, independientemente de la concentracion de los mismos [103,104].

Para determinar el efecto de este pardmetro en las condiciones de
trabajo utilizadas en esta Tesis, se ensayaron diferentes concentraciones de
KNOs en la disolucion. El intervalo de concentraciones de estudio comprendié
valores del 1 al 10% (p/v), que corresponden a concentraciones superiores a
0.1 M, puesto que se ha considerado que para concentraciones inferiores a ésta
no se observan efectos notables.

Los resuitados obtenidos se muestran en la Tabia XI y Figura 13.

Tabla XI.- Volumen de fase rica en surfactante extraida tras la adicién de KNQCs.

Surfactante
KNOs Gggggl Brij 30 | Brij 35 | Brij 56 | Brij 76 | Brij 87 | POLE
1% 0.7 0.2 0.1 1.0 0.7 0.8 0.6
3% 0.9 0.2 0.1 0.7 0.7 0.8 0.6
5% 0.7 0.3 0.2 0.4 0.7 0.8 0.5
7% 0.8 0.2 * 0.3 0.6 0.8 0.6
9% | 1.0 0.1 * 0.2 0.6 0.7 0.5

* No se pudo medir correctamente debido al poco volumen de fase rica en surfactante
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1.00 — 1.00 —

o
Vext. (mi) ] Brij 7 Vext. (mi) ]
080 — ot 0.30 —
_ T~ _ Brij 56
0.60 — 0.60 —
0.40 — 0.40 —
0.20 —f 0.20 —
0.00 I A A B B A 0.00 I I O B I I B
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 0.0 20 4.0 6.0 8.0 10.0
%{p/v) KNO3 %(plv) KNO3

Figura 13.- Volumen de fase rica en surfactante frente a concentracién de KNOs.

El volumen de fase rica en surfactante extraido es independiente de la
adicién de KNOs, salvo para el caso del Brij 56, el cual presenta una
disminucién del volumen extraido al aumentar la concentracion de sal afiadida.

Por otro lado, cabe resefiar que la adicién de la sal facilita la extraccién
de la fase rica en surfactante tras el proceso de separacién. Esta observacién
también se ha podido comprobar en trabajos previos donde se indica que la
presencia de sales en disolucién aumentan y estabilizan las fuerzas
las micelas, con lo que las mismas
aparecen a concentraciones més reducidas y aumenta la densidad de la fase
acuosa, lo que permite una mejor separacién de la fase micelar respecto a la
fase acuosa [104].

Teniendo presente estos resultados, podemos indicar que la metodologia
en estudio puede ser aplicada a diferentes muestras de agua de mar

independientemente de la zona de procedencia de las mismas, puesto que €s

bien conocida la variacién de salinidad que existe de unas zonas a otras.
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2.4.- Otros factores

Aparte de los deséritos anteriormente existen ademds otros factores que
pueden afectar al volumen extraido. Estos factores son principalmente la
presidn a la que se somete el sistema, y la adicion de disolventes organicos. En
este estudio no se ha tenido en cuenta los efectos que puede producir la
variacion de presion en el sistema, puesto que las diferentes muestras se han
mantenido a presién constante (atmosférica), y por tanto no deberian aparecer
variaciones en el volumen de fase rica extraida.

Por otro lado, en referencia a la presencia de disolventes orgéanicos, hay
que indicar que la proporcién y tipo de disolvente organico en las disoluciones
se ha mantenido siempre constante en un 2% (v/v) de etanol. Todos los
estudios se han realizado utilizando este disolvente, ya que las disoluciones
iniciales de los analitos a estudiar en la presente Tesis se han preparado en
etanol, al presentar los mismos una excelente solubilidad en dicho disolvente
organico. Por ello no se ha realizado ningin estudio del efecto de otros

disolventes organicos sobre el volumen de fase rica en surfactante extraido.
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3.- Caracteristicas Espectrofluorimétricas de los PCBs y PCDFs en los

diferentes medios micelares

A la hora de la determinacién de los diferentes compuestos a analizar se
deben optimizar todas aquellas condiciones que permitan mejorar . la
sensibilidad y selectividad de la técnica y metodologia que se utilizan. En este
trabajo se aplica la fluorescencia ‘como técnica acoplada a la Cromatografia
Liquida de Alta Eficacia para la determinacién de los analitos en estudio (PCBs
y PCDFs). Por tanto serd necesaria la caracteriz
analitos, respecto a esta técnica, para su posterior identificacién -y
cuantificacion.

La espectrometria de fluorescencia es una técnica muy ttil en andlisis
cuantitativo por su gran sensibilidad y selectividad, y también por su rapidez y
su relativamente bajo coste. Pero debe tenerse en cuenta, que la modificacion
del entorno en el que se encuentra la sustancia a analizar, puede afectar
profundamente a los espectros de fluorescencia.

En el desarrollo de los estudios comprendidos en este trabajo, los
diferentes analitos se van a encontrar en diversos medios micelares (fase rica en
surfactante). Los sistemas micelares constituyen microentornos que pueden

nies

1V a2z AAAALR AR L, B b e

[¢]

n los espectros de excitacién y emisién
de muchas moléculas, asi como en la intensidad de fluorescencia emitida,
apareciendo aumentos de la sensibilidad, disminucién de las interferencias y
mayor simplicidad experimental [132-137]. El aumento en la intensidad. de
fluorescencia puede deberse a:

« Una proteccién del fluoréforo cuando se encuentra en el interior de
la micela, reduciendo el efecto quenching vibracional de la red
acuosa.

+ Reduccién del quenching producido por el oxigeno.

. Alteracién de las propiedades fotofisicas del medio.

=)
(5]
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Todos estos factores tienen como resultado una mayor proteccion del
estado singuelete excitado por lo que los procesos radiantes compiten con otros
procesos de desactivacion [132].

Pero el efecto beneficioso de las micelas no es igual para todos los
medios, por lo que en cada caso concreto serd necesario elegir el medio micelar
y las condiciones mds adecuadas al sistema con el que se trabaja [133].

En el presente capitulo se pretende establecer la influencia de los
diversos sistemas micelares en la fluorescencia de los PCBs y PCDFs en
estudio, y que pueden afectar a su posterior determinacién. Las condiciones de
trabajo se establecieron en:

- una concentracion de surfactante en disolucién igual a dos veces la
concentracion micelar critica, previamente determinada, con lo cual
se asegura la presencia de micelas en el medio.

- una concentracion de etanol en disolucién del 2% (v/v), para

asegurar que el analito se encuentra disuelto.

La caracterizacidén fluorescente de los diferentes analitos en estudio se
ha llevado a cabo mediante la técnica de espectrofluorimetria convencional, en

la cual los espectros de emisién se han realizado excitando los compuestos a

barrido de longitudes de onda emitidas (Aem). El espectro de excitacién se
realiza barriendo las longitudes de onda de excitacion (Ae) mientras que la
longitud de onda de emision (Aen), permanece fija. Algunos de los espectros,
tanto de excitacion como de emisién, obtenidos para los PCBs, en las

condiciones anteriormente citadas, se muestran en las Figuras 14 y 15.
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100.0 — 4000 —
50.0 — 2000 —
. I === e I | | 1
240.0 280.0 320.0 2400 280.0 3200
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
Espectro de excitacion Espectro de excitacion
_____ Espectro de emision ____ Espectro de emision
Figura 14.- Espectros de fluorescencia Figura 15.- Espectros de fluorescencia
del MBF en Brij 30. del TriBF en POLE.
Aex = 254 nm  Aew= 351 nm Aes = 261 nm Aem= 328 nm

El estudio de los PCDFs se realizé de la misma forma que en el caso
anterior, y algunos ejemplos de los espectros obtenidos para los diferentes

analitos se muestran en las Figuras 16 y17.
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Figura 16.- Espectros de fluorescencia del
DBFo en Brij 30.
Aex = 278 nm  Aem= 316 nm

2600 2800 3000 3200 3400
Longitud de onda (nm)

Espectro de excitacion
___ Espectro de emisién

Fig. 17.- Espectros de fluorescencia
del DiCDF en POLE.
Aex =292 nm Aem= 333 nm

Las longitudes de onda mdximas, tanto de excitacién como de emision,

obtenidas mediante estos barridos, asi como los incrementos de las intensidades

de fluorescencia en los diferentes medios micelares (I), respecto a la fase

acuosa (Io), se presentan en las Tablas XII y XIII.
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Para la determinaciéon de los diferentes PCBs y PCDFs en mezclas
mediante Cromatografia Liquida de Alta Eficacia - Deteccién Fluorescente, ha
sido necesario establecer unas nuevas condiciones fluorescentes para los
diversos analitos. Las longitudes de onda maximas establecidas para los
diversos medios micelares utilizados, asi como en medio acuoso, se muestran
en la Tabla XIV. Estas longitudes se establecieron teniendo en cuenta las
longitudes méximas individuales en cada caso, y tomando una longitud de onda

intermedia, considerada como la mas adecuada para los diferentes analitos de

Tabla XIV.- Longitudes de onda éptimas para muestras que contienen mezclas de
los diferentes analitos en estudio.

Agua Genapol X-080 | POLE

kex }\.em A,ex km xex Kem
BF 260 315 260 316 260 316
DBFo
MBF
1-CDF
DBF 270 325 270 325 260 330
2.CDF
TriBF
TBF 270 341 270 335 260 330
3-CDF
PBE 360 335 303 336 260 335
4-CDF
HBF 259 | 306 264 335 267 352
SCDF 300 | 336 205 344 258 335

* Las longitudes de onda, Aex ¥ Aem, vienen dadas en nm.
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4.- Optimizacién de la metodologia de separacién por Cromatografia

Liquida

Tanto los PCBs como los PCDFs son compuestos altamente tOxicos,
pero dentro de los mismos existen congeéneres con mayor o menor grado de
toxicidad. Esto hace que sea necesaria la identificacion de cada uno de ellos,
puesto que sus niveles permitidos varfan. Ademas, no s6lo es necesaria su
identificaciéon dentro de la misma familia, sino cuando se encuentran en
mezclas que contienen compuestos de diversa naturaleza € importancia.

Por tanto, a la hora de analizar una muestra para determinar estos
compuestos, la presencia de gran cantidad de compuestos adicionales a los
mismos, hace necesaria la aplicacion de metodologias que permitan su
separaci6n o aislamiento. Pero ademds de esta preseleccion, se hace necesaria
la identificacién individual de cada uno de los analitos en la muestra tanto para
la realizacién de analisis de cardcter cualitativo como cuantitativo.

La principal técnica que permite la separacién (bien como pre-
extraccién o como técnica de identificacién) es la Cromatograffa. Esta técnica
de separacién, en todas sus diversas clases (cromatografia de gases, liquida, de
papel, en columna, etc.), se basa en procesos sencillos y teniendo siempre en
cuenta las diferentes caracteristicas y propiedades d
separar.

Un punto importante a tener en cuenta a la hora de realizar los analisis
pertinentes, es el conocimiento de las limitaciones impuestas bien por el tipo de
muestra con la que se trabaje, o bien por el medio en el que los compuestos se
extraen. Por ejemplo, cuando se trabaja con cromatografia de gases, los
analitos deben estar en muestras que puedan pasar a estado gaseoso sin
descomponerse; en cromatografia liquida, las muestras a analizar deben estar

en forma liquida, etc. De todas estas metodologias aquellas que mayor

70

@ Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



RESULTADOS Y DISCUSION

aceptacién o mayor aplicacién tienen, son la cromatografia de gases y la
cromatografia liquida.

En las investigaciones realizadas a lo largo del desarrollo de esta Tesis,
se ha trabajado con diferentes matrices, pero todos los procesos de extraccién
se han llevado a cabo con medios micelares. Por tanto, es necesaria la
aplicacién de una técnica que ademas de una buena separacién, reduzca los
problemas que puedan generarse entre la fase movil y el medio en el que la
muestra se encuentra. Esta técnica es la Cromatografia Liquida, la cual
resenta una fase mév
que se encuentran los analitos una vez extraidos.

Una vez que tenemos establecida la técnica de separacién, es necesario

optimizar la misma para alcanzar los mejores resultados.

4.1.- Establecimiento de los parametros que controlan la separacién.

La separacién, y posterior determinacién, de los diferentes analitos
objeto de estudio en esta Tesis (PCBs y PCDFs), se ha llevado a cabo mediante
la utilizacién de la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC),
y como en todas las técnicas de andlisis, es necesario realizar un estudio que
permita optimizar los diferentes pardmetros que intervienen en la misma, para
poder mejorar los resultados. En HPLC la optimizacién de la metodol
requiere:

1.- Buena resolucién entre los picos que representan los diferentes
analitos. Para ello se debe optimizar principalmente, la composiciéon de fase
movil, que controlard en mayor o menor medida las interacciones analito - fase
estacionaria, que son las que permitirdn una mejor o peor separacién de los
compuestos.

2.- Tiempo de anélisis relativamente corto. Los analisis deben realizarse
en el menor tiempo posible, para lo cual se debe establecer un flujo de fase

movil adecuado.
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Por todo ello, la optimizacién del proceso de separacidn por HPLC, se
habri obtenido cuando se establezcan las condiciones de composicion y flujo de
la fase movil, que permitan una buena resolucién y un tiempo de andlisis
relativamente corto.

El estudio realizado para este fin, ha consistido en establecer las
condiciones de composicién de la fase mévil metanol:agua (v/v), que permita el
analisis tanto cualitativo, como cuantitativo de los diferentes analitos. Las
condiciones iniciales se establecieron en un flujo de 1 ml.min.” y una fase
movil de metanol al 100% (v/v). Para la determinacidon de los PCBs se
inyectaron en el cromatografo diversas disoluciones que contenian mezclas de
los siete analitos en estudio. Tras comprobar que con estas condiciones no se
obtenfa una separacion satisfactoria se varié la proporcion de agua afiadida a la
fase moévil. La composicién de la fase mévil fue varidndose hasta aicanzar una
relacion adecuada entre separacion de los analitos y el tiempo de andlisis. Estas
condiciones son:

1.- Fase movil: Metanol:Agua (85:15 v/v)

2.- Flujo: 1 ml.min"

Un ejemplo del resultado obtenido bajo estas condiciones se muestra en
la Figura 18

que nos permite realizar tanto analisis de cardcter cualitativo como cuantitativo

de los mismos.
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Figura 18.- Elucién de los diferentes PCBs en condiciones de fase wmdvil
metanol:agua (85:15 v/v}) y flujo de 1 ml.min™
1.- BF; 2.- MBF; 3.- DBF; 4.- TriBF; 5.- TBF; 6.- PBF; 7.- HBF

z

Para la determinacién de los seis PCDFs, se realizO nuevamente el

- .
AnAdini annaa

4
as mcjores CcondaiCiones ac

N

separacion, se comprobd que éstas son las mismas que las establecidas para el
andlisis de los PCBs. El cromatograma obtenido en el andlisis de una mezcla de
seis PCDFs, bajo las condiciones Optimas establecidas, se muestra en la Figura
19.
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Figura 19.- Elucién de los diferentes PCDFs en condiciones de fase mdvil
metanol:agua (85:15 v/v) y flujo de 1 ml.min"’
1.- DBFo; 2.- 1-CDF; 3.- 2-CDF; 4.- 3-CDF; 5.- 4-CDF; 6.- 5-CDF

En el caso del analisis de los diversos analitos presentes en muestras que

contienen mezclas de PCBs y PCDFs conjuntamente, el estudio realizado ha

previas no son las mas adecuadas, puesto que bajo estas condiciones, aparecen
picos solapados 0 enmascarados por analitos vecinos. Debido a esto, ha sido
necesario establecer nuevas condiciones cromatograficas para esta mezcla,
utilizdndose un sistema en gradiente. La optimizacién de las condiciones de un
sistema en gradiente, requiere no sélo variar la composicion de la fase movil a
lo largo del tiempo, sino también el establecer unos intervalos de tiempo para
cada composicién. Tras diversas modificaciones de estos dos parametros, la
mejor resolucion se obtiene para las condiciones de fase moévil metanol:agua

(v/v) 75:25 (0-6 min.), 85:15 (6-10 min.) y 90:10 (10-30 min), y flujo de 1
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ml.min”. Bajo estas condiciones se ha logrado identificar 11 de los 13 analitos

presentes en la mezcla. El cromatograma obtenido se muestra en la Figura 20.

4500 — 2
- — 20.0
Rel.Flu.
Int.
3000 — 10
1800 — — 10.0
11
0.0 — /
/
l i
5.00 10.00 15.00 20.00 - 25.00 30.00

Tiempo (min.)

Figura 20.- Elucién de una mezcla de siete PCBs y seis PCDFs, bajo condiciones
de gradiente.

1.- BF; 2.- DBFo; 3.- MBF; 4.- 1-CDF; 5.- DBF; 6.- TriBF; 7.- 3-CDF; 8.- TBF;

9.~ 4-DCF; 10.- HBF; 11.- 5-CDF

4.2.- Caracteristicas analificas de los métodos de separacion.

4.2.1- Tiempos de retencién

Los tiempos de retencién caracteristicos para cada compuesto, por un
lado la familia de los PCBs, y por otro para los PCDFs, se obtuvieron
inyectando varias réplicas (n=5) y calculando la media de los tiempos
obtenidos en cada caso, bajo las condiciones 6ptimas de analisis previamente

establecidas para cada familia de analitos por separado. La variacién de estos

~J
W
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tiempos, en funcién del medio micelar utilizado, no es significativa. Los
resultados obtenidos para los diferentes analitos integrantes de cada familia en

estudio, se muestran en la Tabla XV.

Tabla XV.- Tiempos de retencién para las familias de los diferentes analitos en
estudio.

Analito | t* o# Analito | t* | of
BF 2.5 10.034 DBFo 2.9 10.007
MB¥ 3.3 | 0.057 1-CDF | 3.5 |0.011
DBF 4.3 |0.025 2-CDF | 5.4 [0.006
TriBF | 5.7 | 0.021 3-CDF | 8.5 [0.009
TBF 8.3 |0.011 4-CDF | 12.2 10.031
C

PBF 13.7 | 0.011 5-
HBF 22.0 | 0.050

DF | 30.0 10.065

* Tiempo de retencién en minutos. Media de cinco valores.
# Desviacion Estandar

En el caso de una mezcla de PCBs y PCDFs, los tiempos de retencién
que van a caracterizar a los analitos son diferentes a los obtenidos
anteriormente. Esta diferencia es debida a la variacién de las condiciones
cromatograficas utilizadas para determinacién de los mismos; se ha pasado de
unas condiciones isocréticas, a otras de gradiente. Los tiempos de retencién de
cada compuesto de la mezcla se muestran junto a los tiempos individuales en la
Tabla XVI.
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Tabla XVI.- Tiempos de retencién de los diferentes compuestos en la mezcla

Analito tr o#
BF 5.72 0.011
DBFo 6.24 0.021
MBF 9.04 0.032
1-CDF 11.3 0.024
DBF 12.32 0.016
TriBF 12.69 0.012
TBF 14.39 0.013
3-CDF 14.88 0.021
4-CDF 17.25 0.011
HBF 21.64 0.019
5-CDF 27.62 0.021

* Tiempo de retencién en minutos. Media de cinco valores.

# Desviacion Estandar

4.2.2.- Curvas de calibrado

Con la finalidad de establecer el intervalo de concentraciones en el que
se observa una relacion lineal entre la intensidad relativa de fluorescencia y la
concentracién de analito, se han realizado las correspondientes curvas de
calibrado en los diferentes intervalos de concentracién requeridos dependiendo
del tipo de matriz que se desea analizar. Teniendo esto en cuenta, se han
establecido dos intervalos distintos para el estudio de muestras acuosas, y un
unico intervalo, inferior a los anteriores, para la .determinacién de los
compuestos en muestras solidas (sedimentos y organismos). Esta distincion, se

debe al hecho de que las concentraciones a determinar cuando se trabaja en

sedimentos, se ven reducidos por la propia metodologia.

~}
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Es necesario destacar que la intensidad relativa de fluorescencia que
presentan los analitos, varfa en funcién del medio micelar utilizado. Por tanto,
serd necesario establecer una curva de calibrado para cada uno de los
compuestos en estudio, en los diferentes surfactantes utilizados como
extractantes. _

Los parametros obtenidos para las diferentes curvas de calibrado
establecidas para la determinacién de los PCBs, tanto en muestras acuosas
como en sedimentos, se muestran en las Tabla XVII. Los coeficientes de
correiacién no se muestran en esta tabla, puesto que para todas las curvas se

obtuvieron valores superiores a (.999.

Tabla XVII.- Caracteristicas de las rectas de calibrado obtenidas para la
determinacion cuantitativa de PCBs en diferentes intervalos de
concentracion.

A) Intervalo 0.01-0.1x10°M (para muestras en sedimentos marinos)

Genapol
X-080

Analito | A* B’ A* B
BF 23.4 | 0.56 | 20.2 | 21.9
MBE | 452 | -0.12 ) 438 | 0.
DBF 4770 | 0.27 | 456 | 1
TriBF | 2.78 | -0.15 | 3.48 | -0.33
TBF 7.42 | 042 | 838 | -0.14
PBE 2.53 | -1.09) 3.04 | -1.45

HBF 0.88 | -0.2 | 3.03 | -1.24

POLE

A*: Pendiente (x10) ;B*: Ordenada en el origen (x10°%)

78

@ Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



£00Z ‘[eNbiq edsjoljqig "BUEUED UBID 8P Seuled SeT 9p PepIsIeAun @

RESULTADOS Y DISCUSION

(,-01%) uaBLI0 [2 Ud BPRUAPIQ #H (, 01 X) AUSIPUY 1,V

1000 | 88°0 } ¥£°0 | 98°0 | 6V°0 160 99°'1 Wwe ) Le0 | vOCT | €1°0- | T6'0 | 49H
$8°0 | €V'C | LET | TTT | TUO- | 00T | 650 | TH'T | 6270 | 89°0 |:90°0 | 6€T| 44ad
0C0 | P€°1 | 9F'e | V9'L | 61 T8 TST | 886 | 80 | TLL | OUTL | 18L ] a4l
10°C | 8L°C | SO'T | TL'T { 9T0- | 18T | TOO- | S8T | SO'YT | 08°C | 6T0 | ¥6'C | A9HL
910 | ¥'¥1 1 61°0-| 167 } C81 |- 61 LUT 16£9 | TL'T | 69°C | LS'T | €65 Jdd
0cy | 6'€T | T1°C | €€°6 | 890 (44! 61°'1 | vLy | LTY | OLTT | 08°C | §°C1 | 44N
8% 1 9°CC | S1T9 | SOOI | 690 | 8IC 16 | OVC | OCT | OT'ST | €€°¢ | 8EC| a4
A ¥V A #V | «V A «V A *V A £V | onpeuy
L6 fig oL fug 9s g s¢ fug o¢ fig 08¢-X [odeuasy

W ¢ 0TX0°T = T°0 :03uey(q

79




£00Z ‘[eNbiq edsjoljqig "BUEUED UBID 8P Seuled SeT 9p PepIsIeAun @

08

(,-01%) U9BLIO 13 US BPRUIPIQ #H -(,.01 X) AUSPU ..V

01°0- | €1°0 | CTI'0 | LI'O | 60°0- | ST°0 | 60°0- | 1€0 | LOT | ST°0 | 210 | LT'0 | A4IH
17’0 | 0C0 | 81°0 | 0T0 | #€0 | 61°0 | 200~ | 61°0 |T€0°0-| ¢SO0 | €1°0- | 1270 | Add
60 | 860 | TI'T | ¥S°0 | TT°L | 19°0 | 09°0 | ¥€'0 | 8€'0-| $9°0 | €1'T | T0L | AL
80°0- | 120 | ¢81 | §Z0 | 1T0 | 1€0 | 119 | 20T | 88¢ | 820 | #S°0 | €20 | AGAL
LTT | Ly'O | 180 | TEO | €ST | Lv'O | 60T | 900 | ¥S'T | Tv'0 | 06°0 | S0 | Adq
06v | 180 | €8°C | 650 | OTY | 18°0 | 09°0 | ¥€0 | 10°L | 08°0 | 96'S | ¥L0 | JAHA
80°C | €8'T | S8'T | LTI | SP'C | 66T | S6'S | 9U'C | ¥6'8 | €61 | v6'1 | L8T1 | 44
A *V A =V A +V M «V | 8 | =V | d | %V |oupuy
1.6 g 9L frag 9s fragy s¢ Mgy ¢ fg X %%m%@

N 0TX0'8 ~ 0°7 :08uey (O

b

NOISNIOSIA A SOOV.LINSHY



RESULTADOS Y DISCUSION

En el caso de los PCDFs se ha podido comprobar que las variaciones de
la intensidad de fluorescencia debidas a la presencia de los diferentes
surfactantes no son significativas, por lo que se ha establecido una curva de
calibrado para cada analito, independientemente del tipo de surfactante
utilizado en la extraccién. Esta curva de calibrado se ha obtenido utilizando,
para cada una de las concentraciones que componen la curva, todos los puntos
obtenidos para los diferentes surfactantes estudiados. Estos resultados se
muestran en la Tabla XVIIL. Los coeficientes de correlacién se han omitido

—~ +m Pl o s uaes s Acpendmen wrm]den 3w e o s s,

puesto que todas las curvas pr

Tabla XVIIL- Caracteristicas de las rectas de calibrado obtenidas, en distintos
intervalos, para la determinacién cuantitativa de los PCDFs.

" DBFo | 1-CDF | 2-CDF | 3-CDF | 4-CDF | 5-CDF

A*x10° | 447 | 016 | 1.17 | 112 | 3.4 | 0.12
o . 6.07 | 004 | 009 | 093 | 039 | 0.06
A*x10° | 11.8 | 064 | 112 | 618 | 252 | 0.78

s x10° | 400 | 013 | 1.00 038 | 1.10 | 0.18
A*x10° | 122 | 059 | 1.03 | 580 | 236 | 0.7
B0 | 148 | 015 | 139 | 366 | 011 | 007

1: Intervalo 0.01-0.1x10° M; 2: Intervalo 0.2 ~ 1.0x10° M; 3: Intervalo 2.0 - 8.0x10° M;
A*: Pendiente, B*: Ordenada en el origen

Para la determinacién de los diferentes analitos en las mezclas, se
establecieron nuevas curvas de calibrado, puesto que las condiciones son
diferentes. Para estas curvas de calibrado, las condiciones fluorescentes son las
establecidas en la Tabla XIV. Los diferentes pardmetros obtenidos para este

caso, se muestran en la Tabla XIX. En este caso se utilizaron dos surfactantes,
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puesto que se realizd para el estudio de los diferentes analitos en muestras de

sedimento, y en este estudio solo se trabajé con estos dos medios micelares.

Tabla XIX.- Pardmetros de las curvas de calibrado para la resolucién de mezclas

de PCBs y PCDFs.
Geanpol X-080 POLE

Analito A* B* A* B?
BF 1.46 8.46 1.480 0.88
DBFo 3.19 2.67 3.19 1.66
MBF 0.40 3.04 4.42 5.24
1-CDF 0.44 8.29 3.49 2.72
DBF 0.27 1.76 4.33 1.85
TriBF 0.25 2.52 2.53 6.28
TBF 0.84 0.12 4.38 14.3
3-CDF 0.42 0.19 3.85 9.44
4-CDF 1.67 3.15 2.89 10.2
HBF 0.10 -0.09 0.17 0.02
5-CDF 0.08 -1.03 0.10 0.01
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5.- Establecimiento de las condiciones éptimas de extraccién por “Punto de

Nube”

A la hora de establecer las condiciones 6ptimas de trabajo en una nueva
metodologia se deben estudiar todos aquellos factores que intervienen o afectan
en el proceso. La metodologia de extraccion por “pumto de nube” se ve
influenciada principalmente por tres factores principales: el tiempo de

equilibracién, la concentracién de analito en disolucioén y la concentracion de

5.1.- Efecto del tiempo de equilibracién en los porcentajes de recuperacion

Como se ha indicado anteriormente, el “tiempo de equilibracién” es el
tiempo en el cual se mantiene la muestra en las condiciones que permiten la
separacion de las fases. Durante este periodo los analitos interaccionan con las
micelas de surfactante, y se produce la particion de las moléculas de compuesto
entre la fase acuosa y la fase rica en surfactante. En funcién del tiempo en el
que se mantienen estas condiciones el equilibrio que se establece se verd
afectado, y por tanto el porcentaje de analito que se extraeré en la fase rica en
surfactante.

...... ra conocer la influencia de est
establecer el tiempo mas adecuado para obtener la méaxima recuperacion, se ha
realizado sometiendo a diferentes muestras que contenfan los distintos analitos,
al proceso de extraccion por punto de nube, para diferentes tiempos de

equilibracion: 10, 13, 15, 20 y 25 minutos.

5.1.1.- Efecto sobre los PCBs

Debido a las diferentes caracteristicas que presenta cada surfactante, los
resultados obtenidos para cada uno de ellos son distintos, y por tanto, * se

comentaran por separado.

o0
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5.1.1.1- Genapol X-080

Si se representan los porcentajes de extraccion obtenidos para cada uno

de los analitos en estudio, frente a los tiempos en los que se ha mantenido la
muestra bajo las condiciones de separacién (Figura 21), observamos que
existen dos comportamientos claramente diferenciados, que practicamente se
mantienen para altas y bajas concentraciones. Para la mayoria de los PCBs
estudiados, se observa un aumento de los porcentajes de recuperacion con el
tiempo, hasta alcanzar un méximo para un tiempo de 15 minutos, a partir del
cual las recuperaciones disminuyen.

Por el contrario, para el MBF, DBF y HBF, obtenemos un
comportamiento fluctuante, con variaciones para los dos intervalos de
concentracion:

- Para el caso de muestras donde los analitos se encuentran en bajas
concentraciones se pueden observar dos comportamientos, y se obtienen
dos tiempos diferentes para los cuales los porcentajes de recuperacién
son maximos, y que se corresponden con 13 y 20 minutos.

- A altas concentraciones se observa que a medida que aumenta el tiempo
de equilibracién el porcentaje de recuperacién disminuye ligeramente

hasta los 15 min. A partir de este tiempo vuelve a aumentar,

o superior a 20 minutos.

Estos dos comportamientos diferenciados tienen como consecuencia
principal que a la hora de realizar la determinacién de los PCBs presentes en
una muestra mediante la técnica de extraccion y preconcentracién por punto de
nube, sea necesario realizar varias veces el proceso, de forma que se obtengan
los datos mas precisos posibles. Los tiempos de equilibracién con los que
debemos trabajar serdn de 15 minutos para los analitos que componen el primer

grupo, y de 20 minutos para los analitos que componen el segundo, puesto que
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en el caso de altas concentraciones, para estos iltimos, las variaciones entre 20

y 25 minutos no son significativas.

a) Bajas Concentraciones

100.0 — PEF 100.0 —
%.Rec. | %Rec.
800 — 800 —
- BF TBF A
600 — 600 —
400 — 400 —
= TrBF -
200 — y 200 —
0.0 0.0
I | | 1 | I
| | l | | I l |
10.0 156.0 20.0 26.0 10.0 156.0 20.0 25.0
Tiempo(min.) Tiempo(min.)

b) Altas Concentraciones

100.0 — 1000 — HBF
% Rec. | % Rec. |
80.0 — “"\\IBF 800 —
= TrBF =
60.0 — BF 60.0 —
- PBF —
400 — 400 —
200 — 200 —

0.0 0.0
I | | | | |
l I l 1 | | | |
10.0 15.0 20.0 25.0 10.0 15.0 200 250
Tiempo(min.) Tiempo(min.)

Figura 21.- Efecto del tiempo de equilibracién en los porcentajes de recuperacién
de los PCBs en estudio utilizando Genapol X-080 como extractante,
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5.1.1.2.- Brij 30

Cuando utilizamos €l Brij 30 como medio extractante, encontramos que
todos los analitos en estudio presentan un mismo comportamiento frente a la
variacion del tiempo de equilibracion, para todo el intervalo de concentraciones
estudiado. Como puede observarse en la Figura 22, los porcentajes de
recuperacion obtenidos aumentan con €l tiempo, hasta alcanzar un maximo a
los 15 minutos, disminuyendo suavemente para 20 min., recuperandose
ligeramente y alcanzando porcentajes mas altos para un tiempo de 25 minutos.
Este comportamiento es mucho més acusado cuando el proceso se lleva a cabo
para la determinacién de altas concentraciones de analito en la muestra. En este
caso, se observa un rdpido incremento en los porcentajes de recuperacién de
los mismos, al pasar de un tiempo de 10 min. a otro de 15 min., siendo las
variaciones posteriores mucho mds suaves. El tinico analito que presenta un
comportamiento algo diferente es el TBF donde la disminucién del porcentaje
de recuperacién pasados los 15 min. es mas acusado.

El tiempo que se establece para aplicaciones posteriores de la
metodologia extraccién y preconcentracion por punto de nube, a partir de estas
gréficas, se establece en 15 min., puesto que para este tiempo se obtienen los

porcentajes de recuperacién maximos en el caso de altas concentraciones, y la

ostensible. Ademds, de esta forma se facilita, en gran medida, el proceso de

extraccion.
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a) Bajas Concentraciones b) Altas Concentraciones

10.0

I TR T g (R T (R T T

15.0 20.0 ‘26,0 10.0 15.0 20.0 26.0
Tiempo(min.) Tiempo(min.)

Figura 22.- Variacién de los porcentajes de recuperacién de los PCBs en estudio
frente al tiempo de equilibracién, cuando se utiliza Brij 30 como extractante.

5.1.1.3.- Brij 56

Al igual que en el caso del Genapol X-080, para el Brij 56 se obtienen

dos comportamientos claramente diferenciados:

Cuando las muestras que contienen bajas concentraciones de analito,
se someten al proceso de extracciéon por punto de nube, los
resultados nos indican que para aquellos analitos de menor peso
molecular, BF, MBF, DBF, el comportamiento ¢s diferente al de los
restantes compuestos en estudio. Como se puede observar en la
Figura 23, el tiempo necesario para que se produzca la méxima
recuperacion puede establecerse en 15 minutos, aunque para el caso
del BF el porcentaje obtenido para un tiempo de 25 minutos es
ligeramente superior. Los restantes analitos estudiados presentan un

comportamiento variable con el tiempo, alterndndose altos y bajos
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88

porcentajes de recuperacién. Para estos analitos, las mdximas
recuperaciones se obtienen para tiempos de 13 y 20 minutos, aunque
los resultados son superiores para este dltimo tiempo.

Asi, a la hora de aplicar esta metodologia para el anilisis de
los diferentes compuestos, se utilizard como tiempo optimo de
equilibracién, 20 minutos.

Para altas concentraciones se observa un comportamiento
completamente diferente al anterior, pero generalizado para todos
los analitos. A medida que aumenta el peso molecular de los
analitos, el tiempo de equilibracién requerido para obtener altos
porcentajes de recuperacién se reduce, es decir, a medida que
aumenta el nimero de atomos de cloro en la molécula, son menores
los tiempos que deben estar los analitos sometidos al proceso de

punto de nube para obtener recuperaciones altas.
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a) Bajas Concentraciones
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I | [ I I [
| | | | l I | |
10.0 15.0 20.0 25.0 10.0 15.0 20.0 25.0
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b) Altas Concentraciones
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—_— Ll compuestos presentan un
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- agrupados en parejas.
T Il e SRR
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Figura 23.- Efecto del tiempo de equilibracién en los porcentajes de recuperacién
de los PCBs en estudio utilizando Brij 56 como extractante.

CIENCIAS

BASICAS
&

89

& Universidad de Las Paimas de Gran Canaria. Biblicteca Digital, 2003



RESULTADOS Y DISCUSION

ae

5.1.1.4.- Brij 97

Si se observa la Figura 24, se comprueba que el comportamiento
presentado por los diferentes PCBs es similar, tanto para aquellas disoluciones
donde los analitos se encuentren en bajas concentraciones, como para el caso
de muestras que contengan altas concentraciones de los mismos. Como puede
verse, los porcentajes de recuperaciéon son méaximos para tiempos de
equilibracién reducidos, 10 minutos de bafio, disminuyendo ligeramente hasta
alcanzar un tiempo de 15 minutos, a partir del cual los porcentajes de
recuperaciéon se mantienen practicamente constantes, con variaciones que
pueden considerarse despreciables.

El tiempo de equilibracién éptimo, para el caso en que se utilice Brij 97
como medio micelar para la extraccion y preconcentraciéon de los PCBs, se
establece en 15 minutos. Se establece este tiempo teniendo presente que para el
mismo se obtienen buenos porcentajes de recuperacién, y ademas las pequeias
variaciones que pueden producirse no van a afectar en gran medida a los

resultados obtenidos.

a) Bajas Concentraciones b) Altas Concentraciones

1000 — 100.0
% Rec, —{PBFAX

THBF % Rec.

80.0 —MBF \\\ per 800
! : r BF
HBF
600 — TBE 60.0
400 — 400 —
20.0 200
| | | | | |
| I I | | I I |
10.0 15.0 20.0 25.0 10.0 15.0 200 25.0
Tiempo (min.) Tiempo(min.)

Figura 24.- Variacion de los porcentajes de recuperacién con respecto al tiempo
de equilibracién de los PCBs en estudio utilizando Brij 97 como medio micelar.
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5.1.2.- Efecto sobre los PCDFs

Para los diferentes PCDFs en estudio, se ha realizado el mismo proceso
que en el caso tratado para los PCBs. A diferencia del estudio anterior, en este
caso s6lo se han utilizado dos surfactantes, el Genapol X-080 y el Brij 56, que
dardn una idea de la aplicabilidad, o no, de la metodologia del punto de nube
para la extraccién y preconcentracion de la familia de los PCDFs. Se han
elegido estos dos surfactantes, porque se ha podido comprobar en los estudios
realizados con los PCBs que dichos surfactantes conducen a comportamientos
diferentes. De esta forma, podremos comprobar s presentan el
comportamiento independientemente de los analitos estudiados, o si por el
contrario, depende de la naturaleza de los mismos.

Los tiempos de equilibracién estudiados en este caso, son los mismos:
10, 13, 15, 20 y 25 minutos respectivamente, al igual que los intervalos de

concentracion.

5.1.2.1.- Genapol X-080

Al utilizar Genapol X-080 como extractante, la variacién en el tiempo

de equilibracién conlleva la aparicién de variaciones en los porcentajes de
recuperacién de los diferentes PCDFs (Figura 25). Como puede observarse,

que se mantiene tanto

LR LS LLW el aallis, Y

existen dos comportamientos clara
para bajas como para altas concentraciones. De esta forma, los analitos pueden
agruparse en dos grupos diferentes.

Para los PCDFs que componen el primer grupo (DBFo, 1-CDF, 2-
CDF, 4-CDF), observamos variaciones repetitivas a lo largo del tiempo,
alterndndose altos porcentajes de recuperacion con otros mds bajos. Para el
caso de concentraciones bajas, el comportamieni:o presenta cambios mds
bruscos en los porcentajes de recuperacién de unos tiempos a otros,
encontrdndose el menor valor a 13 minutos y el mdximo a 15. El

comportamiento de este grupo para altas concentraciones, es similar, siendo las
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variaciones de la recuperaciéon menos importantes, y obteniéndose un maximo

para un tiempo de 15 min.

a) Bajas concentraciones

100.0 — 100.0 —
DBFo -
% Rec. % Rec.
an:lc " 1-CDF L e
60.0 — 250F  so0 —
o A-CDF o7
40.0 — 40.0 —
200 — 20,6 = SEW
0.0 o5 l | T
it ool s tuls 7 ool ! | I |
10.0 15.0 20.0 25.0 10.0 15.0 20.0 25.0
Tiempo (min.) Tiempo(min.)
b) Altas Concentraciones
100.0 — 100.0 —
% Rec. %Rec. s
800 — 80.0 —
sl 1 5-CDF
600 — 60.0 —
40.0 40.0
| | | ] | |
| | | | I [ l |
10.0 15.0 20.0 25.0 10.0 15.0 20.0 25.0
Tiempo (min.) Tiempo(min.)

Figura 25.- Efecto del tiempo de equilibracion en los porcentajes de recuperacion
de los PCDFs en presencia de Genapol X-080.
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En el caso del 3-CDF y 5-CDF, se observa un aumento en la
recuperacion al pasar de 10 a 13 minutos, disminuyendo para un tiempo de 15
minutos, a partir del cual hay un ligero incremento para 20 minutos
manteniéndose pricticamente constante para un tiempo superior. Al igual que
para el primer grupo, estas variaciones en los porcentajes de recuperacion son
mas acusados en el caso de bajas concentraciones. El tiempo Optimo de
equilibracién que se establece para este grupo de analitos es de 13 minutos.

Por tanto, a la hora de utilizar el Genapol X-080 para la extraccion y
preconcentracién de los PCDFs, y teniendo present
establece como 6ptimo un tiempo de equilibracién de 15 minutos para todos los
analitos, puesto que lo poco que se pierde en la recuperacion de algunos

analitos, se gana en sencillez del proceso global.

5.1.2.2.- Brij 56

Se ha comprobado que al utilizar este medio micelar como extractante y
preconcentrante para los PCBs, los porcentajes de recuperacién obtenidos son
bajos, mientras que el comportamiento es completamente diferente para los
PCDFs. Los resultados obtenidos para los diferentes tiempos de equilibracion a
los que se sometieron los PCDFs se representan en la Figura 26.
ntes analitos en estudio, frente a la
variacién del tiempo de equilibracion, es independiente de la concentracion en
la que se encuentran en el medio, puesto que es similar para las muestras en las
que las concentraciones iniciales son bajas y en aquellas en las cuales las
concentraciones son més elevadas. Pero si se observa una variacién en cuanto
al comportamiento, en funcién del nimero de dtomos de cloro presentes en la

molécula: compuestos con nimero par de dtomos de cloro, y analitos con

nimero impar de dtomos de cloro en la molécula.
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a) Bajas concentraciones

1000 —
% Rec.

40.0

(3 Ham W T o)
100 15.0 200 250
Tiempo(min.)

.

b) Altas concentaciones

100.0

% Rec.

= 4-CDF
80.0 —

2-CD
60.0
DBFo
40.0

20.0

0.0

e Sl Uil
10.0 15.0 20.0 25.0
Tiempo(min.)

1000 — 3-CDF
% Rec. |
800 —
600 — 1-CDF
400 —
3] 6-CDF
200 —
0.0
KRN LS s
100 150 200 250
Tiempo(min.)
1000 —
%Rec. _| i ]
6-CDF
80.0 el
600 — 3-CDF
LB CET TR PR
10.0 15.0 20.0 25.0
Tiempo(min.)

Figura 26.- Variacion de los porcentajes de recuperacién de los PCDFs en Brij 56

frente al tiempo de equilibracién.

Como se puede observar para

ambos grupos el comportamiento es

similar cuando el tiempo varia entre los 10 y 15 minutos, pero la diferencia se

presenta para tiempos superiores:
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- Los analitos con niimero par de atomos de cloro en su estructura
presentan una ligera disminucién en los porcentajes de recuperacion
a medida que el tiempo de equilibracién aumenta.

- Los analitos con mimero impar presentan una disminucién mayor
para 20 minutos, aumentando posteriormente las recuperaciones
para un tiempo de 25 minutos.

En todos los casos obtenemos un porcentaje de recuperacién méximo

para un tiempo de equilibracion de 15 minutos, que serd el que se establezca

5.2.- Efecto de la concentracion de analito en disolucidn.

Para comprobar la variacién que produce la concentracion de analito en
los porcentajes de recuperacién, se realiz6 un estudio que englobaba un
intervalo de concentracién, que comprende desde 1.0x107 hasta 1.0x10° M.
De esta forma, los resultados obtenidos nos dardn una visién generalizada sobre
la influencia de la concentracién de analito.

Al igual que para el tiempo de equilibracion las diferentes muestras se
sometieron al proceso de extraccion por punto de nube, pero en este caso, los
tiempos en los que las mismas permanecieron bajo condiciones de temperatura

elevada, vienen a ser los establecidos como 6ptimos en el estudio anterior.

5.2.1.- Efecio sobre los PCBs

Los resultados que se muestran en la Figura 27 para los diferentes
medios micelares corresponden al BF, MBF y TBF, tomados como ejemplo y
representativos de todos los demaés analitos de la familia que se han estudiado.

Los porcentajes de recuperacién obtenidos a lo largo de este estudio no
muestran variaciones significativas para las diferentes concentraciones
estudiadas dentro del intervalo establecido. Este comportamiento es

generalizado para los siete PCBs estudiados, cuando se utilizan el Genapol X-
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080, el Brij 30 y el Brij 97 como medios micelares para la extraccién. También
es de resefiar, que ademds de presentar recuperaciones similares, los

porcentajes obtenidos con los tres surfactantes son elevados, en torno al 90%.

a) Genapol X-080 b) Brij 30
100.0 — . TEF 100.0 — o
% Rec. | 22 . % Rec. —WWF
- * BF
ad BF
g0.0 — MBF 80.0
1 60.0 —
60.0 — 3
S AT TR W 5 T (U R e e 1 &
0.0 2.0 4.0 6.0 B.0 10.0 0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0
Concentracién(x10-6 M) Concentracién(x10-6 M)
¢) Brij 97
100.0 —
BF MBF
% Rec. "h—#ﬂ
80.0 — TBF
60.0 —
el i R R e S

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0
Concentracién(x10-6 M)

Figura 27.- Variacién de los porcentajes de recuperacién con la concentraciéon de
analito en disolucién.
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Debido a estos resultados, podemos considerar que este parametro no
tiene influencia en el proceso, y que por tanto, la metodologia de extraccién
por punto de nube puede aplicarse para cualquier concentracién inicial de
analito en la disolucién a analizar, siempre y cuando se utilice cualquiera de los

tres surfactantes arriba mencionados.

Cuando se utiliza Brij 56 como surfactante, se observan variaciones en
su eficiencia de recuperacion de los diferentes analitos en estudio. Como puede
observarse en la Figura 28, la concentraci6n inicial de analito en disolucion
presenta cierta influencia en los porcentajes de recuperacion para el intervalo
de concentraciones estudiado. Las variaciones observadas son més bruscas para
aquellas muestras con concentraciones de analito reducidas, mientras que para
concentraciones mas elevadas, las variaciones en el porcentaje de recuperacion
son més suaves. Por tanto, la aplicacién de la metodologia de extraccién por
punto de nube, puede presentar errores considerables al utilizar Brij 56 como

extractante, cuando la concentracién inicial de analito en la muestra sea

pequena.

100.0 —
% Rec. _
80.0 —
60.0 —

40.0 —

LT T T T e A Jnedewibord

00 20 490 6.0 8.0 10.0
Concentracién(x10-6 M)

Figura 28.- Efecto de la concentracién de analito em disolucién sobre los
porcentajes de recuperacion cuando se utiliza Brij 56 como extractante.
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5.2.2.- Efecto sobre los PCDFs

Al igual que para los PCBs, se estudi6 la influencia de la concentracion
inicial de analito sobre los porcentajes de recuperacién en el mismo intervalo
de concentraciones desde 1.0x107M a 1.0x10° M, y en este caso se muestra el
comportamiento de algunos de los analitos estudiados (2-CDF, 3-CDF y 4-
CDF), siendo su comportamiento representativo de los restantes analitos.

Se ha comprobado que para los surfactantes estudiados, Genapol X-080
y Brij 56, los analitos presentan un comportamiento lineal para todo el
intervalo de estudio (Figura 29), pudiendo observarse que las variaciones
existentes en los porcentajes de recuperacién no pueden considerarse como
significativos, y por tanto, el pardmetro en estudio no tiene influencia sobre la
recuperacion. De aqui que la metodologia de extraccién por punto de nube

pueda aplicarse independientemente de la concentracién inicial de PCDFs en la

muestras.
a) Genapol X-080 b)Brij 56
2-CDF
= 1000 — 2.cDF
g * = 3-CDF % Rec. = M?mﬂ—‘ 2.CDF
— T 800 —eve—t—7Fg—"
i 4-CDF 1 P
et 600 —
— 400 —
2R RE R R S RS e B R
0.0 200 400 600 800 1000 0o 200 400 600 80O 1000
Concentracién(x10-6 M) Concentracién(x10-6 M)

Figura 29.- Efecto de la concentracién inicial de PCDFs en disolucién sobre los

porcentajes de recuperacién.
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Si comparamos los resultados obtenidos en este estudio con los
correspondientes a los PCBs, se observa que para el caso del Brij 56 la
influencia de esta variable es completamente diferente. Este comportamiento
puede ser debido a las diferentes estructuras y propiedades, tanto de los analitos

como del propio surfactante.

5.3.- Efecto de la concentracion de surfactante en los porcentajes de
recuperacion

Al igual que la concentraciéon inicial de analito en disolucién, la
concentracién de surfactante que se utilice para la extraccién y
preconcentracion de los mismos, puede ser un-factor importante- del proceso.
Las porcentajes de recuperacion pueden verse alterados por este parametro, y
por tanto, es necesario realizar un estudio sobre el mismo. Para este estudio, se

establecieron tres concentraciones diferentes de 1, 2 v 3 % (p/v).

5.3.1.- Efecto sobre los PCBs

Del mismo modo que para el estudio anterior, como ejemplo, se

muestran los resultados obtenidos para tres de los siete PCBs estudiados,

considerandose €éstos representativos de todos los demés.

de analito que en el estudio precedente. Cuando se representan los porcentajes
de recuperacion frente a la variacién de la concentraciéon de Genapol X-080,
Brij 30 o Brij 97, no se observan variaciones 'signiﬁcativas en los porcentajes
de recuperacién para los distintos PCBs (Figura 30-A, 30-B y 30-C,
respectivamente), en ninguno de los casos estudiados. Por tanto, podemos
suponer que la concentracién de surfactante que se utilice en el proceso de
extraccion y preconcentracién de los PCBs, no tiene influencia siempre que se
trabaje con estos medios micelares, y con una concentracién de surfactante en

disolucién superior a la concentracién micelar critica.
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A) Bajas concentraciones
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Figura 30.- Efecto de la concentracién de surfactante en los porcentajes de
recuperacién de los PCBs. A) Genapol X-080, B) Brij 30, C) Brij 97
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En el caso del Brij 56, la representacién grafica de los resultados
obtenidos (Figura 31), nos muestra variaciones de los porcentajes de
recuperacién al variar la concentracién de surfactante en la disolucion. Estas
variaciones se observan para todos los PCBs, indistintamente de la
concentracién inicial de los mismos en la muestra a analizar. Estos resultados,
similares a los ya obtenidos en el estudio anterior, indican que la eficiencia del
Brij 56 como medio extractante, depende, no sélo de la concentracién inicial de
analito en la disolucién, sino también de la concentracién de surfactante que se

utilice en el proceso de extraccién por punto de nube.

a)Bajas concentraciones b)Altas concentraciones
1000 — 100.0 —
% Rec. % Rec. -
80.0 — 80.0 —
-1 TBF -1 TBF
800 — .\%*‘/Q 80.0 — >
- aF - BF
400 —  MBF 400 —| MeF
200 — 200 —
4 .
- iR (A e " i i T
1.0 20 3.0 1.0 20 3.0
%(p/v) Surfactante %(p/v) Surfactante

Figura 31.- Influencia de la concentracién de Brij 56 en disolucién, en los
porcentajes de recuperacion de los PCBs.

5.3.2.- Influencia en los PCDFs

Del mismo modo que en los estudios realizados anteriormente, las

graficas presentadas en este apartado, mostrardn, a modo de ejemplo, el
comportamiento de tres de los analitos como representativos de toda la familia

estudiada.
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A lo largo del estudio realizado, se han obtenido altos porcentajes de
recuperacion para todos los analitos, sin observarse variaciones significativas
de los mismos para ninguno de los analitos estudiados. El comportamiento
presentado por los diferentes PCDFs, es similar para los dos surfactantes
estudiados, Genapol X-080 (Figura 32) y Brij 56 (Figura 33), lo cual nos lleva
a la conclusion de que la variacién que se produzca en la concentracién de
surfactante de la disolucién utilizada como extractante, no produce variaciones
en los porcentajes de recuperacion. Por tanto, este pardmetro no es un factor
influyente en el proceso de extraccién por punto de nube, siempre que se

analicen estos compuestos.

a) Bajas concentraciones b) Altas concetraciones

000 ) pee——ioge, WA rsobE
% Rec. - % Rec. ._________ﬂ_zﬁij_*_____‘_m
800 — -r'?"—’-*,‘* BO.0 — 4-CCF
| scoF 4-CDF 3
600 — 60.0 —
400 — 400 —
200 — 200 —
o R AR T s fa 80 e T
1.0 20 2.0 10 2.0 3.0
%(piv) Surfactante %(piv) Surfactante

Figura 32.- Efecto de la concentracién de Genapol X-080 sobre los porcentajes de
recuperacion de los PCDFs,
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a) Bajas concentraciones b) Altas concentraciones
1000 — 100.0
% Rec. - z-cn:.i e — %Roc.j 2":0‘[,_._.—-——*——-—.__‘
80.0 — L__.__:_-—___.,—_—_;-a—ca.: 80.0 — ;_‘_‘_‘—:——t:___"r—*difm
-1 3-CDF -1 3CDF
60.0 — 80.0 —
& -
400 — 400 —
200 — 200 —
0.0 T T T T T 1 0.0 T T | T T 1
1.0 2.0 3.0 1.0 2.0 3.0
%/(p/v) Surfactante %(p/v) Surfactante

Figura 33.- Efecto de la concentracién de Brij 56 sobre los porcentajes de
recuperacion de los PCDFs,

5.4.- Evaluacion estadistica del método

Para el estudio estadistico de la precision y exactitud de los diversos
métodos propuestos para la extraccién, preconcentracién y determinacién de
los PCBs y PCDFs presentes en medios acuosos, se prepararon seis muestras
con una concentracién de analito correspondiente al intervalo de
concentraciones previamente establecido para cada caso.

El estudio estadistico se realizd para tres de los cuatro surfactantes con
los cuales se realizaron los estudios, Genapol X-080, Brij 30 y Brij 97, puesto
que uno de ellos, el Brij 56, no presentaba buenos resultados en cuanto a los
porcentajes de recuperacion. Los pardmetros estadisticos calculados para estos
surfactantes se muestran en la Tabla XX. Junto a estos valores se presentan los
Limites de Deteccién. Estos limites de deteccién se calcularon para las

diferentes condiciones estudiadas, teniendo en cuenta la cantidad de analito que
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producia un pico cuya altura es miltiplo de la altura de la linea base, o ruido de
fondo [138].

Tabla XX- Pardmetros estadisticos, y Limites de Deteccién, para la determinacion
de los PCBs.

Genapol X-080 BRIJ 30 BRII 97

PCB | ¢ ou* |LD.Y| o | ou* [LD.}| ¢ | ou* |[L.D.
BF 11.62,0.73) 0.76 { 0.89 | 6.54 | 1.54 | 0.35 | 0.16 | 0.70
MBF [1.80/0.80, 0.94 1 0.84 | 0.37 | 1.89 | 1.11 | 0.45 | 0.94
DBF [0.89/0.40 0.70 1 0.65 | 0.27 | 2.23 | 1.26 | 0.52 | 1.10
TriBF }1.3610.601 12.80 ; 1.03 | 0.42 | 7.71 | 0.67 | 0.27 | 2.57
TBF 11.07048] 1.46 | 1.21 10,49 ] 2.92 | 1.61 | 0.66 | 2.92
PRF 10.820.33| 3.20 / 0.89 | 0.36 |16.30} 1.3 | 0.58 1 16.30
HBF 10.63/0.51 3.61 | 1.50 | 0.61 [ 10.82 1.37 | 0.56 | 18.04

#: Desviacion estandard; *: Desviacion estandard media.;
¥. Limite de Deteccion en ng.ml?

De la misma forma que para las curvas de calibrado, al estudiarse la
reproducibilidad de los métodos para la determinacién de los PCDFs, se ha
obtenido un Unico dato para cada uno de estos parametros, puesto que se ha
podido observar que el comportamiento que presentan estos analitos es el
mismo, independientemente del surfactante utilizado. Estos wvalores se

muestran, junto con los Limites de Deteccién en la Tabla XXI.
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Tabla XXI.- Pardmetros estadisticos, y Limites de Deteccién, para la
determinacién de los PCDFs .
DBY¥e | 1-CDF | 2-CDF | 3-CDF | 4-CDF | 5-CDF
o’ 0.022 | 0.457 | 0.037 | 0.293 |-0.09 | 0.175
Om* 0.009 0.204 | 0.016 0.131 | 0.043 0.087
L.D.} 0.50 17.60 . 13.30 49 | 0.70 27.50

*: Desviacion estandard; *: Desviacién estandard media.; *: Limite de Deteccién en ng.ml”

5.5.- Porcentajes de recuperacion ‘

Los resultados obtenidos dﬁrante los éiferentes estudios realizados,
hasta alcanzar las condiciones Optimas se han comprobado aplicando la
metodologia a distintas muestrés cén diferentes concentraciones de analitos.
Los porcentajes de recuperacion obtenidos para los diferentes PCBs en estudio,
al aplicar las condiciones establecidas se muestran en las Tablas XXII y XXIII.
En estas tablas se muestran los porcentajes obtenidos para ambos intervalos de
concentracion estudiados. . |  ’

En los resultados puede observarse que los porcentajes de recuperacién

obtenidos cuando se usa Genapol X-080 como extractante son més que

modo, los resultados obtenidos con el Brij 30 varfan entre €l 76 y €l 96%, y
para €l Brij 97 entre 82 y 98%. Por el contrario, cuando el medio micelar
utilizado es el Brij 56, los porcentajes de recuperaciéﬁ que se obtienen son
mucho menores, encontrandose en un intervalo qﬁe oscila entre el 50 y el 85%.

Con todo esto, podemos indicar que la extraccién y preconcentracién de
PCBs presentes en medios acuosos .'puede ‘»-ll:evérse a cabo mediante la
utilizacién de la metodologia de extraccién por punto de nube de forma muy

efectiva.
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Para el andlisis de los PCDFs, presentes en medios acuosos, mediante la
metodologia establecida, se obtienen resultados muy satisfactorios cuando se
utiliza Genapol X-080 y Brij 56 . Para el caso del Genapol X-080 los porcentajes
de recuperaci6n oscilan entre un 96 y el 100%, mientras que para el Brij 56, los
porcentajes de recuperacién varfan en el intervalo 89-99%. Los resultados
obtenidos para los diversos analitos en estudio se muestran en las Tablas XXIV y
XXV.

Tabla XXIV.- Porcentajes de recuperacién obtenidos para PCDFs en medio acuoso
usando Genapol X-080 y Brij 56, para bajas concentraciones.

Genapol X-080 Brij 56

Analito Aﬁad_. Enéo._* % Aﬁad_. Enco.ji‘ %

ng.ml’ | ng.ml’ | Rec. | ng.ml' | ng.ml’ | Rec
DBFo | 84.0 84.0 [100.C) 84.0 81.6 | 97.1
1-CDF | 101.2 | 99.2 | 98.1 | 101.2 95.1 | 94.0
2-CDF | 1185 | 117.3 [ 95.C | 1185 110.2 | 93.0
3-CDF | 135.7 | 1194 | 88.1 | 135.7 126.9 | 85.7
4-CDF | 153.0 | 150.9 | 98.¢ | 153.0 141.8 | 92.7
5-CDF | 170.2 | 165.1" | 97.0 | 170.2 116.7 | 68.5

* Media de tres determinaciones referidas a la concentracidn inicial de

analito en disolucion.
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Tabla XXV.- Porcentajes de recuperacién obtenidos para PCDFs usando Genapol X-

080 y Brij 56, para altas concentraciones.

Genapol X-080 Brij 56
. Afiad. | Enco.* % Afiad. | Enco.* %
Analito ng.ml! | ng.ml* | Rec. | ng.mt’ |ngml'| Rec.
DBFo 840 816 | 96.0 840 773 | 92.0
1-CDF | 1012 982 | 97.0 1012 931 | 92.0
2-CDF | 1185 | 1161 | 98.0 1185 1077 | 9C.0
3-CDF | 1357 | 1262 | 93.0 1357 1299 | 95.0
4-CDF | 1530 | 1356 | 88.0 1530 1515 | 99.0
5-CDF | 1702 | 1685 | 99.0 1702 1515 | 89.0

* Media de tres determinaciones referidas a la concentracién inicial de analito en disolucién.
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RESULTADOS Y DISCUSION

6.- Aplicaciones del proceso de extraccidn por Punte de Nube 2 muestras

reaies.

La presencia de compuestos organoclorados, como PCBs y PCDFs, en el
medio marino es bien conocido. Como se mencioné previamente, estos
compuestos son altamente toxicos teniendo gran repercusion sobre los organismos
presentes en el medio. Al presentar baja solubilidad en agua, tienden a adsorberse
en los materiales particulados, los cuales pasan a formar parte de los sedimentos,
o son consumidos por los organismos, incorporandose de esta forma a la cadena
trofica. Como consecuencia de esta caracteristica, la concentracién de los mismos
en agua de mar es reducida, siendo necesaria la optimizacién de nuevas
metodologias que nos permitan una buena extraccién y determinacion de los
mismos.

Tras optimizar la metodologia de extraccion y preconcentracién por punto
de nube, tanto para la familia de los PCBs como la familia de los PCDFs, la
misma se ha aplicado a muestras reales de agua de mar procedentes de diferentes
areas costeras espafiolas. Principalmente se han utilizado muestras de agua de mar
del litoral de la isla de Gran Canaria (Islas Canarias), y para comprobar la

aplicabilidad generalizada del mismo, se ha realizado un estudio con agua de mar
En la Figura 34 se muestra a modo de ejemplo, un cromatograma obtenido

para la determinacion de los PCBs por HPLC y deteccién por fluorescencia tras

aplicar la metodologia de punto de nube a las muestras de agua de mar reales.

110

@ Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



RESULTADOS Y DISCUSION

80.00 — .
Int.Rel._] ‘ :
Flu. : 6 — 8.00
60.00 —
. 2 IntRel.
‘ Flu.
40.00 —
R | — 4.00
20.00 —
7
. A
I R B B = T
0.00 200 400 - 6.00 8.00 15.00  20.00  25.00

Tiempo (min.)

Figura 34- Cromatograma obtenido tras la .?xtracci()n por Punto de Nube de siete
PCBs presentes en una muestra de agua de“?mar'fproc‘édenté del puerto de "Agaete"
(Gran Canaria). " -

1.- BF; 2.- MBF; 3.- DBF; 4.- TriBF; 5.- TBF; 6.- PBF; 7.- HBF

Los resultados obtenidos para las diferentes muestras, una vez
acondicionadas segiin el procedimiento descrito en. la Parte [Experimental, se
encuentran agrupados en las Téblasf XXVI XXVII, XXVIII, XXIX vy XXX.
Como se observa en las mismas, se obtienen altos porcentajes de recuperacion
para todos los analitos presentes, lo que muestra la alta aplicabilidad del método

propuesto.
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Tabla XXIX.- Aplicacién de la extraccién y preconcentracién de PCDFs en
muestras de agua de mar, mediante la metodologia de punto de nube, siendo el

Genapol X-080 el medio micelar utilizado.

a) Arinaga (SE Gran Canario)

* Media de tres determinaciones referidas a la concentracion inicial de analito en disolucién

i * ii %
PCDEs | i’ | ngmi’ | Rec. | ngmi’ | npomi’ | Re
DBFo 84.0 84.8 160.4 840 764.4 91.0
1-CDF | 101.2 105.2 103.8 1012 921.¢ 21.0
2-CDF | 118.5 117.3 98.6 1185 11494 | 97.0
3-CDF | 135.7 133.0 98.08 1357 1262.0 | 93.0
4-CDF | 153.0 148.4 97.1 1530 1591.2 | 104.0
S-CDF | 170.2 161.7 95.0 1702 1489.0 | 87.5

b) Elantxobe (Pais Vasco)

PCDFs Afiad. | Enco.* % Anad. | Encon.*® %
ng.mli’ | ngmli’ | Rec. | ng.ml’ | ng.ml’ | Rec.
DBFo 84.0 87.3 103.3 840 806.4 96.0
1-CDF 101.2 89.0 87.9 1012 971.5 96.0
2-CDF 118.5 111.4 94.9 1185 1161.3 98.0
3-CDF 135.7 124.8 92.0 1357 1357.0 | 160.9
4-CDF 153.0 145.3 95.2 1530 1606.5 | 105.0
5-CD¥F 170.2 161.7 95.¢ 1702 1719.6 | 101.0

* Media de tres determinaciones referidas a la concentracién inicial de analito en disolucién
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¢) Agaete (NO Gran Canario)

PCDFs | Afad. | Enco.* % Afiad. | Enco.* | %
ng.ml’ | ng.ml’ | Rec. | ng.mi’ | ng.ml’ | Rec.
DBFo 84.0 83.2 99 840 789.6 94
I-CDF | 101.2 91.1 86 1012 931.1 92
2-CDF | 118.5 104.3 38 1185 1054.6 89.
3-CDF | 135.7 127.6 94 1357 1362.7 %6
4-CDF | 153.0 142.3 93 1530 1468.8 96
5-CDF | 170.2 163.4 96 1702 1615.0 95.

* Media de tres determinaciones referidas a la concentracion inicial de analito en disolucion.

Tabla XXX.- Aplicacion de la extraccién y preconcentracién de PCDFs en
muestras de agua de mar, mediante la metodologia de punto de nube, utilizando

anaria. Biblioteca Digital, 2003

Brij 56 como medio micelar.

a) Arinaga (SE Gran Canario)

PCDF:| it | ngmit | Ree. |ngmi®| ngmi® | Ree
DBFo 84.0 79.8 95.0 840.0 756.0 90.0
1-CDF | - 101.2 89.0 87.9 | 1012.0 961.4 95.0
2-CDF| 118.5 107.8 91.1 | 1185.0 | 1208.7 102.0
3-CDF | 135.7 123.5 91.2 | 1357.0 | 1411.3 104.0
4-CDF | 153.0 146.9 96.1 | 1530.0 | 1407.6 92.0
S-CDF| 170.2 127.6 75.0 | 17062.0 | 1582.9 93.0

* Media de tres determinaciones referidas a la concentracién inicial de analito en disotucién.
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b) Elantxobe (Pais Vasco)

PCDFs Anad. Enco.* % Anad. Enco.* %
ng.ml” | ng.mi’ | Rec. | ng.mi’'| ngmil’ Rec.
DBFg 84.0 83.2 89.4 840.0 756.0 20.0
1-CDF | 101.2 99.2 98.0 | 1012.0 961.4 95.0
2-CDF | 1185 106.6 90.0 | 1185.0 1196.8 101.0
3-CDF | 135.7 119.4 88.1 1357.0 1411.3 104.0
4-CDF | 153.0 139.2 91.0 | 1530.0 1560.6 102.0
5-CDF | 170.2 119.1 70.3 | 1702.0 1668.0 98.0

* Media de tres determinaciones referidas a la concentracidn inicial de analito en disolucion.

b) Agaete (NO Gran Canario)

PCDFs Afad. Enco.* Rec. | Anadi.*| Enco.* %o
ng.ml” | ng.ml’ % ng.ml’ | ng.ml’ Rec.
DBFo 84.0 77.3 92.¢ 840.0 789.6 94.0
1-CDF | 101.2 95.1 94.5 1012.9 991.7 98.0
2-CDF | 118.5 117.3 99.2 1185.0 1102.0 93.0
3-CDF | 135.7 133.0 g8.1 1357.0 1262.0 93.0¢
4-CDF | 153.0 137.7 90.0 | 1530.0 1514.7 92.9
5-CDF | 170.2 115.7 68.2 1702.0 1565.8 92.¢

* Media de tres determinaciones referidas a la concentracion inicial de analito en disolucion.
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7.- Optimizacién del procese de extraccién por Microondas

En todo proceso intervienen diversos pardmetros, que pueden influir
sobre el mismo en mayor o menor grado. Cuando se utiliza la metodologia de
extraccion asistida por microondas (MAE), los factores principales que deben
tenerse en cuenta a la hora de optimizar dicho método, son aquellos que pueden
presentar influencia no s6lo sobre los analitos en estudio, sino también sobre la

muestra s6lida, sedimento en nuestro caso, en el que se encuentran. Estos

analitos y el sedimento, asi como las interacciones que se produciran entre los
analitos y el sedimento, con el medio micelar.

Los factores que se han estudiado en este trabajo son: el pH de la
disolucién extractante, la concentracién de surfactante, la potencia bajo la cual
se produce la extraccion, y el tiempo del proceso.

La optimizacién de la metodologia MAE se ha llevado a cabo
toméndose como matriz muestras de sedimentos marinos procedentes de la
playa de "Las Canteras”, situada en el NE de la isla de Gran Canaria (Islas
Canarias). Este sedimento es arenoso, de textura gruesa y con un-alto contenido

en componentes calcareos.

7.1.- Efecto del pH de la disolucién
| Cuandd se analizan sedimentos 0 muestrés sélidés, debe ”tenerse en
cuenta el pH de la disolucién extractante, puesto qﬁe ésta pﬁede no sélo afectar
a los analitos alterando su forma iénica, sino que también puede afectar a los
procesos que tienen lugar en el sedimento o muestra sélida.
Los analitos estudiados, tanto PCBs como PCDFs no presentan forma
iénica, luego este pardmetro no inﬂuirﬁ sobre los mismos, pero debera ser
tenido en cuenta puesto que puede influir sobre las interacciones analito-

sedimento y analito-medio micelar.
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Para estudiar el efecto que produce este parametro, se ha realizado el
proceso de MAE para disoluciones que contienen el surfactante, a dos pH
diferentes, un pH=3 (condiciones normales de la disolucion) y un pH=11
(logrado mediante la adicién de NaOH a la disoluci6n). Para ello, muestras que
contenfan un gramo de sedimento se trataron con estas disoluciones,

aplicéndose 1a metodologia a 60 y 70% de potencia del microondas.

7.1.1- Efecto en la extraccion de PCRs

Los resultados obtenidos para el caso de estos analitos, indican que el
pH de la disolucién extractante no tiene influecia sobre el proceso de
extraccidn, puesto que no se observan variaciones significativas en los

porcentajes de recuperaciéon. Algunos ejemplos se muestran en la Tabla XXXI.

Tabla XXXI.- Efecto del pH de la disolucién sobre el porcentaje de recuperacién
en el proceso de extracciéon de PCBs.

POLE GENAPOL X-080
60% 70% 60% 70%
pH=3 |pH=11| pH=3 | pH=11 | pH=3 |pH=11| pH=3 | pH=11
BF 60 55 50 60 37 3R 34 32
MBF | 68 60 60 65 65 66 55 67
PBF | 75 77 75 70 70 65 62 70
HBF | 80 80 82 81 73 74 65 70

7.1.2.- Efecto en la extraccién de PCDFs

" Al igual que para los PCBs, los porcentajes de recuperacién obtenidos

para los distintos analitos, tras someterlos a diferentes condiciones de pH de la
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disolucién extractante, no muestran un efecto notorio de este parametro sobre

el proceso de extraccién (Tabla XXXII).

Tabla XXXII. Influencia del pH de la disolucién extractante sobre la recuperacion
de PCDFs.

POLE - GENAPOL X-080
60 % 70% 60% 70%
pH=3 |pH=11| pH=3 |pH=11| pH=3 |pH=11| pH=3 | pH=11
2-CDF| 45 37 30 28 32 26 14 15

3-CDF| 68 62 45 28 45 | 38 24 | 25
4-CDF| 70 66 50 50 60 55 45 38

En ambos casos, las variaciones existentes entre los resultados obtenidos
no son significativos en cuanto a trabajar con uno u otro pH, pero se observan
pequeﬁas variaciones entré los valores obtenidos a distinta _pbteriéi_a ‘de
extraccién para un mismo pH, aunque no son excesivamente elevadas. Estas
variaciones se observan prihcipalmente en los analitos de menor peso
molecular, pudiendo deberse a que a altas potencias, estos compuestos
presentan mayor volatilidad.

Por tanto, ‘tras comprobar que el pH no influye en ninguno de los dos
casos, se utilizara una disolucién con pH é4cido, pﬁesto que es la que presenta la

disolucién de surfactante en las condiciones normales de preparacion.

7.2.- Efecto de la concentracion de surfactante en disolucion
Dependiendo de la concentracién de surfactante en disolucién, habra
mayor o menor niimero de micelas que interactuen con los analitos presentes en

el sedimento, pudiendo, por tanto, ser un factor importante.
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Para establecer la concentracion optima de surfactante en la disolucién
se estudiaron dos concentraciones diferentes, superiores a la concentracién
micelar critica: 0.02 y 0.1 M, que corresponden aproximadamente a un 1.5%

(p/v) y un 6% (p/v), respectivamente.

7.2.1.- Influencia sobre la extraccién de PCBs

Tanto para el caso en el que se utiliza POLE, como para el caso del
Genapol X-080, las wvariaciones experimentadas en los porcentajes de
recuperacion son pequefias (Tabla XXXIII), y no puede decirse que exista una
mejora en los mismos al utilizar una u otra concentracién. Por tanto, se
considera la concentracién més reducida, 0.02 M, como la 6ptima de trabajo,
puesto que es la que menor cantidad de surfactante requiere, obteniéndose los

mismos porcentajes de recuperacion.

Tabla XXXII1.- Porcentajes de recuperacion para los PCBs en presencia de POLE
y Genapol X-080 para dos concentraciones diferentes de surfactante.

POLE Genapol X-080
Analito ] 0.02M | 0.1 M |Analito | 0.02M | 0.1 M
TriBF 45 41 BF 20 17
TBF 65 65 TriBE 43 44
PBF 86 82 TBF 68 66
HBF 77 83 HBF 66 70

7.2.2.- Efecto sobre la extraccién de PCDFs

Al igual que en el caso de los PCBs, los resultados que se han obtenido
al realizar este estudio con los PCDFs nos muestran que los porcentajes de
recuperacion obtenidos al aplicar el proceso de MAE son independientes de la

concentracién de surfactante utilizada, siempre que ésta permita la presencia de
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micelas en la disolucitn, para lo cual es necesario que se encuentre por encima
de la concentracién micelar critica. Algunos ejemplos de los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla XXXIV, siendo los mismos representativos

de los obtenidos para los restantes analitos.

Tabla XXXIV.- Influencia de la concentracion de surfactante sobre los
porcentajes de recuperacion de los PCDFs.

POLE Genapol X-080
Analito [0.02M [0.1M {0.02M |0.1 M
1-CDF 55 51 40 30
3-CBDF 62 60 48 40
4-CDF 65 60 50 53

7.3.- Efecto de la potencia de extraccion

La potencia Que se utilice en el microondas a la hora de llevar a cabo el
proceso de extraccién es un pardmetro importante puesto que afecta no
solamente a las interacciones entre analito-sedimento, sino también a las
interacciones que se establecen entre analito-micela y sedimento-micela. Estas
interacciones controlan por tanto, los porcentajes de recupefacién que se
obtendran tras el prbceso. v |

Pero también hay que tener en cuenta que la temperatura que alcania la
disolucién a lo largo del proceso, afectard a los analitos, en funcién de su
mayor o menor volatilidad. Los PCBs y PCDFs son compuestos altamente
volétiles a temperaturas superiores a los 70-90°C, luego este serd un limite a
tener en cuenta. Por tanto, las potencias de extraccién que se han elegido para
este estudio son: 40, 60 y 80% en el microondas, con objeto de mantener la
temperatura de la disolucién por debajo del limite mencionado. La potencia de

70%, estudiada junto con la de 60% en el estudio realizado sobre la influencia
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del pH, no presentaba grandes diferencias comparado con la potencia de 60%,
por ello no se ha incluido nuevamente en este estudio.

Un pardmetro que se ha mantenido constante en este estudio es el
tiempo de extraccién, es decir, el tiempo que la muestra se mantiene en el
microondas. El periodo completo en el microondas se ha dividido en tres pasos
diferentes a los que les corresponden, 25, 10 y 10 min. El primer paso, y el
mas largo de duracion, corresponde al periodo de acondicionamiento de la
muestra con el medio micelar, mientras que los dos restantes son periodos

donde tiene Iugar la extraccion propiamente dicha.

7.3.1.- Efecto sobre la recuperacién de los PCBs

Al llevar a cabo este estudio, se ha observado un comportamiento
diferente en el caso de algunos analitos, respecto a los demés, cuando el
surfactante utilizado es el POLE. Como puede observarse en las Figuras 35 y
36, existe un comportamiento generalizado para la mayorfa de los analitos tanto
para la extracciéon con POLE, como con Genapol X-080. Los analitos presentan
altos porcentajes de recuperacién para la potencia del 40%, disminuyendo con
posterioridad y volviendo a presentar un aumento de los mismos para la
potencia més elevada. Los analitos que presentan un comportamiento diferente

T MRBE NRE  UDRE 3
F, MBF, DBF y HBF, cuando trabajamos con

son ¢l B
extractante. Este comportamiento diferente de los tres primeros analitos puede
ser debido a su menor peso molecular y mayor volatilidad a altas temperaturas.
De aqui que, a medida que aumenta la potencia (aumento en la temperatura),
los analitos desaparecen de la muestra, disminuyendo su recuperacién. La
disminucién que tiene lugar para el HBF puede ser debida a problemas

estéricos, inherentes a la estructura de la molécula.
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Figura 35.- Porcentajes de recuperaciéon obtenidos para diferentes potencias de

extraccién, siendo el POLE el extractante.
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Figura 36.- Efecto de la potencia de extraccién sobre los PCBs cuando se usa el

Genapol X-080 como extractante.

127

) Unlversidad de Las Palmas de Gran Canaria, Biblialeca Digital, 2003



RESULTADOS Y DISCUSION

7.3.2.- Efecto sobre la recuperacion de los PCDFs

Cuando se utiliza el POLE como medio extractante (Figura 37), se
observa que el comportamiento que presentan los PCDFs frente a la variacién
de la potencia de extraccion, no difiere en gran medida de la observada para los
PCBs, para este surfactante. Existe una clara diferencia entre el
comportamiento de los analitos que presentan un numero par de dtomos de
cloro, del de aquellos que presentan un nimero impar, o no tiene atomos de
cloro en su estructura. En el segundo caso (a), se observa una disminucién
progresiva de la recuperacion al aumentar la potencia de extraccion, siendo esta
disminucién mds suave a medida que aumenta el nimero de cloros en la
molécula. Por el contrario, cuando tratamos con el 2-CDF y el 4-CDF, se
observa una ligera disminucion en la recuperacion al pasar de una potencia de
40% a una superior de 60%, manteniéndose posteriormente constante para una

potencia de 80%.

a) b)
1000 —| * o i 1000 —
5-CDF Lo
% Rec. — % Rec.
S ] — 2-CDF
- 3.COF SO == u‘?«;& .
——
600 — .
o 600 —
400 — ® CDF |
= DBFo
200 400
—[ | | | |
400 60.0 80.0 40.0 60.0 80.0
Potencia (%) Potencia (%)

Figura 37.- Efecto de la potencia de extraccion sobre los porcentajes de
recuperacion de los PCDFs en presencia de POLE.
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Para el Genapol X-080 (Figura 38), no se observa un comportamiento
diferenciado entre los distintos analitos en estudio, sino que todos ellos
presentan un comportamiento similar. A diferencia de los PCBs, los PCDFs
presentan una disminucién progresiva de la recuperacién obtenida en el
proceso, a medida que aumenta la potencia de extraccion. Por otro lado,
también puede observarse de forma general, que el grado de disminucion es
més pequefio a medida que aumenta el peso molecular del compuesto, o dicho
de otra forma, aumenta el mimero de tomos de cloro en la molécula.

Hay que destacar que para altas potencias (80 %), el DBFo y el 1-CDF,
en presencia de Genapol X-080 no se observaban en la disolucién extraida.
Esto puede ser debido a una volatilizacion mayor de estos compuestos en
presencia de Genapol X-080 que en presencia de POLE, puesto que incluso
este tltimo surfactante, los porcentajes de recuperacién de estos analitos son

muy reducidos.

100.0 —
% Rec. |
80.0 —

60.0 —

20.0 —

DBFo
A Vi B VL A

40.0 50.0 60.0 70.0 80.0
Potencia (%)

Figura 38.- Influencia de la potencia de extraccién en la recuperacién de los
PCDFs, siendo el Genapol X-080 el extractante.
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7.4.- Influencia del tiempo de extraccidn sobre los porcenigjes de
recuperacion

En el proceso de extraccion de muestras solidas, es necesario realizar
una serie de lavados de la muestra para extraer todos los compuestos que se
quieren analizar posteriormente. En este caso, se utilizan tres pasos de lavado:
un lavado inicial, de mayor duracién y en el cual la muestra con los analitos se
pone en contacto con el medio extractante (acondicionamiento de la muestra), y
dos lavados posteriores, de menor duracion.

Al igual que la potencia utilizada, el tiempo que la muestra se mantiene
en contacto con el medio extractante influira en las interacciones y equilibrios
que se establezcan, y por tanto, en los porcentajes de recuperacion que seran

obtenidos tras el proceso.

Para estudiar el efecto que tiene este pardmetro en el proceso de

extraccion por microondas, se realizaron extracciones variando el tiempo del
proceso para las tres potencias anteriores. Se ensayaron dos series de tiempos:

25, 10, 10 min. y 15, 10, 10 min. respectivamente.

7.4.1.- Efecto sobre la extraccién de los PCBs

Cuando variamos el tiempo del primer lavado, es decir, cuando ¢l

.

tiempo de acondicionamiento de la muestra se reduce, s¢

bserva que los
porcentajes de recuperacién aumentan con la potencia: cuanto mayor sea la
potencia mejor es la recuperacion de los analitos. Estos resultados indican que
a menores potencias utilizadas, mayor debe ser el tiempo de extraccion
utilizado, mientras que a potencias elevadas, se requieren tiempos mas
reducidos.

Este comportamiento es similar para ambos surfactantes, y no se
observan variaciones en el comportamiento de los diferentes analitos. En las

Figuras 39 y 40 se muestran algunos ejemplos de los resultados obtenidos para

el POLE y el Genapol X-080 respectivamente.
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Figura 39.- Efecto de la variacién del tiempo de extraccién en la recuperacién de
PCBs utilizando POLE como extractante. (a) extraccién con 25, 10, 10 min., (b)

extraccion con 15, 10, 10 min.
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Figura 40.- Ejemplos de la influencia del tiempo de extraccién sobre los PCBs en
presencia de Genapol X-080. (a) extraccién con 25, 10, 10 min., (b) extraccién con
15, 10, 10 min.
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7.4.2.- Efecto sobre los PCDFs

Los PCDFs presentan un comportamiento diferente respecto a los dos
medios micelares utilizados.

Cuando actua el POLE como extractante, la recuperacién sigue un
comportamiento similar al de los PCBs, es decir, se observa un aumento de la
misma cuando reducimos los tiempos de extraccién a la vez que se aumenta la
potencia utilizada. Asi, los maximos porcentajes de recuperacion se obtienen
para potencias bajas (40%) con tiempos de extraccién mayores, y para
potencias elevadas (80%) a tiempos cortos. La diferencia en las recuperaciones
obtenidas para estos dos casos no es muy elevada, siendo mejores en el

segundo caso. Ejemplos de este comportamiento se muestran en la Figura 41.

a) b)
100.0 — 100.0 —
% Rec. - % Rec. -
80.0 — 80.0 —
= 3-CDF =
60.0 — 60.0 —
40.0 — opr 400 —
20.0 oige 20.0
¢ 28l o
40.0 60.0 80.0 40.0 60.0 80.0
Potencia (%) Potencia (%)

Figura 41.- Efecto del tiempo de extracciéon sobre los PCDFs, siendo el POLE el
extractante. (a) extraccién con 25, 10, 10 min., (b) extraccién con 15, 10, 10 min.
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Para el caso del Genapol X-080, el comportamiento de los analitos es
practicamente similar para las dos condiciones de extraccion estudiadas (Figura
42). Como puede observarse, los porcentajes de recuperacién disminuyen a
medida que aumenta la potencia de extraccion, siendo los porcentajes de
recuperacion muy similares para ambas series de tiempos, aunque ligeramente
superiores para tiempos menores de extraccién. Por tanto, las condiciones que

se establecen son potencias bajas con tiempos de extraccion cortos.

a) b)
100.0 — : 100.0 —
% Rec. % Rec. ]
Y R \
60.0 — 60.0 — 4CDF
40.0 -: 5.COF 40.0 —_ 6-CDF
20.0 — \E 20.0 —] \
= — ool z-cDF\
0.0 I | I | 0.0 I | I |
40.0 60.0 80.0 40.0 €0.0 80.0
Potencia (%) Potencia (%)

Figura 42.- Influencia del tiempo de extraccién sobre los PCDFs en presencia de
Genapol X-080. (a) extraccién con 25, 10, 10 min., (b) extraccién con 15, 10, 10

min.

7.5.- Porcentajes de recuperacion
Tras optimizar las condiciones del método de extraccion por
microondas, diferentes muestras fueron sometidas al mismo, para comprobar

los resultados previamente obtenidos. Los porcentajes de recuperacion
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obtenidos para los diversos analitos en estudio, tanto PCBs como PCDFs, se
muestran en las Tablas XXXV y XXXVI, respectivamente.

Como puede observarse, los porcentajes de recuperacién obtenidos son

muy satisfactorios para todos los analitos estudiados, independientemente del

surfactante utilizado.

Tabla XXXV.- Porcentajes de recuperacién obtenidos para los PCBs en un
sedimento marino, tras aplicar el proceso de extraccién por microondas.

POLE Genapoel X-080

PCBs Afad. Enco.* % Afiad. Enco.* %
ng.ml" | ng.ml’ | Rec. | ng.ml’ ng.ml" Rec.
BY 771.0 624.5 81.0 771.0 586.0 76.0
MBF 9430 | 8959 | 950 | 943.0 811.0 86.0
DBF 1115.0 1014.7 91.0 1115.0 1148.5 G3.0
TriBF 1288.0 1159.2 90.6 1288.0 1185.0 S2.6
TBF 1460.0 1314.0 80.C 1460.0 1343.2 52.6
PBF 1632.0 1550.4 95.0 1632.0 1648.3 i01.0
HBF 1800.0 1710.0 95.0 | 1800.0 1782.0 9.0

* Media de tres determinaciones referidas a la concentracién inicial de analito en el sedimento.
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Tabla XXXVL- Porcentajes de recuperacién para los PCDFs en un sedimento
marino, tras aplicar el proceso de extraccién asistido por microondas.

POLE Genapo!l X-080

PCDEs Afad. Enco.* % | Afiadido* | Encontra.* | %

ng.ml’ ng.ml’ | Rec. | ng.ml’ ng.ml’ Rec.
DBFo | 840.0 831.6 99.0 840.0 789.6 04.0
1-CDF 1012.0 1001.9 | 99.0 | 1012.0 9209 | %1.0
2-CDF 1185.0 1007.3 | 85.0| 1185.0 1149.5 | 97.0
3-CDF 1357.0 1384.1 |102.0] 1357.0 - 1438.4 | 106.0
4-CDF 1530.0 1331.1 | 87.0) 1530.0 1392.3 91.0
5-CDF 1702.0 | 1685.0 |9%.0}] 1702.0 1531.8 90.0

* Media de tres determinaciones referidas a la concentracién inicial de analito en el sedimento.

Del mismo modo que en el caso anterior, se aplico el proceso de

extraccién por microondas a una muestra de sedimento marino previamente

acondicionada con una mezcla de todos los PCBs y PCDFs estudiados. Esta

muestra fue sometida, por un lado, a las: condiciones més adecuadas

establecidas para los PCBs, y por otro, se sometié a condiciones Gptimas de los

PCDFs.

Los resultados obtenidos bajo ambas condiciones se muestran en las

Tablas XXXVII y XXXVIII respectivamente.
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Tabla XXXVIL.- Resultados obtenidos tras aplicar MAE, bajo condiciones
optimas para los PCBs, a una muestra de sedimentc marino que contenia una
mezcla de PCBs y PCDFs,

Potencia de extraccién: 40% ; Tiempo de extraccién: 25, 10, 10 min.

POLE Genapol X-080
ot | o8, [ et | e | s [t | o
BF 771.0 | 508.9 | 650 | 771.6 | 5243 | 8.5
DBFo | 840.0 | 596.4 71.0 840.0 604.8 72.0
MBF | 943.0 | 622.4 | 660 | 943.0 | 631.8 | 3570
1-CDF | 1012.0 | 738.8 | 73.3 | 1012.0 | 738.8 | 73.0
DBF | 11150 | 9143 | 2.0 | 11150 | 9143 | 22.¢
TriBF | 1288.0 | 850.1 | 65.0 | 1288.0 | 9145 | 7:.0
TBF | 1460.0 | 1197.2 | 22.0 | 1460.0 | 1182.6 | 81.0
3-CDF | 1357.0 | 922.8 | 680 | 1357.0 | 11263 | 83.0
4-CDF | 15300 | 1162.8 | 76.0 | 1530.0 | 1224.0 | 80.0
HBF | 1800.0 | 1350.0 | 75.0 | 1800.0 | 1404.0 | 78.0
5-CDF | 1702.0 | 1463.7 | 85.0 | 1702.0 | 1514.8 | 89.0

* Media de tres determinaciones referidas a la concentracién inicial de analito en el sedimento.
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Tabla XXXVIIL.- Porcentajes de recuperacién obtenidos para una muestra de
sedimento marino, bajo condiciones éptimas para los PCDFs en POLE, que
contenia una mezcla de PCBs y PCDFs.

Potencia de extraccién: 80%; Tiempo ‘de extraccién: 15, 10, 10 min.

POLE Genapol X-080
Analito | Afiad: Enco.* %  Anad. | Enco.* %
ng.ml’ | ng.mlI” | Rec. | ng.ml’ | ng.ml" | Rec.

BF | 771.0 | 478.0 62.0 771.0 478.0 62.0

 PBFe | 8400 | 588.0 | 70.0 | 840.0 | 588.0 | 70.0
CMBE 109430 | 59417 630 | 943.0 | 5469 | 58.0

“1-cpF 101200 | 759.0 | 750 | 1012.0 |7617.3 | 610

DBF | 1115.0 | 9143 | 2.0 | 11150 | 863 | 75.0

 TriBF | 1288.0 | 8630 | 67.0 | 1288.0 | 7986 | 62.0

TBF | 1460.0 | 1226.4 | 84.0 | 1460.0 | 1168.0 | 80.0
3.CDF | 1357.0 | 868.5 | 64.0 | 1357.0 | 841.3 | 62.0
4CDF | 1530.0 | 1101.6 | 72.0 | 1530.0 | 1101.6 | 72.0

HBF | 1800.0 | 1278.0 | 71.0 | 1800.0 | 1134.0 | 63.0
5-CDF | 1702.0 | 1480.7 | 7.0 | 1702.0 | 1395.6 | 82.0

* Medla de tres detenmnacnones referidas a la concentracmn inicial de analito en el
sedimento.

7.6.- Evaluacion estadistica del método. : :

El estudio. estadlstlco sobre. la precision y exactltud de la metodologia
optlmlzada para_ la extraccxon preconcentracwn y deterrmnacmn de los PCBs y
PCDFs presentes en muestras de sedimentos marinos, se realizé sometiendo a

seis muestras, con una concentraciéon de analito incluida en el intervalo de
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concentraciones establecido, al proceso completo de extraccion asistida por
microondas y la determinacidn posterior por HPLC y fluorescencia.
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla XXXIX y XL. Junto a

estos resultados se muestran los Limites de Deteccién para cada analito.

Tabla XXXIX.- Pardmetros estadisticos y Limites de Deteccidon para la
determinacién de PCBs en sedimentos marinos mediante el uso de MAE.

BF | MBF | DBF | TriBF | TBF | PBF | HBF
o | 0.54 059 | 054 | 2.1 | 228 | 1.47 | 1.25
POLE | ow* | 0.22 | 024 | 022 | 0.85 | 693 | 6.60 | 0.51
LD 662 | 1.89 | 1.11 | 2.45 | 0.85 | 4.89 | 2.89
o | 0.32] 1.94 | 1.8 | 0.69 | 1.03 | 1.57 | 0.81
oa* | 0.13 | 0.79 | 0.44 | 0.28 | 0.42 | 0.64 | 0.33
LDY 076 | 0.94 | 0.70 | 2.8 | 1.46 | 4.89 | 3.61

Genapol
X-(80

#: Desviacion estandard; *: Desviacion estandard media.; ¥: Limite de Deteccion en ng.mi™

Tabla XL.- Pardmetros estadisticos y Limites de Deteccién para la determinacion
de PCDFs en sedimentos marinos mediante el uso de MAE.

DBFo | 1-CDF | 2-CDF | 3-CDF | 4-CDF | 5-CDF
o 234 | 499 | 037 | 040 | 035 | 0.76
POLE O™ 165 | 223 | 0.16 | .16 | 0.15 | 0.34
LD | 042 | 192 | 1.23 | 2.66 | 1.04 | 3.06
o’ 121 | 154 | 876 | 094 | G072 | 0.87
O™ 0.54 | 0.69 | 0.34 | 038 @ 0.32 | 0.39
LD 050 | 1.92 | 1.89 | 299 | 1.53 | 5.10

Genapol
X-080

#: Desviacién estandard; *: Desviacién estandard media.; ¥: Limite de Deteccidn en ng.mi™*
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8.- Anlicacion de la metodologia de extraccién por microondas a muestras

de sedimentios marines

Una vez se han optimizado los diferentes pardmetros que afectan al
proceso MAE y establecidos los: pardmetros analiticos, la metodologia
pfopuésta ha sido aplicada a dos. sedimentos diferentes, procedentes de dos
zonas costeras de la Isla de Gran Canaria (Islas Canarias): playa de “Las
Canteras”, situada en la zona NE de la isla, y el puerto de “Taliarte”, situado
en la zona SE. |

Las muestras procedentes de estas “zonas presentan caracteristicas
diferentes, tanto de composu:lon como de tamano El sedlmento procedente de
la playa de "Las Canteras es arena con un alto contenldo calcéreo, puesto que
procede de la concha de organismos marinos. .El tamafio: de las particulas es
grande y presentan una textura gruesa. En cuanto al sedimernto procedente del
puerto de "Taharte " hay que mencionar que es un sedlmento de tamafio més
fino y textura més suave, de tipo limoso.

Previo al acondicionamiento de estos sedimentos con los analitos en
estudio como se mdlca en la Parte Expenmental se han ehmmado posibles

interferencias hmp1ando la rnuestra con agua destﬂada y seleccmnando

8.1.- Aplzcaczon a sedzmenms con presencia de PCBs _

Los resultados obtemdos tras la aphcac10n de la metodologla de
extraccion con. mlcroondas y posteriormente la; Cromatograﬁa Liquida de Alta
Eficacia se muestran en las Tablas XLI y XLIL En ellos se observa‘que los
porcentajes de recuperacmn obtemdos son muy satlsfactorlos para todos los
analitos estudlados en presencxa de ambos surfactantes salvo para el caso del
POLE cuando se uuhza como extractante en una muestra de sedlmento

procedente de “Las Canteras”. En este caso, la recuperacion del BF y MBF es
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baja, pudiendo ser debido a un reducido poder extractante del POLE, siendo
mayor la afinidad de las moléculas de analito por el sedimento que por las

micelas del extractante.

Tabla XLI.- Porcentajes de recuperacion obtenidos para los PCBs tras aplicar el
proceso de extraccién por microondas al sedimento procedente de la playa de
“Las Canteras”.

POLE Genapol X-080

Anatin | Aad. Enco.* % Anad. | Enco.* %

Y pgmlt | pg.ml? | Rec. | ng.ml? | ng.ml' | Rec.
BF 771.0 331.5 43.0 771.0 624.5 g1.0
MBEF 943.0 518.6 55.C 943.0 867.6 2.0
DBEF 1115.0 1025.8 2.0 1115.0 | 1014.6 | S1.C
TriBF 1288.0 1159.2 S3.0 1288.0 | 1159.2 | ¢C.C
TBF 1460.0 1474.6 | 101.0 | 1460.0 | 13140 | 90.0
PBF 1632.0 1583.0 S7.5 1632.0 | 1550.4 | S5.G
HBF 1800.0 1764.0 98.C 1800.0 | 1710.0 | 95.G

* Media de tres determinaciones referidas a la concentracién inicial de analito en el sedimento.

Tabla XLII.- Porcentajes de recuperacion obtenidos para los PCBs tras aplicar el
proceso de extraccién por microondas al sedimento procedente del puerto de
“Taliarte”.

POLE Genapol X-080
. Afiad. Enco.* % Afiad. Enco.* %
Analito ng.ml’ | ng.ml' | Rec.| ng.ml’ | ng.ml’ | Rec.
BF 771.0 585.9 76.0 771.0 709.3 92.C
MBF 943.0 810.9 8.0 943.0 895.8 85.6
DBF 1115.0 1148.4 | 103.0] 1115.0 1025.8 | 92.¢
TriBF 1288.0 1184.9 82.0 | 1288.0 1223.6 | 95.G
TBF 1460.0 1343.2 92.0 1 1460.0 1372.4 | 94.0
PBF 1632.0 1648.3 | 101.0) 1632.0 1599.3 | 98.0
HBF 1800.0 1782.0 92.0{ 1800.0 1800.0 | 1300.0

* Media de tres determinaciones referidas a la concentracion inicial de analito en el sedimento.
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8.2.- Aplicacién a sedimentos que contienen PCDFs

Del mismo modo que para el caso anterior, una vez que la metodologia
ha sido optimizada, ésta se aplica a dos sedimentos marinos diferentes que
contienen PCDFs.

Los resultados obtenidos en estos estudios, indican recuperaciones
altamente satisfactorias para todos los compuestos, independientemente del
medio micelar que utilizado para su extraccién. Estos resultados s¢ muestran en
las Tablas XLIII y XLIV. -~

Tabla XLIII.- Porcentajes de recuperacién obtenidos para los PCDFs tras .aplicar
el proceso de extraccién por microondas al sedimento procedente de Ia playa de
“Las Canteras”.

POLE Genapol X-080
Analito Afiad. Enco.* | % Afiad. Enco.* %
ng.ml'l ng.ml’1 Rec. ngml? | ngml” | Rec.

DBFo 840.0 831.6 99.0 840.0 789.6 | 94.0
1-CbrF | 1012.0 1001.8 | 99.0 | 1012.0 | 920.9 | 91.0
2-CDF | 1185.0 1007.2 | 85.0 | 1185.0 | 11494 | 97.0
3-CDF | 1357.0 1384.1 | 102.0 | 1357.0 | 1438.4 | 106.0
4-CDF | 1530.0 1331.1 | 87.0 | 1530.0 | 1392.3 | 91.0

Pa) 10" N 1L£0A O OO0 N
5-CDF 1702.0 1684.9 98.0 1702.0 1

1.8} 20.C

* Media de tres determinaciones referidas a la concentracién inicial de analito en el sedimento.
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Tabla XL1V.- Porcentajes de recuperacién obtenidos para los PCDFs tras aplicar
el proceso de extraccion por microondas al sedimento procedente del puerto de
“Taliarte”.

POLE Genapel X-080
Analito Afiad. Enco®. % Afiad. Enco.*® %
ng.ml’ ng.ml’ Rec. ng.ml” ng.ml”? | Rec

DBFo 840.0 798.0
i-Cpr | 1012.0 1012.0
2-CDF | 1185.0 1196.8 |

\&O
LN
-

0 840.0 756.0
4 1012.0 | 931.0

0| 1185.0 | 1208.7
1.0 1 1357.0 | 1262.0

o

> | e
D | NO

8| 5

<2
-
o
TR e
DDy | D] |

[

3-CDF | 1357.0 1370.5 | 101.0 ) 1357 1262.0 | ©¢3
4-CDF | 1530.0 1468.8 | 9¢.0 1530.0 | 1514.7 | 99
5-CDF | 1702.0 1684.9 | 9%.0 1702.0 | 1650.9 | ¢7

* Media de tres determinaciones referidas a la concentracién inicial de analito en el sedimento.

8.3.- Aplicacion a sedimentos que contienen mezclas de PCBs y PCDFs

Al igual que para ambas familias por separado, la aplicacién del proceso
de extraccién por microondas, se comprobd en muestras de ambos sedimentos
marinos que habian sido previamente acondicionados con mezclas de todos los
analitos en estudio. Al estar presentes analitos de diferentes caracteristicas, y
habiéndose observado que las condiciones Optimas del proceso de extraccién
dependen de los mismos, la extraccién se llevo a cabo utilizando, por un lado,
las condiciones establecidas para los PCBs, y por otro, las condiciones éptimas
de los PCDFs.

La concentracidn utilizada para este estudio se establecié en un intervalo
ligeramente superior al utilizado para ambas familias por separado. Esto se
debe a las limitaciones del sistema en lo referido a la cuantificacién, no asf la
identificacién, de los diferentes PCBs y PCDFs en la mezcla.

El cromatograma presentado en la Figura 43 muestra la elucién de una

mezcla de PCBs y PCDFs tras aplicar la metodologia de extraccion asistida por
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microondas a una muestra de sedimento marino procedente de la playa de "Las

Canteras" (Gran Canaria).

30.00 —

int.Rel. _|
Flu.

20.00 —

10.00 —

. 10
0.00 —/ e 11

! l ' f ! I
0.00 10.00 20.00 30.00
Tiempo (min.)

Figura 43 - Cromatograma obtenido para una muestra de sedimento rocedente de
Ia playa de "Las Canteras" (Gran Canaria) tras aplicar la metodologia de
extraccion asistida por microondas para la determinacion de una mezcla de PCBs
y PCDFs, utilizandose el POLE come medio extractante,

1.~ BF: 2.- DBFo; 3.- MBF; 4.- 1-CDF; 5.- DBF; 6.~ TriBF; 7.- 3-CDF; 8.- TBF;

9.- 4DCF; 10.- HBF; 11.- 5-CDF

Los porcentajes de recuperacion obtenidos para las mezclas estudiadas,

bajo ambas condiciones de extraccién, se muestran en las Tablas XLV y XLVI.
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Como puede observarse en los resultados, los porcentajes de
recuperaciéon son ligeramente inferiores para todos los analitos cuando las
condiciones utilizadas en el proceso de extraccién corresponden a las Optimas
de los PCDFs. Cuando la extraccion se lleva a cabo bajo las condiciones
6ptimas para los PCBs, los resultados obtenidos para los diferentes PCDFs se
mantienen préicticamente constantes, mientras que para los PCBs se mejoran
considerablemente. Esta diferencia en la recuperacién de los PCBs puede ser
debida a tanto a las interacciones que se establecen entre los diferentes analitos,
como a la posible volatilizacién de los PCBs debido a las altas temperaturas
alcanzadas al utilizar una potencia elevada. Por tanto, a la hora de analizar
muestras de sedimentos marinos que contienen mezclas de PCBs y PCDFs las

condiciones a utilizar seran las establecidas como 6ptimas para los primeros, €s

decir, una potencia de 40% y unos tiempos de lavado de 25, 10 y 10 min..
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9.- Aplicacion de la metodologia de extraccién por microondas a la

B

exiraccion de PCBs y PCDFs en muesiras de organismos marinos.

Tanto los PCBs como los PCDFs son compuestos clorados sintéticos,
persistentes en el medio ambiente, debido a sus propiedades fisicoquimicas, y
con un fuerte caracter lipofilico, y por tanto bastante insolubles en agua.
Debido a estas propiedades pasan a depositarse tanto en el sedimento de las
zonas donde son vertidos, como en la materia particulada. Ademds, tienen
tendencia a bioacumuiarse en los 4cidos grasos de ios diferenies organismo que
se encuentran en el medio.

Aunque estos compuestos estdn sujetos a bio- y fotodegradacion [139],

son altamente estables y se encuentran ampliamente distribuidos. Se han

encontrado tanto PCBs como PCDFs en los diferentes niveles de la cadena
trofica. Estos compuestos se introducen en la cadena alimenticia a través de los
organismos inferiores, pasando a organismos superiores por predacién. Asi, los
PCBs y los PCDFs pueden encontrarse desde muestras de moluscos hasta
muestras de leche materna [18,50,140-143]. Algunos ejemplos de organismos
en los que se han encontrado estos compuestos, y las concentraciones de los

mismos se muestran en la Tabla XLVIL

cuando son incorporados por los organismos, bien por adsorcién, bien por
ingestidn, tienden a acumularse en las capas de 4cidos grasos o lipidos de los
mismos. Los diferentes compuestos organoclorados presentan diferente afinidad
respecto a las distintas clases de lipidos. Es por esto que la concentracion de
estos compuestos variard con la especie, el género, la edad, la masa corporal,
la estacidn, etc.[45]. Pero a la hora de identificar y cuantificar los diferentes
PCBs y PCDFs, no s6lo es importante el tipo de lipido sino también del
congénere que se trate. Esto se debe a que la toxicidad, caricter lipofilico y

persistencia son diferentes para cada congénere de la familia. Por ejemplo, los
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PCBs coplanares, con atomos de cloro en posiciones diferentes a las orfo- son

los que mayor toxicidad presentan.

Tabla XLVIL.- Ejemplos de PCBs y PCDFs en organismos marinos®.

ZONA ORGANISMO ANALITO (pesonféil edo)
Bahia Newark | Cangrejo (hepatopancreas) K 0.6
(U.S.A) Rébalo (bepatopancreas) 2,3,7,8-TewaCDF 0.38
P Salmén 439
Mar Baltico Arenque PCBs 172

Galicia: ety e
Ria de Arosa Mejilion PCBs 183
Pontevedra Mejilién

a) Ref. [18,45,144]

En consecuencia, serfa conveniente establecer una normalizacién de
lipidos en referencia a los organismos marinos, puesto que frecuentemente se

establece una relacién de particién entre los lipidos presentes en un organismo

comparaciones en cuanto a la concentracion de los diferentes PCBs y PCDFs
entre diversas especies, independientemente de su contenido lipidico. La
solubilidad de cada uno de los diferentes congéneres en los lipidos, estd
generalmente relacionada con su coeficiente de particion octanol/agua [18,50].
De ahi que la distribucion de estos compuestos organoclorados en los
organismos varfa en funcién de su composicion en lipidos. Cabe resefiar que
los PCDFs presentan menor factor de bioconcentracion que los PCBs.

Cuando se quiere determinar la evolucion de una zona marina en cuanto

al grado de contaminacién o el tipo de contaminante, los organismos marinos
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pueden utilizarse como modelo. Asi, las concentraciones presentes en los
tejidos de los diferentes organismos marinos sirven como indicadores de la
carga contaminante que soporta el medio, tanto desde el punto de vista espacial
como temporal, en el que éstos se encuentran [140,145].

La variedad de organismos marinos en los cuales se han determinado
diversos contaminantes, incluidos PCBs y PCDFs, es muy grande; se pueden
encontrar estudios realizados desde organismos microscopicos, a peces y

mamiferos [32,34], pasando por moluscos [145], crustaceos [146], etc.

almejas [148], etc., como indicadores de la contaminacion de una regién o zona
es bien conocido, y dentro de estos pueden destacarse los mejillones. Estos
organismos presentan gran capacidad de acumulacién de contaminantes, como
pueden ser los metales pesados y aquellos compuestos que presentan un fuerte
cardcter lipofilico. Por otro lado, hay que afiadir su pequefio potencial
enzimatico de degradacién de todos estos compuestos [27,144]. Utilizando los
organismos filtradores como indicadores se logra simplificar el procedimiento
analitico y se reduce el requerimiento de metodologias costosas que necesitan
de la toma de muestras de agua. Ademads, el anilisis de tejidos de los
mejillones, en lugar de agua, aportan informacion adicional sobre el grado de
biodisponibilidad del contaminante, y en consecuencia sobre la forma en que
éste interfiere con los procesos bioldgicos.

Al igual que en el caso de sedimentos, la determinacién de compuestos
contaminantes en muestras de organismos marinos requiere de una serie de
pasos previos al andlisis, como puede ser la obtencién de ciertas zonas
representativas del organismo, donde la concentracién de los analitos pueda
cuantificarse, asi como la extraccién y preconcentracién posterior de los
mismos para eliminar posibles interferencias. Las muesiras del organismo
tomadas para los andlisis suelen corresponder principalmente a tejidos con un

alto contenido en lipidos, como el hepatopancreas o los miisculos. Una vez que
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se tienen las muestras, las técnicas de extraccién, previas al andlisis, més
utilizadas son la extraccién convencional mediante disolventes organicos
[140,144], Soxhlet [27,143,144] y la extracciéon por microondas mediante
disolventes orgénicos [142,149]. Cada uno de estos métodos varia en cuanto a
su efectividad de extraccion de los lipidos, y por tanto los resuitados obtenidos

dependerén de este factor.

En el trabajo desarrollado en esta Tesis, el organismo elegido para el
estudio de los PCBs y PCDFs ha sido el mejilion (Myrilus eduiis), debido a su
alto caracter filtrador. La metodologia que se ha optimizado para la
determinacién de dichos compuestos es la Extraccion Asistida por Microondas
(MAE), con la diferencia que en este caso el extractante es un medio micelar
no iénico. Los surfactantes utilizados en este estudio son el Oligoetilen Glicol
Monoalquil eter (Genapol X-080) y el Polioxietilen 10 Lauril eter (POLE),
siendo los mismos que se utilizaron en el caso del andlisis de muestras de

sedimentos marinos.

9.1.- Optimizacion de la metodologia de Extraccion por Microondas para la

k) * .’ ¥ T
agerernnnaclon de e ms.

a las Optimas establecidas en el apartado anterior, es decir, las muestras se
someten a extraccién con 20 ml. de la disolucidn extractante, de pH 4cido, tres

etapas de lavado y una potencia de extraccion del 40%.

9.1.1.- Genapol X-080

Los resultados obtenidos utilizando el Genapol X-080, tras esta primera

extraccion utilizando una primera etapa de acondicionamiento de 25 min., y
dos mas de extraccién de 10 min. cada uno, (1) 25,10,10 min., muestran bajos

porcentajes de recuperacidén para todos los analitos (Tabla XLVIII). Si
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representamos los porcentajes de recuperacion frente al analito al que
corresponden, se observan fluctuaciones en funcién del nimero de atomos de
cloro en la molécula (Figura 44). Los mejores porcentajes se obtienen para
aquellos analitos con nimero par de dtomos de cloro.

Con el fin de mejorar estos resultados y conseguir las condiciones
éptimas de recuperacion, se procedié a variar los tiempos de las diferentes
etapas, de layado. De -esta ;hanera, dif¢r¢ntes muestras previamente

acondicionadas, se sometieron al proceso de extraccién bajo las nuevas

tiempo global de extracci6n, (2) 25,15,15 min., y por otro, una variacién de
los tiempos correspondientes a cada una de las diferentes etapas, (3) 15,15,15
min. Los resultados obtenidos bajo estas nuevas condiciones no mostraron
mejoras en los porcentajes de recuperacion de los diferentes PCBs en estudio
(Tabla XLVIII).

Tabla XLVIII.- Variacién de los porcentajes de extraccion de los PCBs con el
tiempo de extraccion, utilizando Genapol X-080 como extractante.

BF |MBF DBF |TriBF | TBF | PBF (HBF

N

5,

ot

0,10% | 29

N

3 39 29 57

W
-t

42

25,15,15% | 21 10 38 13 41 26 | 43

15,15,15* | 29 | 24 |56 | 23 | 27 | 24 | 29

* Tiempo en minutos

La representacién grafica de los mismos permite comprobar que el
comportamiento de los analitos es el mismo que para las condiciones
anteriores, observindose fluctuaciones en los valores de recuperacién que

dependen de su estructura molecular (Figura 44). Esto hace pensar que el
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Genapol X-080 no es un buen extractante de estos analitos cuando se

encuentran en muestras de organismos.

60 -

50
g 40 =
O 4
@ 30 r\\'_ ——2
< 20 - 3
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0 T == T T T T = |

BF MBF DBF - TriBF TBF PBF HBF
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Figura 44.- Variacién de los porcentajes de recuperacién con el tiempo de
extraccién para cada analito. (1) 25, 10, 10 min., (2) 25, 15, 15 min., (3) 15, 15,

15 min.

Podemos suponer por tanto, que como la efectividad del método
depende de su poder para interactuar o extraer los lipidos del organismo, el
Genapol X-080 no es capaz de realizar adecuadamente esta extraccion.
Ademds, las fluctuaciones observadas en los porcentajes, ratifican lo
anteriormente citado en cuanto a la diferencia del caricter lipofilico de los
diferentes congéneres de una familia de analitos, en funcién de su estructura

molecular.
9.1.2.- POLE

Los resultados obtenidos para este surfactante en las condiciones

iniciales, indican porcentajes de recuperacién ligeramente superiores a los
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presentados por ¢l Genapol X-080, aunque siguen siendo bajos (Tabla XLIX).
De la misma forma que en el caso anterior, se realizaron nuevas extracciones,
estableciéndose como condiciones los siguientes tiempos de extraccion: (2)
25,15,15 min. y (3) 15,15,15 min.. Los porcentajes de recuperacién obtenidos
para estos tiempos aumentan ligeramente con respecto a los anteriores,
observéndose mejores recuperaciones para ¢l caso de los analitos con mayor

nimero de atomos de cloro.

Tabla XLIX.- Variacién de los porcentajes de extraccién de los PCBs con el
tiempo de extrac;:ién, utilizando POLE como extractante.

BF |MBF |DBF |TriBF | TBF | PBF |HBF
25,10,10+ | 42 | 46 |59 | 63 |77 |76 | 79
251515 | 30 | 50 | 56 | 69 | 72 | 73 | 64
15,15,15* | 32 | 34 | 69 | 75 | 77 | 75 | 78

* Tiempo en minutos

Tras comprobar los resultados, y con objeto de mejorar el paso del
analito desde la matriz lipofilica al surfactante, se consideré como una nueva
alternativa aumentar en uno el nimero de lavados, de tal forma que la
extraccién se realice en cuatro lavados, (4) 20,10,10,10 min. Bajo estas
condiciones, los porcentajes de recuperacién de los analitos con menor peso
molecular aumentan ligeramente, mientras que los correspondientes a los de
mayor peso molecular se mantienen practicamente constantes respecto a las
condiciones anteriores (Tabla L).

Una vez establecidas en cuatro las etapas de lavado, se realizé un nuevo
estudio variando la potencia de extraccién. En las nuevas extracciones se

trabajard con potencias del 80%, y se utilizardn dos nuevos intervalos de
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tiempo: (5) 20,10,10,10 min. y (6) 10,10,10,10 min., con lo que obtendremos
mayor informacidén sobre el efecto que producen ambos factores en el proceso
de extraccion. Los porcentajes de recuperacidn obtenidos para los distintos
analitos bajo estas nuevas condiciones son inferiores a los anteriores (Tabla L),
por lo que se consideraran las condiciones (4) 20,10,10,10 min. y potencia de

40% como las mas adecuadas.

Tabla L.- Variacién de los porcentajes de extraccion de los PCBs con el tiempo de
extraccion, utilizando POLE como extractante.

BF | MBF |DBF |TriBF | TBF |PBF |HBF
20,10,10,10% | 48 51 62 69 79 69 51
20,10,10,10%#1 42 | 44 49 51 58 62 66
10,10,10,10%# | 37 43 49 56 78. 66 67

* Tiempo en minutos; # potencia del 80%

Si representamos graficamente los resultados obtenidos para cada uno de
los diferentes intervalos, frente al correspondiente analito, se observa un
aumento del porcentaje de recuperacién a medida que aumenta ¢l peso
molecular del analito (Figura 45). También puede observarse que las
variaciones en los porcentajes de recuperacion de cada analito para las

diferentes condiciones son pricticamente inexistentes.
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Figura 45.- Variacién de los  porcentajes de recuperacién con el tiempo de
extraccién para cada amalito. (1) 25,10,10 min., (2) 25,15,15 min., (3) 15,15,15
min., (4) 20,10,10,10 min., (5) 20,10,10,10 min., potencia: 80%, (6) 10,10,10,10
min., potencia: 80%.

9.2.- Optimizacién de la metodologia de Extraccién por Microondas para la
deierminacion de PCDFs.

Para el estudio de la extraccion y determinacién de PCDFs presentes en
muestras de organismos marinos mediante la metodologia de extraccién por
microondas, se parte de las condiciones Gptimas establecidas en el apartado del
anélisis de los sedimentos, puesto que estudios previos indicaron que tanto €l
pH como el volumen de la disolucién extractante, no afectan a la extraccion. A
diferencia de los PCBs, cuando se quiere analizar una muestra sélida que
contiene PCDFs, las condiciones Optimas de extraccion mediante MAE,

difieren para cada uno de los dos surfactantes utilizados.
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9.2.1.- Genapol X-080

Cuando se utiliza el Genapol X-080 como medio extractante, las
condiciones iniciales, previamente establecidas, estdn constituidas por tiempos
de extraccion de (1) 25,10,10 min. y una potencia del 40%. Al igual que en el
caso de los PCBs, los resultados obtenidos tras someter a las muestras al
proceso completo de extraccion, muestran porcentajes de recuperacién bajos y
fluctuantes dependiendo de analito extraido (Tabla LI). El comportamiento
fluctuante de los porcentajes de recuperacion frente a cada uno de los diferentes

PCDFs en estudio, puede observarse en la Figura 46.

Tabla LI1.- Variacion de los porcentajes de extracciéon de los PCDFs con el tiempo
de extraccién, utilizando el Genapol X-080 como extractante.

DBFo |1-CDF |2-CDF |3-CDF | 4-CDF | 5-CDF
25,10,10* 25 23 49 14 35 29
25,15,15% 38 31 39 25 40 23
15,15,15% 33 28 39 20 36 26

* Tiempo en minutos

Con objeto de lograr mejores porcentajes de recuperacion, y siguiendo
los pasos anteriormente realizados, se varfan los tiempos de los diferentes pasos
de lavado, utilizdndose los mismos intervalos que para los PCBs: (2) 25,15,15
min. y (3) 15,15,15 min. Estas nuevas condiciones tienen como resultado
porcentajes de recuperacion muy similares a los anteriores, manteniéndose
siempre por debajo de valores que pueden considerarse como satisfactorios
(Tabla LI). De aqui que concluyamos que el Genapol X-080 no sea un medio
extractante adecuado para la determinacién de PCDFs presentes en organismos

marinos.
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Figura 46.- Efecto de la variacién del tiempo de extraccién sobre los porcentajes
de recuperacién de los PCDFs. (1) 25, 10, 10 min., potencia: 40%; (2) 25, 15, 15
min., potencia de 40%; (3) 15, 15, 15 min., potencia de 40%

9.2.2.- POLE

Tras observar el comportamiento similar de los PCBs y PCDFs
utilizando Genapol X-080 como extractante, se ha optado por realizar un
estudio més completo desde el momento inicial para el caso de los PCDFs con
POLE. Ademéas de las condiciones de partida: tiempos de extraccion (1)
15,15,15 min. y potencia del 80%, las muestras fueron sometidas a otros dos
intervalos de tiempo adicionales: (2) 15,10,10 min. y (3) 10,10,10 min.,
manteniéndose en ambos casos la potencia inicial. Los porcentajes de
recuperacion obtenidos para los distintos analitos tras aplicar las condiciones de
extraccion a las muestras, son inicialmente bajos, observandose un aumento de
los mismos a medida que se reduce el tiempo global de extraccion (Tabla LII).
En todos los tres casos, los analitos muestran un comportamiento similar: a
mayor numero de dtomos de cloro en la molécula, mayor porcentaje de

recuperacién se obtiene (Figura 47).
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Tabla LII.- Influencia del tiempo de extraccion en los porcentajes de recuperacion
de los PCDFs, utilizando POLE como extractante.

DB¥Fo | 1-CDF | 2-CDF |3-CDF |4-CDF | 5-CDF

15,15,15% 10 21 30 43 55 54

15,10,10%* 17 37 48 59 64 79

10,10,10* 40 43 45 53 86 90

10,10,10,10%| 63 69 73 81 83 95

* Tiempo en minutos

Como puede comprobarse, los mejores resultados se obtienen para las
condiciones (3), 10,10,10 min., acercindose los porcentajes de recuperacion a
valores satisfactorios. Teniendo presente el comportamiento mostrado por los
diferentes analitos frente a la variacién del tiempo de extraccién, se realiza una
nueva extraccion afiadiéndose una nueva etapa de lavado a estas condiciones,
estableciéndose las nuevas condiciones en intervalos de tiempo de (4)
10,10,10,10 min. v una potencia del 80%. Los resultados obtenidos bajo estas
condiciones, muestran porcentajes de recuperacién mayores que los anteriores,
considerandose los valores obtenidos como bastante satisfactorios para todos
los PCDFs estudiados. Los valores de los porcentajes de recuperacion son
ligeramente inferiores para aquellos analitos de menor peso molecular (Tabla
LII, Figura 47).
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Figura 47.- Efecto de la variacién del tiempo de extraccién en los porcentajes de
recuperacién. (1) 15, 15, 15 min., potencia de 80%; (2) 15, 10, 10 min., potencia:
80%; (3) 10, 10, 10 min., potencia: 80%; (4) 10, 10, 10, 10 min., potencia: 80%

Teniendo presentes estos resultados, podemos decir que el POLE puede
ser utilizado como medio extractante en el proceso de Extraccién Asistida por
Microondas para los analitos en estudio presentes en muestras de organismos
marinos.

En la Figura 48 podemos observar el cromatograma obtenido tras la
aplicacién de la metodologia de extraccion asistida por microondas a una

muestra de organismo marino.
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Figura 48.- Cromatograma obtenido en la determinacion de seis PCDFs presentes
en una muestra de Mytilus edulis tras aplicar la metodologia de MAE.
1.- DBFo; 2.- 1-CDF; 3.- 2-CDF; 4.- 3-CDF; 5.- 4-CDF; 6.- 5-CDF

Cuando se comparan los resultados obtenidos en los estudios anteriores
con los encontrados para los mismos analitos en sedimentos, se observa una
clara disminucién de las recuperaciones de los mismos para las muestras de
organismos.

Esto puede ser debido por una parte a la volatilidad de los analitos de
menor peso molecular, y por otro al hecho de que los analitos en estudio
presentan una mayor afinidad por la matriz lipofilica que por el medio

extractante.
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1.- Aparates utilizados

1.1.- Estudios fluorimétricos L Lo -
Todos los espectros, asi como las medidas de fluorescencia realizados para
la caracterizacién de los compuestos, se han llevado a cabo mediante un
espectrofotometro de luminiscencia Perkin-Elmer, modelo LS-50, dotado de
una ldmpara de xenén, unido a un ordenador Ataio 3000-SX. Las células
utilizadas para el andlisis de las muestras en estudio son de cuarzo, con un paso

de luz de un centimetro.

1.2.- Estudios conductimétricos
El calculo de las concentraciones micelares criticas se ha realizado

utilizando un conductimetro Crison modelo 25.

1.3.- Determinacion de la temperatura de “Punto de Nube”

Este estudio ha sido realizado mediante la utilizacion de un baifio
termostatizado de la marca Selecta, modelo Tectron 3473200. La
centrifugacion de las muestras, para facilitar la separacion de fases, se realizé

mediante el uso de una centrifuga marca Selecta, modelo Mixtasel.

1.4.- Extraccion en muestras solidas

El sistema de microondas utilizado es un “Microwave Digestion System”,
modelo MSD-81D, de la marca CEM Corporation, con recipientes especiales
de tefl6én para el tratamiento de las muestras.

Para el acondicionamiento de las muestras sdlidas utilizadas a lo largo de
los diversos estudios realizados, se utilizé un sistema rotativo de fabricacion

propia, realizado por el personal técnico del Departamento de Quimica de la
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Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, y que consta de: un motor
rotatorio, una barra metalica y unas placas de metacrilato donde se colocaban

los tubos que contenian diferentes muestras.

1.5.- Determinacion cromatogrifica

El sistema cromatografico utilizado corresponde a la marca Waters
Cromatografia, controlado por el software Millennium 2.15, de la misma
marca, y compuesto por una bomba Waters 510 HPLC Pump, un inyector
Rheodyne 77251, y un detector de fluorescencia conectado en linea, también de
la marca Waters, modelo 474. El tipo de columna cromatogréfica utilizada a lo
largo de toda la investigacion es una Nova-pack Cis 3.9 x 150 mm de Waters
(con empaque de particulas de 4 um) habiéndose colocado, previa a la
columna, una precolumna, de la misma marca comercial, con las mismas
caracteristicas de particula que aquella.

Las jeringas utilizadas para la inyeccién fueron de un volumen de 25 pl.,
tipo Hamilton, pertenecientes a la casa Aldrich Chemical Company. Para la
extraccion del volumen de fase rica en surfactanie se utilizaron agujas de 13 cm
de longitud, mientras que para todos los demas estudios se utilizaron agujas
convencionales.

En los estudios de extraccion de sedimentos marinos, la disolucion
extraida, que contiene los analitos a determinar, se filtra a través de filtros
Millipore: Millex-HA estériles, de 0.45 pm., con objeto de eliminar las

posibles impurezas sélidas.
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2.- Reactivos y Disoluciones empleados

2.1.- Reactivos

Todos los PCBs y PCDFs utilizados en los diversos estudios realizados a lo
largo del desarrollo de esta Tesis, se adquirieron en Accustandard. Inc, y
presentan todos ellos una pureza del 99%.

Los diferentes surfactantes no i6nicos, salvo el Genapol X-080, que procede
de la marca Fluka, se adquirieron de Sigma Chemical Co.

El etanol utilizado para preparar las disoluciones patrén de los analitos
corresponde a la marca Merck, mientras que el metanol utilizado como
componente de la fase mévil cromatogréfica, es de la marca Panreac (grado
HPLC). A esta casa corresponde también el nitrato potasico utilizado para la
realizacion del estudio de la influencia de la fuerza i6nica en la optimizacién de
condiciones en la metodologia de Punto de Nube.

El agua utilizada en la preparacién de las diferentes disoluciones asi como

para la preparacién de la fase movil del sistema de HPLC, se obtiene de un

sistema de purificacién de agua Milli-Q (casa Millipore, U.S.A.).

2.2.- Discluciones

T ne Alcnliirianac Py hn]itt\

Las disoluciones patron de los analitos se han obtenido diso
cantidades adecuadas de cada uno de los mismos en etanol absoluto, de forma
que la concentracion final de las mismas sea de 1.0x10™* M.

Para la preparacién de las disoluciones patrén de los diferentes surfactantes
no i6nicos utilizados a los largo de los estudios realizados, las correspondientes
cantidades de surfactante se disuelven en agua Milli-Q. Las disoluciones de
menor concentracion utilizadas para los diferentes estudios se preparan por
dilucién de las anteriores en agua Milli-Q.

En el caso de surfactantes en estado sélido, la cantidad necesaria se

obtenfa por pesada directa, mientras que para el caso de aquellos que se
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encontraban es estado liquido, se media el volumen correspondiente a la

cantidad, en gramos, necesaria para preparar la disolucion.

3.- Procedimientos Operatives

3.1.- Obtencion de los especiros de excitacion y de emisién de los PCBs
PCDFs

Se preparan en matraces aforados de 25 ml. disoluciones que contienen
470 mg.ml’ de analito a partir de la disolucién patrén, afiadiéndose un
volumen de etanol en cantidad suficiente como para ajustar la misma a una
concentracién del 2% (v/v), y afordndose finalmente con agua Milli-Q. Estas
disoluciones, que contienen una concentracién de compuesto de 1.0x10°M, se
utilizan para la obtencién de los correspondientes espectros de excitacioén y
emision. Para la mayoria de los analitos se usan rendijas de 5 nm, excepto para
los reactivos no clorados (el BF y el DBFo), en cuyo caso se utilizan rendijas
de 2.5 nm.

3.2.- Determinacion conductiméirica de la "concentracion micelar critica”
Para la obtencién de la concentracién micelar critica de los diversos
surfactantes, se parte de una disolucion acuosa a ia cual se le van afiadiendo
diferentes volimenes de una disolucién concentrada del surfactante en estudio.
Mediante la conductividad medida de forma directa sobre las diferentes
disoluciones, cuya concentracion en surfactante va aumentando, se calcula la

conductividad real. Esta conductividad real se obtiene mediante 1a formula;

Conductividad real = conductividad medida X [(Visicia + Vasadido)/ Viniciar]

La representacion gréfica de estos valores experimentales obtenidos para

la conductividad, frente a la concentracidon de surfactante en la disolucién

166

@ Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



EXPERIMENTAL

medida, nos permite obtener la concentracion micelar critica. Para ello, a la
curva representada se le trazan las dos tangentes correspondiente a ambos
tramos de la curva, y su interseccién correspondera a la concentracién micelar

critica.

3.3.- Determinacion de la Temperatura Critica

Disoluciones de cada  surfactante, conteniendo  diferentes
concentraciones del mismo, se colocan en un bafio termostatizado y
aumentandose la tcmperatura cada 10 min. Las diferentes disoluciones se
mantienen en el bafio hasta que se observa la aparicién de turbidez en las
mismas, considerandose la temperatura a la cual ocurre dicha turbidez como la
temperatura de punto de nube para dicha concentracion.

La determinacién de la temperatura critica para cada surfactante se
obtiene representando grificamente la temperatura de punto de nube frente a la
concentracion de surfactante en disolucién. Trazando tangentes a la curva
obtenida, la temperatura critica vendra dada por la temperatura correspondiente
a la interseccion de ambas rectas tangentes.

»

3.4.- Determinacion cromatogrdfica
estudio, se establecen inyectando mezclas de los mismos en el sistema
cromatogréfico. Se inyectan dos tipos de mezclas: unas que contienen PCBs, y
otras PCDFs. La concentracién de las muestras inyectadas es de 5.0x10° M, de
forma que no aparezcan interferencias a la hora de establecer los diferentes
picos correspondientes a cada uno de los analitos. Las condiciones se modifican
hasta alcanzar una separacion de los picos suficiente para poder realizar
estudios cualitativos y cuantitativos.

Para establecer la separacion Optima en cada caso, se ha trabajado con

condiciones cromatograficas isocréticas, pero cuando se quiere obtener la
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separacion de los diferentes compuestos presentes en una mezcla donde se
encuentran tanto PCBs como PCDFs, debe utilizarse condiciones de gradiente.
El proceso es el mismo, pero se van cambiando los tiempos y composcion de la
fase movil hasta obtener la separacién de todos, o la mayoria, de los analitos
estudiados.

La identificaciéon de cada uno de los analitos para su posterior
determinacién, se realiza inyectando cada uno de ellos por separado y
comparando el pico resultante con el correspondiente en la mezcla.

Una vez optimizada la separacién, y caracterizado cada pico se
realizaron las curvas de calibrado de cada analitc en los diferentes medios
micelares utilizados, preparando las disoluciones en matraces aforados de 10
ml, donde se afadia la cantidad de patrén de cada compuesto necesaria para
alcanzar la concentracion deseada, y enrasando posteriormente con el medio
micelar. De la misma forma, se realizaron blancos para observar la existencia,
o no, de interferencias debido a la presencia de los correspondientes

surfactantes.

3.5.- Acondicionamiento de las muesiras acuosas

Las muestras acuosas se acondicionan afiadiendo la cantidad adecuada

iAn Final rominrida v anvacdndaca

de cada analito, en funcién de la concentr:
con agua Milli-Q hasta alcanzar un volumen final de 10 ml. Estas muestras se
agitan durante varios minutos para obtener una distribucion homogénea de todo
los analitos en el volumen de la misma. Una vez finalizado este proceso las
muestras acuosas, junto con los diferentes analitos en estudio, est4n preparadas
para su utilizacién en los diferentes estudios.

Las muestras de agua de mar se acondicionan de igual manera que las
anteriores; se toman 4 ml. de muestra de agua de mar, a la cual se le afiade el
volumen correspondiente de cada analito para alcanzar la conceniracion

requerida, y se enrasa con surfactante hasta los 10 ml. finales.

168

@ Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



EXPERIMENTAL

3.6.- Acondicionamiento de las muestras de sedimento

Previamente al lavado de la muestra, para eliminar posibles impurezas e
interferencias, se procede a seleccionar el tamafio de particula que sera
utilizada en los posteriores estudios. Para ello se pasa el sedimento a través de
un tamiz de 150 um. y se recoge la fraccién inferior a este tamafio. Una vez
seleccionada la fraccion se procede a su limpieza con agua destilada.

Para el proceso de acondicionamiento de la muestra, se afiaden
cantidades de aproximadamente 1 g. de sedimento en un tubo de centrifuga de
aproximadamente 10 mi., 1 mi. de agua Milli-Q por cada gramo de sedimento
y finalmente voldmenes adecuados de cada analito para obtener la conentracion
deseada. Esta mezcla se coloca en un agitador rotativo durante 24 horas. Tras
este periodo de acondicionamiento las muestras se centrifugan y se elimina el
sobrenadante, donde se comprueba que no hay PCBs ni PCDFs. De esta forma

la muestras de sedimento estan preparadas para la extraccion.

3.7.- Acondicionamiento de las muestras de organismos
Los organismos se separan de la concha, y tras su homogeneizacién
mediante trituracién, viales que contienen 2 ml. de la matriz resultante, se

congelan a -80°C, durante 48 h.. Una vez transcurrido este tiempo se

13 3 »
liofilizan, con lo que se consigue una muestra Optima para Su
acondicionamiento.

A las muestras liofilizadas, con un contenido de 2 g. cada una, se les
afiade 10 mi. de agua Milli-Q y una cantidad adecuada de los diferentes analitos
en estudio, y se deja en un sistema rotatorio durante 24 horas para su
acondicionamiento. Al igual que los sedimentos, tras el periodo en el sistema
rotativo, se centrifugan y se elimina el sobrenadante. Tras este proceso las

muestras quedan preparadas para ser sometidas al proceso de extraccion.
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3.8.- Extraccion por Microondas

La muestra de 1 g. previamente acondicionada, bien de sedimento o de
organismo, se pasa a los botes de teflén especificos del microondas,
afiadiéndose un volumen inicial de 10 ml. de la disolucién de surfactante para
la primera etapa de lavado. Una vez finalizada esta primera etapa, en la que se
produce el acondicionamiento de la muestra y analitos al medio extractante, se
centrifuga y se retira el medio micelar. La muestra se somete nuevamente a
otro dos pasos de lavado afiadiéndose cada una de las veces 5 ml. de la
disolucién de surfactante. El volumen final obtenido tras los tres pasos de
lavado, se inyectard directamente en el sistema cromatogrifico para la

realizacién del correspondiente analisis.
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

Todos los resultados obtenidos en los estudios realizados en la presente

Tesis Doctoral permiten obtener las siguientes conclusiones:

1. Se ha comprobado que la metodologia de "Extracciéon por Punto de Nube",
optimizada para ¢l caso de los PCBs y PCDFs, facilita en gran medida los
procesos de extraccion y preconcentracion de analitos presentes en muestras
acuosas. La aplicacion de esta metodologia requiere de un menor nimero
de etapas que otras técnicas convencionales en las cuales se utilizan
disolventes organicos. De aqui que se facilite el proceso y se reduzca el

tiempo de andlisis.

2. El estudio realizado con los diferentes medios micelares indica que la
eficiencia del proceso de "Extraccion por Punto de Nube" depende

principalmente del tipo de surfactante utilizado como extractante.

3. La influencia de factores como el tiempo de equilibracién, el volumen o
concentracion de surfactante afiadido, y la adicion de sales a la muesira, es
distinta para cada medio micelar asi como para los diferentes PCBs y
DY A h 5 P 4 all s
FOUL/rs, ol nu, valia I3 (¢ CHUd AN

particular.

4. Los valores de recuperacién obtenidos varfan ligeramente en funcion del
surfactante utilizado como extractante. Todos los surfactantes estudiados
presentan recuperaciones altamente satisfactorias, salvo el Brij 56, en cuyo

caso los porcentajes de recuperacion son muy bajos.

5. Los resultados obtenidos al aplicar la metodologia a muestra reales de agua

de mar procedentes de diversas regiones y previamente acondicionadas con
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los diversos PCBs y PCDFs, indican que la misma no se ve influenciada

por las caracteristicas fisicoquimicas de la muestra analizada.

La aplicacién de la metodologia de "Extraccién por Punto de Nube" a
muestras reales de agua de mar, presenta resultados similares a otras
metodologias convencionales, como por ejemplo la extraccion liquido-
liquido. Es por tanto, que la "Extraccién por Punto de Nube" puede
considerarse como una metodologia alternativa a las ya existentes, para la
extraccién y preconcentracion de PCBs y PCDFs que se encuentran en
muestras de agua de mar. Presenta ademds las ventajas de menor
contaminacién medioambiental debido a la no utilizacién de disolventes

organicos, asi como el menor coste y mayor sencillez.

La optimizacién de la metodologfa de Extraccion Asistida por Microondas
(MAE) requiere del estudio de la influencia que diversos parametros tienen
sobre el proceso. Se ha comprobado que, mientras factores tales como el
pH de la disolucion de surfactante utilizada o el volumen y concentracion
de la misma, no presentan una influencia notoria, otros parametros, como
son la potencia de extraccion, el nimero de lavados y el tiempo de cada uno
fininnnrta A~

1 1
1a Ciciencia ¢ ia

extraccion.

Cuando esta metodologia es aplicada a muestras reales de sedimentos
marinos, las cuales presentan diferentes caracteristicas de textura, tamafo
de particula y composicién, los porcentajes de recuperacién son
considerablemente altos para los diferentes PCBs y PCDFs,
independientemente del medio micelar utilizado.

Los resultados obtenidos mediante la aplicacién de la metodologia de

"Extraccién Asistida por Microondas” con surfactantes a muestras de
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10.

11.

12.

sedimentos marinos, son comparables a los resultados obtenidos en otros
estudios llevados a cabo utilizando la misma técnica pero usando

disolventes organicos como extractantes.

Cuando la metodologia MAE es aplicada a muestras que contienen mezclas
de PCBs y PCDFs conjuntamente, se observan variaciones en el
comportamiento de los diferentes analitos con respecto al obtenido cuando

se estudian ambas familias por separado. Esto puede ser debido a las

D

interacciones
se obtiene una adecuada recuperacion bajo las condiciones 6ptimas de MAE

establecidas para el caso de los PCBs.

La metodologia MAE, aplicada a muestras de organismos marinos, una vez
que las mismas han sido acondicionadas con los PCBs y PCDFs, presenta
variaciones importantes en funcién de los parametros experimentales como
son el tiempo de extraccion de las diferentes etapas de lavado y el niimero

de las mismas.

Los resultados obtenidos para los PCBs y PCDFs bajo las condiciones de

xtraccidén no presentan resultados satisfactorios respecto a los porcentajes

"
N
»

8

de recuperacién obtenidos, cuando el medio utilizado como extractante es el
Genapol X-080. Es por esto que puede decirse que el Genapol X-080 no
presenta las caracteristicas adecuadas para ser utilizado como medio
extractante en la metodologia de MAE, cuando esta es aplicada para la

determinacion de PCBs y PCDFs presentes en organismos marinos.
En el caso del POLE, los porcentajes de recuperacién obtenidos alcanzan

valores satisfactorios. Asi, podemos concluir que el POLE es un medio

micelar adecuado para la extraccion de PCBs y PCDFs presentes en
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organismos marinos mediante la metodologia de Extraccién Asistida por

Microondas.
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Los resultados obtenidos en los estudios realizados a lo largo del

desarrollo de la presente Tesis Doctoral, han dado lugar a los siguientes

trabajos cientificos, aceptados o en espera de aceptacién, en revistas cientificas

de carécter nacional € internacional:
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"CLOUD-POINT EXTRACTION AND PRECONCENTRATION OF
POLYCHLORINATED BIPHENYLS AND THEIR DETERMINATION
USING HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMAOGRAPHY ",
Quimica Analitica, 17:45, 1998, 283-289

"DETERMINATION OF POLYCHLORINATED BIPHENYLS BY
HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY USING
CLOUD-POINT EXTRACTION METHODOLOGY", Analytica
Chimica Acta, 358, 1998, 145-155

"APPLICATION OF CLOUD-POINT METHODOLOGY TO THE
DETERMINATION OF POLYCHLORINATED DIBENZOFURANS

IN SEA WATER BY HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY", Analyst, 124, 1999, 487-491

"MICROWAVE-ASSISTED  EXTRACTION  OF ORGANO-
CHLORINATED COMPOUNDS IN MARINE SEDIMENTS WITH
ORGANIZED MOLECULAR SYSTEMS", Chromatographia (en prensa)
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< "DETERMINATION OF POLYCHLORINATED DIBENZOFURANS
IN BLUE MUSSELS (MYTILUS EDULIS) USING MICROWAVE-
ASSISTED EXTRACTION PRIOR TO HPLC-FLUORESCENCE
DETECTION", J. of Biological and Chemical Luminescence (en prensa)

< "APPLICATION OF MICROWAVE-ASSISTED EXTRACTION
USING MICELLAR MEDIA TO THE DETERMINATION OF
POLYCHLORINATED BIPHENYLS IN MARINE SEDIMENTS",

(enviado para su consideracion como publicacién en Analytica Chimica
Acta)
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